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Introducao

Historicamente as civilizagbes, desde os tempos mais remotos, habitaram
preferencialmente as margens de corpos hidricos, tais como rios, lagos, lagoas, lagunas,
estuarios e regides litoraneas, devido a necessidade de agua e de seus recursos vivos e
minerais para a sobrevivéncia das populagées humanas, e da importancia dos corpos
hidricos para a navegacao. Por esses motivos, os maiores adensamentos populacionais
localizam-se nas regides litoraneas e ao redor de corpos d’agua em todo o mundo
(Diamond, 2001; Weber, 1992).

Em escala mundial, o0 aumento da populagéo e a era industrial fizeram surgir um
grande numero de compostos quimicos orgéanicos sintéticos que sao persistentes e
causam efeitos adversos ao ambiente (Tanabe & Tatsukawa, 1991; Rocha et al., 2004). O
elevado desenvolvimento industrial ocorrido nas ultimas décadas tem sido um dos
principais responsaveis pela crescente contaminacdo ambiental (Loureiro, et al. 2005).
Desse modo, os ambientes aquaticos, que sdo habitat de muitos organismos da fauna e
da flora e comportam uma alta diversidade de espécies, ficam vulneraveis ao impacto das
atividades antropogénicas (lancamentos de efluentes e emissdes urbanas, rurais e
industriais), seja pelo simples aporte de matéria organica, seja pelo aporte de
contaminantes organicos ou inorganicos, sintéticos ou naturais (Weber, 1992). Neste
cenario, podemos citar contaminagdes por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA)
e por metais pesados.

A atividade industrial tem contribuido muito para um aumento significativo nas
concentracdes de ions metalicos em aguas, representando uma importante fonte de
contaminacao dos corpos aquaticos, principalmente quando consideramos que tais ions
podem ser disseminados via cadeia alimentar (Jimenez, Dal Bosco & Carvalho, 2004).

Uma vez no ecossistema aquatico, os metais pesados sado distribuidos nos
diversos compartimentos do ambiente, como solo, sedimento, plantas e animais (Santana
& Barroncas, 2007). A mensuragao de metais pesados em organismos aquaticos pode ser
considerada um importante bioindicador do impacto que estes elementos causam na

saude do organismo e do ecosistema (Krishnauker et al., 1994).
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Os combustiveis fésseis sdo as principais fontes de obtencdo de energia para a
civilizagdo atual e o crescente aumento do consumo mundial tem acarretado a sua
introdugdo no ambiente marinho (Marques Jr., 2002). Nesse ambiente, processa-se a
maior parte do transporte e o desembarque do petréleo do mundo, atividades essas que
aumentam a probabilidade de serem verificados acidentes com tais produtos. Esses
acidentes causam diferentes tipos de impacto em varios ecossistemas marinhos
mundiais, através de eventos crénicos ou criticos de contaminacdo, dai a necessidade de
um estudo constante desses ambientes (Douglas, 2005).

Quantidades consideraveis de produtos de petrdleo sdo descarregados para o
ambiente marinho através de vazamentos, efluentes industriais e domésticos,
escoamento da agua da chuva, embarcacdes maritimas, entre outros (Readman et. al.,
2002). A composicdo quimica do petréleo, conforme Freedman (1995) e Marques Jr.
(2002), é complexa, variavel e extremamente influenciada por condic¢des fisico-quimicas,
biolégicas e geoldgicas do ambiente de formacdo. O petrdleo natural é uma mistura de
compostos inorganicos e organicos, principalmente hidrocarbonetos, que sao,
quantitativamente, os seus mais importantes constituintes (Douglas, 2005), e a
concentracdo desses compostos no ambiente sofre mudancas significativas devido a
dissolugao, evaporagao, oxidagcao quimica e fotoquimica e biodegradagao (Readman et.
al., 2002).

Os hidrocarbonetos de petroleo e de origem pirolitica merecem atengéo pelos seus
aportes globais ao ambiente, tanto por fontes difusas e agudas, causando efeitos letais ou
subletais aos organismos, como pelo fato de afetarem significativamente habitats que
suportam importantes ecossistemas aquaticos (Clark, 2001).

Os hidrocarbonetos presentes nos ecossistemas aquaticos sao originados de
varias fontes, as quais podem ser agrupadas nas seguintes categorias (UNEP/IOC/IAEA,
1992; Clark, 2001): 1) aportes de petréleo e produtos derivados; 2) aportes de efluentes
domésticos e industriais; 3) hidrocarbonetos, especialmente hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA), liberados como resultado da combustao parcial de combustiveis; 4)
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) originados da queima de florestas e
pastagens; 5) biossintese de hidrocarbonetos por organismos marinhos e terrestres; 6)
transformacdo diagenética de produtos naturais nao-hidrocarbonetos para
hidrocarbonetos.

Em regi6es altamente urbanizadas e industrializadas, os HPA s&o frequentemente
encontrados associados ao particulado atmosférico e aos ambientes aquaticos devido a
exaustao de veiculos e a emissao de poluentes pelas industrias (Stefens, 2006).
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A Agéncia de Protecdo Ambiental (Environmental Protection Agency — EPA) dos
Estados Unidos lista varios hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) como
compostos poluentes de prioridade ambiental e que devem ser freqlentemente
monitorados em efluentes industriais, devido ao fato de serem considerados
carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos, além de possuirem efeitos téxicos aos
seres
vivos (Keith & Tellierd, 1979; Eisler, 1987; Odum, 1988; Lijinsky, 1991; Kennish, 1992) e
terem a capacidade de se bioacumularem nas diferentes cadeias alimentares (Godsy,
1983; Marques Jr., 2002). Por isso existe um interesse crescente de se entender o destino
e as formas de desaparecimento dos hidrocarbonetos para que haja o desenvolvimento
de métodos mais eficientes de remocéao dos mesmos do meio ambiente.

No Brasil a avaliacdo da qualidade dos cursos d’agua é baseada em analises
fisicas e quimicas, o que nos limita & identificacdo de contaminantes sem qualquer
informagéo do efeito destas substancias sobre a biota. Torna-se, entdo, necessario
desenvolver os conhecimentos e as técnicas sobre biomarcadores que possam proteger
0s ecossistemas contra rejeitos e subprodutos originados da expansdo industrial.

Os peixes s@o animais bastante diversificados tanto nos aspectos morfo-
fisiologicos quanto bioquimicos. Comparar respostas bioquimicas, citolégicas e
histopatologicas entre organismos controle retirados de areas desprovidas de poluentes e
organismos de areas com suspeita de contaminagdo pode ser Util para determinar a
qualidade do ecossistema (Camargo & Martinez, 2006; Fossi & Leonzio, 1994; Mc Carthy
& Shugart, 1990).

1.1.
Uso de bioindicadores e biomarcadores de contaminacao ambiental

O uso de bioindicadores e biomarcadores na avaliacdo da toxicidade de
compostos quimicos de origem antrépica em areas impactadas vem sendo amplamente
utilizado nas ultimas décadas (Oliveira Ribeiro et al., 2005).

Bioindicadores sao definidos como uma espécie capaz de indicar os primeiros
sinais de estresse ambiental causado por contaminantes em diferentes niveis de
organizacao bioldgica (Adams, 2002). Ja os biomarcadores s&o alteragdes bioldgicas que
expressam a exposicao e/ou o efeito tdéxico de poluentes presentes no ambiente (Walker
et al., 2005). Um biomarcador eficiente deve apresentar grande susceptibilidade, boa
sensibilidade, relativa especificidade e baixo custo de analise (Stegeman et al., 1992;


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0621165/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0621165/CA

18

Katsumiti, 2006). Os biomarcadores sao ferramentas eficientes e de baixo custo para
monitoramento e identificagdo de riscos ambientais a organismos aquaticos (Rodriguez-
Fuentes & Gold-Buochot, 2000).

Os efeitos do 6leo sobre os organismos marinhos podem ser divididos em efeitos
fisicos, resultantes do recobrimento dos organismos por 6leo e, efeitos quimicos,
associados a toxicidade dos compostos presentes. Estes efeitos ndo sao excludentes,
podendo ocorrer simultaneamente. Nos 6leos de alta densidade, o efeito fisico de
recobrimento é predominante, enquanto nos 6leos de baixa densidade o efeito quimico é
mais representativo (CETESB, 2008).

E consenso geral que, além da anoxia, o despejo de substancias téxicas pelas
atividades de exploracao petrolifera € um dos principais responsaveis pelo estresse que
0s peixes passam. Os mais evidentes efeitos sdo os letais, como intervengdo no
funcionamento das branquias, causando seu colapso, e o contato e a ingestao (em areas
restritas ou fechadas), causando sua morte. J4 os efeitos sub-letais sdo os mais
significativos para o0s peixes, pois causam alteragbes na alimentagdo, migragéao,
crescimento e reproducao das espécies (Monteiro, 2003).

O uso de biomarcadores é sugerido como uma estratégia adequada para estudar
efeitos subletais de poluentes, provendo uma indicagao o mais cedo possivel de possiveis
efeitos adversos em organismos (Hugget, et al., 1992).

1.2
A Acetilcolinesterase (AChE) e sua importancia em estudos de
monitoramento ambiental

A acetilcolinesterase presente no tecido nervoso € o mediador quimico necessario
para transmissao do impulso nervoso e é responsavel pela degradacao da acetiltiocolina,
um dos mais importantes neurotransmissores, tanto no sistema nervoso central quanto no
periférico.

A atividade da acetilcolinesterase no cérebro de peixes foi amplamente utilizada
durante as décadas de 60 e 70 como um biomarcador para determinar a zona de impacto
durante operagdes de pulverizagdo de pesticidas em larga escala, porém 0 seu uso
entrou em declinio durante a década de 80, talvez pelo fato de métodos analiticos para
determinagao de organofosforados e carbamatos terem se tornado mais acessiveis.

Durante a década de 90 surgiu um novo interesse no uso de AChE como
biomarcador, pois surgiram evidéncias que a atividade da AChE em peixes mostrou
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inibicdo em locais ndo obviamente contaminados por pesticidas e outras substancias anti-
colinérgicas (Galgani, Bocquene & Cadiou, 1992; Payne et al., 1996), e, embora ainda
nao tenha sido identificada a causa quimica desta inibicdo, a AChE esta atualmente
sendo muito utilizada como um método de identificacdo de locais potencialmente
contaminados que podem ser examinados mais detalhadamente usando os métodos da
quimica analitica (Kirby et al., 2000).

A atividade da acetilcolinesterase, portanto, tem sido usada como um biomarcador
enzimatico de contaminacao neurotdxica em estudos de monitoramento ambiental (Kirby
et al., 2000; Rodriguez-Fuentes & Gold-Bouchot, 2000). Este grupo de enzimas tem
tradicionalmente sido considerado como biomarcador do efeito de pesticidas
organofosforados e carbamatos, mas recentemente se descobriu que outras substancias
possuem acdo semelhante na resposta da AChE, como alguns metais pesados e
produtos derivados de petr6leo, sendo inibidores da AChE em organismos marinhos.
Dentre estes compostos ambientais, alguns metais pesados e produtos derivados de
petroleo, como HPA, tém sido descritos como inibidores da acetilcolinesterase em
organismos marinhos (Chamber et al, 1978; Sheehan, Crimmins & Burnell, 1991;
Bocquené et al., 1995; Martinez-Tabche et al., 1997; Mora, Fournier & Narbonne, 1999;
Akcha et al., 2000; Moreira et al., 2004; Cunha, Garcia & Guilhermino, 2005), e em
estudos “in vitro” (Kang and Fang, 1997; Jett et al., 1999). Porém, pouco se sabe sobre os
efeitos de HPA na fisiologia de organismos aquaticos e/ou a resposta da atividade de
AChE a exposi¢oes acidentais.

A mensuracdo das atividades de AChE em peixes tem sido sugerida como um
biomarcador diagnéstico, onde as atividades reduzidas indicam contaminagao do local por
substancias anti-colinérgicas (Weiss & Gakstatter, 1964; Coppage & Braidech, 1976).

As acetilcolinesterases sdo categorizadas em dois grupos principais, as
acetilcolinesterases (AChE) e as butirilcolinesterases (BChE). A BChE possui estrutura
molecular similar a AChE mas € caracterizada pelas especificidade a diferentes
substratos, hidrolizando a butilcolina, enquanto a AChE hidroliza preferencialmente acetil
ésteres como a acetiltiocolina (Andreescu & Marty, 2006). Outro aspecto que distingue
estas duas enzimas é a inibicado da AChE pelo excesso de substrato.

O tecido de cérebro de peixe contém apenas atividade de AChE, e a BChE é
encontrada em tecido muscular. Portanto, é essencial uma caracterizacao cuidadosa do
material a ser usado em analises e em atividades de monitoramento (Sturm et al., 1999,
Jung, Addison & Shim, 2007).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0621165/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0621165/CA

20

A toxicidade destes compostos é devido a inibicdo da acetilcolinesterase do
cérebro (AChE). A acetilcolinesterase no tecido nervoso é responsavel pela degradagéao
da acetiltiocolina, um dos neurotransmissores mais importantes do sistema nervoso
central e do periférico. Quando a atividade da AChE decresce, a acetiltiocolina nao €
guebrada e se acumula nas sinapses, causando um declinio geral no controle muscular e
neural (Dutta e Arends, 2003).

Kang e Fang (1997) demonstraram que diversos HPAs (pireno, benzo(a)pireno,
fluoranteno e antraceno) sao inibidores mais fracos da AChE “in vitro”, estabelecendo a
hipétese de que os HPAs com 3 ou mais anéis aromaticos s&o inibidores mais potentes
da AChE (ou seja, causam efeitos negativos na atividade da AChE, reduzindo a sua
atividade). Portanto, estudos “in vivo” sdo necessarios para determinar a relevancia

toxicoldgica destes resultados “in vitro”.

1.2.1.
Mecanismo de funcionamento da Acetilcolinesterase (AChE)

Para que ocorra a transmissado sinaptica é necessario que a acetilcolina seja
liberada na fenda sinaptica e se ligue a um receptor pdés-sinaptico. Em seguida, a
acetilcolina disponivel é hidrolizada pela acetilcolinesterase (figura 1).

A inibicao da acetilcolinesterase leva a um acumulo de acetilcolina nas fendas
sinapticas do sistema nervoso, resultando em estimulo excessivo dos receptores pds-
sinapticos colinérgicos (Sturm et al., 2007), o que pode levar a danos ao organismo.

Na superficie da colinesterase existe um centro ativo para inativagdo da acetilcolina
que contém um sitio aniénico e um esterasico. A inibicdo da colinesterase se d& através
da ligagdo do composto inibidor com o centro esterasico da enzima. Ha& uma posterior
hidrélise destes compostos e entdo a enzima é regenerada. A taxa de regeneracgao, se

ocorrer, varia de acordo com o composto.

j\ CHy  AChE o i »
MN*-CH; — + oy TR+
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acetilcolina acetato colina

Figura 1. Degradacéo da acetilcolina promovida pela agao catalitica da acetilcolinesterase
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1.2.2.
Metodologia enzimatica de determinacao da atividade de Acetilcolinesterase
(AChE)

As técnicas que utilizam a medida da atividade catalitica das enzimas colinesterases
sdo procedimentos analiticos de custo mais baixo que as técnicas convencionais e
apresentam sensibilidade adequada com relacao a analise de material clinico e ambiental.

A metodologia desenvolvida por Ellman et al. (1961) envolve a medicao da atividade
catalitica da acetilcolinesterase a partir da variagdo de absorvancia do produto formado na
reacao de hidrélise da molécula de acetiltiocolina. A medida espectrofotométrica permite a
quantificacdo da variacdo da atividade da acetilcolinesterase e possiveis sinais de
inibicdo. Desde o seu desenvolvimento, esta metodologia se tornou uma alternativa na
avaliagdo da atividade enzimatica da AChE e na determinacdo de substancias
anticolinérgicas (como pesticidas organofosforados e carbamatos e alguns HPA).

O principio deste método € a medigcao da velocidade de producao de colina quando
a acetilcolina é hidrolisada. Esta é acompanhada pela reagéo continua do tiol com o ion
5:5 — ditiobis-2-2 nitrobenzoato para produzir o &nion de 5-tiol-2-nitrobenzoato.

Nostrand et al. (1993) propuseram modificacées no método de Ellman (1961),
entre as quais cita-se a utilizacdo de microplacas de 96 pocos para as medicoes
espectrofotométricas.

As colinesterases extraidas de Drosophila melanogaster, enguia elétrica e ratos

estao disponiveis comercialmente.

1.3.
Biotransformacao de xenobioticos em peixes

Para assegurar sua sobrevivéncia, os organismos desenvolveram mecanismos de
defesa para a protecdo de suas células na presenca de xenobibticos, que envolvem a
absorcao, distribuicao, biotransformacao e excrecao dessas substancias estranhas.

O drgao mais comumente envolvido no processo de biotransformagao
(metabolizagédo) é o figado. Este processo geralmente leva a formagdo de compostos
mais polares, portanto, mais hidrofilicos, e, consequentemente, mais facilmente
excretados que o composto original.

A biotransformagao geralmente envolve dois estagios distintos, referidos como
reacoes da Fase | e da Fase Il (Figura 2). Na Fase |, a biotransformagao de xenobiéticos
ocorre através de reagdes de reducao, hidrolise e/ou oxidagdo, sendo responsaveis por
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introduzir grupos funcionais no xenobiotico (Livingstone, 1998). A principal reagdo nesta
fase do processo € a oxidagdo, catalisada principalmente pelo citocromo P-450
monooxigenase, pelas monoamino oxidases e pelas flavinas monooxigenase (Bastos,
2006). As reacbes de hidrolise sao catalisadas principalmente pelas epéxido hidrolases.
peptidases e A-estearases. As redugdes sao catalisadas por varias enzimas, dentre elas
as carbonil redutases e as glutation redutases, como também por processos nao
enzimaticos através de agentes redutores (Bastos, 2006).

A Fase |l freqlentemente envolve reagcdes de conjugacdo na tentativa de
neutralizar o xenobibtico presente, catalisadas pelas glutation S-transferases (GST),
uridina difosfoglicuronosil transferases (UGT) e sulfotransferases (ST) (Bastos, 2006).

Em geral, o aumento da polaridade da molécula leva a perda do potencial téxico
do composto, levando a desintoxicagdao. Porém, em alguns casos, pode ocorrer a ativagao
metabdlica da molécula e o xenobidtico pode ser convertido em um produto com maior
potencial téxico (bioativacao).

Essa biotransformagé@o ocorre em peixes, muitas vezes levando a excregao dos

xenobibticos através da bilis.

Fase | Fase ll
Oxidag3o, Glusaranidagia,
Redugia, Sulfoconjugagia,
rer Hidrélise Produtos | .. 0.0 com o3n Produt:o?
Xenobidtico | ———— | primarios secundarios
Excregio
LY
4
Lipofilico Hidrofilico

Figura 2. Representagao esquematica das fases da biotransformacao de xenobibticos (adaptado
de Bastos, 2006).

1.3.1.
A bilis e a biliverdina

Uma das principais fungdes do figado é a formagdo de bilis, que, além de
desempenhar papel importante na digestdo e absorcdo de gorduras, ajudando na

emulsdo de grandes moléculas de gordura, transformando-as em moléculas menores,
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serve como meio de excrecao de xenobidticos, entre outras substancias (Guyton & Hall,
2002; Kierszenbaum, 2004). Essa eliminagao biliar de xenobitticos foi pouco estudada
durante a primeira metade do século XX, porém a partir da 22 metade, com o
aparecimento de uma grande variedade de substancias quimicas sintéticas, foi
reconhecida a importancia da bilis como via de excrecao destes compostos (Klaassen &
Watkins, 1984). Em condi¢c6es normais a bilis se encontra concentrada na vesicula biliar
por cerca de cinco vezes, podendo chegar a um maximo de 20 vezes (Guyton, 1988).

Os sais biliares sao importantes componentes da bilis. Além destes, a bilis contém
colesterol, fosfolipidios, pigmentos biliares (bilirubina, de coloracao amarela, e biliverdina,
de coloracdo verde) e possiveis metabdlitos de xenobibticos, provenientes das fases de
biotransformagao.

A bilirrubina e a biliverdina resultam do desdobramento da hemoglobina, pigmento
respiratério presente no interior das hemacias (Motta, 2005). A hemécia, ao se romper,
libera a hemoglobina, que é entdo fagocitada por macréfagos do sistema
reticuloendotelial. Isto ocorre em muitas partes do organismo, particularmente no figado,
no baco e na medula éssea, liberando globina e heme (Guyton & Hall, 2002).

O anel heme é entao oxidado a a-meso-hidroxineme, que no estado desprotonado
tem caracteristicas de radical livre, reagindo com oxigénio para produzir verdoheme e
carbonila (Figura 3). A verdoheme é entdo, convertida a biliverdina e ferro livre em uma
reacao que requer um NADPH-citocromo P-450- redutase e Oo.

Diversos autores utilizam a concentracdo do pigmento biliar biliverdina como
indicador do status alimentar dos peixes, através de medicées de absorcao molecular
(Aas et al., 2000; Richardson et al., 2004), pois quanto mais tempo o peixe esta sem se
alimentar, mais concentrada estara a sua bilis. Portanto, se torna importante monitorar os
parametros de cor e absorvancia em 380 nm, que é o comprimento de onda de maior
absorvancia da biliverdina.

Esses mesmos autores sugerem a normalizacdo de dados de concentragdes de
xenobidticos em relagcdo a concentragao de biliverdina, para tentar reduzir a variancia do
conjutno de dados e investigar se diferengas entre os grupos de amostras sdo na verdade
devido a diferencas na exposicao e ingestao de xenobioticos, como os HPA, ou se sao
consequéncias do acumulo ao longo do tempo dos metabdlitos de HPA na bilis. Portanto,
neste estudo, dados de metabdlitos de HPA obtidos em analises no Laboratério de
Estudos Ambientais do Departamento de Quimica da PUC-Rio foram normalizados em
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relacdo a concentragdo de biliverdina das amostras de bilis de peixes, para verificar as

afirmacdes destes autores.
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Figura 3. Oxidagao do anel heme até a formagéo da biliverdina.

1.4.
Parametros morfoldgicos

Os parametros morfoldégicos que determinam e descrevem as interferéncias

ambientais no organismo sao os indices somaticos do figado, ou indice hepatossomatico

(IHS), que identifica possiveis desordens do figado, e o fator de condicéo (FC) que avalia

a condicao geral do peixe (Van der Oost, et al., 2002).

1.4.1.
Fator de Condicao

O fator de condigcdo identifica momentos de reserva de energia € a capacidade do

animal em tolerar agentes toxicos ou outras interferéncias no ambiente (Mayer et

al.,1992). E um bioindicador individual relacionado a parametros biolégicos, indicado pelo

“Standard Methods” (Eaton et al.,1998), e é bastante utilizado no estudo da biologia de
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peixes, pois fornece importantes informagdes sobre o estado fisiolégico desses animais, a
partir do pressuposto de que individuos com maior massa em um dado comprimento
estdo em melhor condigéao.

Embora ndo seja especifico, diversos estudos relacionaram o fator de condicao
com a contaminacao por metais (Laflamme et al. 2000; Eastwood & Couture 2002).

1.4.2.
IGS e IHS

O Indice Gonadossomatico (IGS) e o indice Hepatossomatico (IHS) podem ser
utilizados conjuntamente para calcular valores de reservas energéticas, periodo de
maturacdo gonadal, periodo reprodutivo de espécies e, finalmente, o Fator de Condicao.
Todos estes parametros podem indicar mudancas no estado dos peixes e possiveis
efeitos toxicos de poluentes.

A variagdo da alimentagcdo e de horménios sexuais reflete no IHS de peixes
adultos, principalmente no periodo de reproducdo, devido as extensas mudancas
fisiolégicas que ocorrem nos peixes neste periodo. J& o IGS tem sido utilizado como
importante parametro reprodutivo para fémeas. Em machos, nem sempre este indice
representa corretamente a condigdo reprodutiva, particularmente em peixes (Nikolsky,
1963; Vazzoler, 1996). Nas fémeas o IGS aumenta durante o periodo de reproducao
(Barbieri, 1988), enquanto nos machos esse aumento nem sempre ocorre, ou é aparente,

durante o mesmo periodo.

1.5.
Analises histopatoldgicas

Andlises histopatolégicas tém sido reconhecidas como ferramentas muito Uteis no
estudo e diagndstico dos efeitos agudos e crénicos de poluentes em teledsteos (Akaishi et
al., 2004; Oliveira-Ribeiro et al., 2002a, 2002b, 2005). Além disso, as caracteristicas
histopatologicas de érgaos-alvo especificos podem expressar condicbes ambientais e
representar o tempo de exposicao aos quais estdo submetidos os organismos (Shmalz et
al., 2002). Sendo assim, aparecem como uma resposta a estressores subletais,
fornecendo um método rapido na avaliacdo do comprometimento de tecidos e érgaos de
espécimes expostos a agentes quimicos estressores (Johnson et al., 1993). Alguns
estudos na darea de biomarcadores procuram avaliar os impactos sobre a biota,
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analisando parametros, bioquimicos morfoldgicos e genéticos dentre outros (Katsumiti,
2006).

O figado é o principal 6rgdo com potencial de biotransformagéao, bioativagéo e
excrecao de xenobiontes, sendo, portanto, um dos principais 6rgaos alvos que podem
refletir a exposi¢cdo aos contaminantes (Bernet et al., 1999). Este 6rgao € um dos de maior
atividade metabdlica de componentes endbégenos e exdgenos, tendo, portanto, um alto
potencial de expessao dos efeitos deletérios na exposicao a poluentes (Katsumiti, 2006)

Por estas razdes, o figado foi escolhido como 6rgao alvo para a realizacao deste
estudo.

As investigacOes sobre a presenca de HPA no ambiente aquatico constituem uma
parte muito importante da avaliacdo da qualidade ambiental por determinar o status da
contaminacao quimica e do impacto em potencial que possam causar aos ecossistemas
(Kennicutt et al,, 1994). Estas andlises quimicas ajudam a determinar contaminacoes
antropogénicas, porém fornecem apenas informacgdes sobre o efeito toxico sobre a biota
guando analisados em conjunto com dados bioldgicos.

A histopatologia é um dos métodos mais rapidos e sensiveis na detec¢éo dos
niveis toxicos de exposigao dos organismos (Katsumiti, 2006). Danos ao figado de peixes
expostos a contaminantes derivados de HPA tém sido amplamente utilizados nos ultimos
anos como parametros para avaliagao de diferentes ambientes (Marty et al., 2003; Akaishi
et al., 2004; Oliveira Ribeiro et al., 2005).

Os efeitos agudos e crbénicos de poluentes em peixes teledsteos podem ser
estudados e diagnosticados por ferramentas reconhecidamente muito Uteis, como as
andlises histopatoldgicas (Akaishi et al., 2004; Oliveira-Ribeiro et al., 2005). Além disso,
as caracteristicas histopatolégicas de o6rgaos alvos especificos podem expressar
condi¢cdes ambientais e representar o tempo de exposi¢cao aos quais estdo submetidos os
organismos (Schmalz et al.,, 2002). Sendo assim, aparecem como uma resposta a
estressores subletais, fornecendo um método rapido na avaliagdo do comprometimento
de tecidos e 6rgaos de espécimes expostos a agentes quimicos estressores (Johnson et
al., 1993).

Os melanomacréfagos podem ser considerados como parte integrante do sistema
hematopoiético de teledsteos, atuando como centros de reposicdo de materiais que nao
podem ser metabolizados ou que s&do requeridos para recilcagem (Roberts, 1975).
Possuem diversas fungbes ligadas ao sistema imunoloégico, como sequestro e
apresentagdo de antigenos aos linfécitos e podem se desenvolver nas lesdes

inflamatérias de carater crénico, em uma variedade de infecgdes como algumas doengas
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bacterianas, fungicas, viréticas e parasitarias (Agius et al., 2003; Ribelin et al., 1975). A
existéncia deste tipo de alteragéo celuluar pode ser considerada indicadora de estresse
em peixes, decorrente da presenca de agentes quimicos (Anderson & Zeeman, 1995).

A presenca de infiltracdes leucocitarias (respostas inflamatérias) pode ser um
indicativo de lesdes inflamatérias no tecido. Norefia-Barroso et al. (2004) encontraram
este tipo de patologia em aproximadamente 65% dos animais analisados em seu trabalho
expostos a multiplos xenobiontes, como HPA e PCBs.

A presenca de parasitas pode ser um indicativo de estresse ambiental sendo
utiizado como um parametro morfolégico (Galli et al, 2001). Em estudos de
biomonitoramento, a presenca de parasitas pode ser considerada um importante indicador
de toxicidade, visto que o aumento da sua incidéncia indica diminuigdo na resisténcia
imunoldgica, e a sua diminuicdo pode indicar um desequilibrio nas relagcdes hospedeiro-
parasita do ecossistema (Akaishi, 2003).

1.6.
O Petroleo

A fonte priméaria de quase todos os derivados de petréleo é o 6leo cru. Este
consiste de uma mistura de hidrocarbonetos de peso molecular variavel e, na média,
contém aproximadamente 84,5% de carbono, 13% de hidrogénio, 1,5% de enxofre, 0,5%
de nitrogénio e 0,5% de oxigénio. Existem mais de 600 compostos de hidrocarbonetos
identificados no petréleo (Mancini, 2002).

O petréleo € uma mistura complexa de hidrocarbonetos e compostos orgéanicos
contendo enxofre, nitrogénio e oxigénio, além de baixas concentragdes de compostos
organo-metalicos, principalmente niquel e vanadio (Pedrozo, et al, 2002). A composi¢ao
quimica do petroleo é diferente para cada fonte geografica de extracao (Overton et al.,
2004), porém de maneira geral, cerca de 75% do petrdleo € constituido por
hidrocarbonetos de cadeias curtas e longas (Neff, 1979).

Os componentes no petroleo que, até agora, tem sido associados com a maior
preocupagdo com relacdo a riscos ambientais sdo os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA), principalmente por suas propriedades carcinogénicas e mutagénicas
(Varanasi, 1989).
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1.6.1.
Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo uma classe de compostos
organicos que consistem de dois ou mais anéis aromaticos condensados na sua estrutura
(Stefens, 2006). Estes compostos sdo muito estudados devido as propriedades
mutagénicas e/ou carcinogénicas que alguns deles possuem. HPA de baixa massa molar
(constituidos de dois ou trés anéis na estrutura) apresentam toxicidade significativa,
enquanto que alguns compostos de mais alto peso molecular (quatro a seis anéis) séo
potencialmente carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos (Witt, 1995; Neff, 1979). Os
HPA tém recebido atencdo especial em amostras ambientais de sedimento e biota devido
a sua acao toxica prejudicial para o ambiente (Baumard et al., 1998c; Witt, 1995). Os HPA
sado potenciais responsaveis por diversos efeitos bioldgicos e ecolégicos no ambiente
aquatico (Baumard et al., 1998c), portanto o estudo de seus potenciais impactos dentre os
ecossistemas aquaticos é de consideravel interesse ambiental (Fenet, Gédmez & Rosain,
2006). A figura 4 representa a estrutura dos 16 HPA considerados prioritarios pela
USEPA.
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Figura 4. Estrutura dos 16 HPA considerados prioritarios pela USEPA (Fonte: Stefens, 2006)

Neste trabalho, além de 4 destes HPA, o Pireno, Naftaleno, Criseno e Fenantreno,
foram utilizados 2 metabdlitos, o 2-Naftol, metabdlito do Naftaleno, e o 1-OH-Pireno,
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metabdlito do Pireno. Este ultimo é um dos metabdlitos mais encontrados nas bilis de
peixes. Estas substancias sdo produtos das fases de biotransformacdo ja descritas

anteriormente.

1.6.2.
A Origem dos HPA

Os HPA podem ser formados a altas ou baixas temperaturas. As alteragdes termais
de baixa temperatura da matéria organica, como na formagdo de combustiveis fésseis,
resultam em HPA com 2 ou 3 anéis na estrutura e uma grande propor¢ao de alquilados
homdlogos. Opostamente, altas temperaturas de combustdo produzem HPA com 4, 5 ou
6 anéis na estrutura e um minimo de produtos alquilados. Nos processos a baixas
temperaturas a distribuicdo de HPA é governada por propriedades termodinamicas e nos
processos a altas temperaturas a distribuicdo € governada por caracteristicas cinéticas.
Assim, misturas de HPA formadas durante a combustdo de combustiveis fésseis sdo
geralmente caracterizadas pela predominancia de HPA de alta massa molar (Hoffman,
2003). Alguns HPA, entretanto, ocorrem naturalmente em minerais (ex.: coroneno) e
outros (ex.: perileno) sao sintetizados por organismos, como bactérias, algas e fungos. Os
aportes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) provenientes de processos
naturais sdo geralmente baixos quando comparados com aqueles provenientes de fontes
antropogénicas (Witt, 1995).

Os processos de combustdao envolvendo altas temperaturas formam HPA
pirogénicos através de reagdes de condensacdo ou de fusdo de anel, limitando a
presenca de grupos alquilados. Os HPA de origem pirogénica possuem mais de trés anéis
aromaticos e apresentam baixo grau de alquilagdo na sua estrutura. Os HPA pirogénicos
mais abundantes sao: fluoreno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno, benzofluorantenos,
benzopirenos, indeno[1,2,3-cd]pireno e benzo[g,h,i]perileno.

Ja os HPA de origem petrogénica possuem dois ou trés anéis aromaticos,
apresentando geralmente homdélogos alquilados e heteroatomos em sua estrutura (Tolosa
et al., 2004). Os principais HPA presentes no petréleo bruto sdo o naftaleno e seus
homdélogos alquilados, podendo apresentar ainda o fenantreno e seus homélogos
alquilados e o antraceno.

Os HPA de origem petrogénica sao introduzidos no meio ambiente aquético de rios
e lagos principalmente através da liberacdo de efluentes industriais e derramamento
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acidental de petroleo e produtos derivados em regides altamente industrializadas e
urbanizadas (Fanrich, Guilbault & Pravda, 2002).

Entre as fontes predominantes de HPA no ambiente marinho estdo as fontes
antropogénicas, como a queima de combustiveis fésseis e seus derivados (origem
pirogénica), principalmente derramamento de petroleo e derivados (origem petrogénica) e
descargas industriais e urbanas. As fontes naturais aparecem com menores contribuicées
como a combustdo da biomassa vegetal e a diagénese de precursores naturais (Soclo,
Garrigues & Ewald, 2000; Readman, et al., 2002; Walker et al., 2005).

Segundo Hoffman (2003), a contaminagdo das regides costeiras é causada por
derramamentos de Oleo, esgoto urbano e industrial, escoamento urbano (runoff) e
deposicdao atmosférica. Em regiées altamente urbanizadas, muitos HPA também séao
introduzidos no ambiente via deposicao atmosférica, através da combustao incompleta de
combustiveis fosseis por veiculos automotores, que pode ser considerada a principal
fonte de contaminagao de HPA pirogenicos (Fanrich, Guilbault & Pravda, 2002; Baumard
et al., 1998; Dallarosa, et al., 2005; Kucklick et al., 1997).

Técnicas utilizadas para diferenciar HPA de fontes pirogénicas e petrogénicas
incluem a determinagé&o da quantidade relativa da massa molar destes compostos. HPA
originarios de fontes petrogénicas sao identificados pela presenga de massas molares
predominantemente menores do que HPA de fontes pirogénicas e alta proporgcao de
compostos alquilados (Soclo, Garruiges & Ewald, 2000). Adicionalmente, podem ser
usados indices baseados na razdo da concentracdo de HPA selecionados, usando a
razao entre HPA de baixa massa molar e HPA de alta massa molar, onde valores
menores que 1 sugerem fonte de contaminagao por combustéo. Pode-se usar também as
razdes entre componentes homologos como Fenantreno e Antraceno, Benzo(a)antraceno
e Criseno (Neves, 2006).

1.6.3.
Efeitos toxicos do petréleo em peixes

Os peixes podem entrar em contato com os componentes derivados do petréleo
por diferentes vias. As principais sdo através das trocas gasosas e ibnicas com a
consequente contaminagdo via branquias, e a via tréfica, que também constitui uma

importante rota de exposicao para os peixes.
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Espécimes de peixes expostos ao petroleo podem apresentar aumento da taxa de
ma formagdo das larvas e juvenis; crescimento lento e diminuigdo da performance
natatéria (Lyra, 2006).

A exposi¢cdo aos HPA também pode causar inibicdo da atividade colinesterasica
levando a alteragdes em respostas motoras, desordens neuroldgicas, formacao de adutos
de DNA, alteracGes no epitélio branquial e lesées em outros tecidos como rins e baco
(Lyra, 2006; Beyer et al., 1996; Reichert et al., 1998; Akaishi et al., 2004; Oliveira Ribeiro
et al., 2005), além de alteragcbes cardiacas, disfungcbes respiratorias, alteragdes
bioquimicas e reprodutivas (USEPA, 1999). Entre os efeitos descritos no tecido hepatico
pode-se incluir fibrose, infiltracdo leucocitaria, necrose, pré-neoplasias, neoplasias e
lipidoses (Akaishi et al., 2004; Katsumiti, 2006; Oliveira Ribeiro et al., 2005).

1.7.
Metais no eccosistema aquatico

A poluicdo do ambiente aquatico por metais pesados se tornou um problema
mundial na Ultima década, porque estes elementos sao indestrutiveis e a maioria possui
efeitos téxicos em organismos (MacFarlane & Burchettt, 2000). Dentre os poluentes
ambientais, os metais sdo de preocupagéo particular devido aos seus potenciais efeitos
toxicos e a habilidade de bioacumular em ecossistemas aquaticos (Miller et al. 2002;
Censi et al. 2006).

Os efeitos de metais em ecossistemas naturais sdo diversos, complexos e muitas
vezes, imprevisiveis. No contexto de gerenciamento dos impactos ambientais de
elementos traco, existe uma necessidade urgente de desenvolver métodos para investigar
seus efeitos in situ em ambientes marinhos, estuarinos e de agua doce (Depledge et al.,
1994).

Embora ndo possam ser criados ou destruidos, metais podem ser redistribuidos
em escala regional e global (Lange, Ausseil & Segner 2002). Alguns metais sao
elementos essenciais para o metabolismo normal do organismo, enquanto outros néo
desempenham nenhum papel biolégico significante (Van Dyk, Pieterse & Van Vuren,
2005). Metais como o cobre, zinco, ferro, cobalto, selénio e manganés sédo essenciais
para a saude da maioria dos organismos, formando componentes importantes de
proteinas envolvidas em todos os aspectos da fungdo biolégica. Sua ubiquidade é
governada pela possibilidade destes formarem diversas geometrias de coordenagédo e
estados redox, permitindo a interacdo destes elementos com diversas entidades
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celulares, tendo papel essencial na respiragao celular, transporte de oxigénio, estabilidade
de proteinas e transcricdo do DNA. Porém, em excesso, esses elementos se tornam
toxicos, se ligando a moléculas inapropriadas ou formando radicais livres perigosos (Bury,
Walker & Glover, 2003).

A exposicdo a metais pode causar diversos efeitos deletérios em organismos
expostos. Zinco e cadmio, por exemplo, sdo metais neurotéxicos, conhecidos como
importantes contaminantes ambientais. Metais traco podem ser acumulados por peixes,
tanto pela cadeia tréfica quanto pela agua. Os efeitos potenciais de metais em peixes
podem ser examinados ao analisar seu acumulo em tecidos-alvo (Rajotte et al., 2003;
Mendil & Uluézlé, 2007). Metais pesados como cobre e zinco sao essenciais para o
metabolismo dos peixes, enquanto outros, como o chumbo, ndo possuem nenhuma
funcdo em sistemas biolégicos. Porém, todos podem exercer efeitos prejudiciais nos
peixes, dependendo de sua concentragao.

Mansour & Sidky (2002, 2003) reportaram que o comportamento alimentar de
Mugil sp. faz com que esta espécie seja mais vulneravel a poluicdo por metais pesados
do que outras espécies de peixes, como o linguado (Solea sp.) e a Tilapia (Tilapia sp.),
pois esta espécie € detritivora e os metais pesados muitas vezes estdo presentes em
altas concentragdes no sedimento de areas contaminadas por estes elementos.

A excregao biliar pode oferecer uma solugdo para analisar estes elementos em
organismos marinhos, pois diversos estudos indicam que muitos metais sdo excretados
pelo figado para a bilis (Bunton e Frazier, 1994; Dijkstra et al., 1996). Um exemplo s@o o
cobre, que é excretado, primariamente, em peixes teledsteos, pela bilis (Grosell et al.,
1997, 2000), enquanto outros metais, como o zinco, podem ser excretados tanto pela bilis
ou pelo intestino (Handy, 1996).

Os quatro elementos analisados neste trabalho foram Selénio, Cromo, Arsénio e
Niquel.

O selénio (Se) é conhecido como um micronutriente essencial para a maioria dos
animais, porém em concnetragbes elevadas este elemento € considerado toxico.
(Chatrerjee, 2001; Eisler, 1985). Para organismos marinhos, como os peixes, 0 selénio se
torna toxico a partir de 0,3 mg L™ (Lemly, 1997). O limite maximo de selénio estabelecido
pela legislacdo brasileira (Decreto n® 55.871, de 26 de marco de 1965) é de 0,3 mg L
para "outros alimentos".

O Cromo (Cr) tém sido descrito como mutagénico e carcinogénico em diversos
sistemas-teste (Vutukuru, 2005). Efeitos do cromo em peixes incluem redugéo na taxa de

crescimento, aberracbes cromossémicas, menor reisténcia a doencas, alteracdes da
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atividade locomotora e mudangas morfolégicas (EPA, 1980). O limite maximo
estabelecido de cromo pela legislacdo brasileira (Decreto n® 55.871, de 26 de margo de
1965) é de 0,1 mg L para "qualquer alimento".

O arsénio (As) exerce seus efeitos prejudicando a respiracao celular pela inibicao de
diversas enzimas mitocondriais, e pelo desdobramento da fosforilacdo oxidativa. A
toxicidade do arsénio resulta de sua habilidade de interagir com grupos sulfahidril de
roteinas e enzimas e de substituir fésforo em diversas reagbes quimicas. Estudos
recentes descrevem a toxicidade por arsénio associada a formacao de espécies reativas
de oxigénio, o que pode causar danos severos ao sistema nervoso (Patololla &
Tchounwou, 2005). De acordo com Vutukuru et al. (2007), este metal pode também se
acumular no figado em niveis toxicos e causar alteragbes patoldgicas. Efeitos em
organismos aquaticos incluem cancer, mutagdes, mudancas comportamentais, reducao
nas taxas de crescimento, perda de apetite e faléncia metabdlica. Organismos aquaticos
que se alimentam no fundo da coluna d’agua sdo mais suscetiveis a este elemento
(Stanley et al., 1994; Whitworth et al, 1991). Apesar de seus efeitos hepatotéxicos
deletérios, poucos estudos existem sobre os efeitos do arsénio no figado (Nimmi, 1990).
O limite maximo estabelecido de arsénio pela legislacdo brasileira (Decreto n? 55.871, de
26 de marco de 1965) é de 1,0 mg L™ para "qualquer alimento".

O niquel (Ni) é carcinogénico e mutagénico. Alguns efeitos observados do niquel
em ambientes aquaticos incluem danos aos tecidos de organismos, genotoxicidade e
reducdo das taxas de crescimento (Environmental Canada, 1994a). O limite maximo
estabelecido de Niquel pela legislacdo brasileira, conforme Portaria N° 685 da ANVISA,
de 27 de agosto de 1998 (republicada no D.O.U. de 24/09/98) e Decreto n® 55781 de 26
de marco de 1965 é de 5,0 mg L™ para "qualquer alimento".
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