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Resumo

Pedrete, Thais de Almeida; Wagener, Angela de Luca Rebello (orientadora).
Avaliacdo da esponja  Hymeniacidon heliophila  (Porifera:
Halichondrida) como biomonitora para HPAS e uso de biomarcadores
para verificar a toxicidade. Rio de Janeiro, 2013. 181p. Dissertacdo de
Mestrado — Departamento de Quimica. Pontificia Universidade Catélica do
Rio de Janeiro.

A espécie de esponja Hymeniacidon heliophila foi utilizada para avaliar a
cinética de incorporagdo e eliminagéo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAS) e seus efeitos nas células da esponja, compreendendo as variaveis que as
condicionam, monitorando-a em campo e em laboratorio. Amostras de esponjas e
agua foram coletadas na Urca, Praca XV e Itaipu, para a realizacdo do
biomonitoramento passivo. Amostras de Itaipu (influéncia petrogénica)
apresentaram menor contaminacdo de HPAs e aquelas da Praga XV (influéncia
pirogénica) apresentaram a maior concentracdo destes compostos. Bioensaios de
depuracéo e de acumulacgéo foram realizados na esponja H. heliophila para avaliar
a toxicidade de HPAs. No ensaio de depuracdo, esponjas da Baia de Guanabara
foram transferidas para sete aquarios, contendo trés individuos cada. Esponjas
foram coletadas em 24, 48, 72, 96, 168, 240 e 336 h. O X38HPAs reduziu de
1678,9 (TO) para 928,9 pg kg™ (T336). Nenhuma depuracéo ocorreu em 96 h.
Decréscimo da concentragdo foi observado depois disso, a uma taxa de 2,6 = ug
kg' h™. N&o foram observadas alteragdes nos biomarcadores de efeito. No
bioensaio de acumulacédo, esponjas de Itaipu, uma area controle, foram expostos a
criseno (40 pg L™) em quatro aquérios, contendo um individuo cada. Esponjas
foram coletadas em 24, 48, 72 e 96 h. Também foram retiradas partes de um Unico
espécime de esponja nestes intervalos, para avaliar resposta do mesmo individuo
ao longo do experimento. A acumulacéo foi intensa no periodo de 72 h, seguido

por um declinio em T96 em individuos diferentes, com uma taxa de acumulagéo
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de ~ 250 pg kg* h™. O tempo de retencdo do vermelho neutro reduziu, em
consequéncia, foi correlacionado com a acumulagdo de criseno, indicando uma
reducdo da salde das células. A glutationa (GSH) aumentou em diferentes
individuos, e a concentracdo do criseno diminuiu com a elevada expressdo desta
proteina, possivelmente, através da conjugacdo. No mesmo individuo, a GSH
diminuiu, provavelmente, pelo esforco de reconstrucdo do tecido retirado.
Anédlises histologicas ndo foram correlacionadas a concentracdo dos HPAs em
ambos o0s experimentos, mas podem ser utilizadas como indicativo da saude das
esponjas durante o bioensaio, uma vez que o tecido destes organismos contraiu-se,
desorganizando os canais aquiferos e redistribuindo o colageno pelo tecido.
Ensaio de microntcleo ndo foi bem sucedido devido a forte associacdo de células.
H. heliophila mostrou ser um biomonitor apropriado para os HPAs por ser
resistente a elevadas concentracdes e por apresentar capacidade de acumular

rapidamente e eliminar HPAs.

Palavras-chave

Biomarcadores; HPAs; bioensaios; toxicidade; Hymeniacidon heliophila.
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Abstract

Pedrete, Thais de Almeida; Wagener, Angela de Luca Rebello (advisor).
Evaluation of the sponge Hymeniacidon heliophila (Porifera:
Halichondrida) as biomonitor of PAHs and use of biomarkers to verify
expression of toxicity. Rio de Janeiro, 2013. 181p. MSc. Dissertation —
Departamento de Quimica. Pontificia Universidade Catélica do Rio de
Janeiro.

The species of sponge Hymeniacidon heliophila was used to evaluate the
kinetics of PAHs uptake and elimination and their effects on the sponge cells,
comprising the variables that affect these processes, monitoring them in the field
and in the laboratory. Sponges and water samples were collected from Urca, Praga
XV and ltaipu, for the realization of passive biomonitoring. Itaipu (petrogenic
influence) samples showed lower contamination of PAHs and those of Praca XV
(pyrogenic influence) had the highest concentration of these compounds.
Depuration and accumulation bioassays were carried out in the sponge H.
heliophila to evaluate toxicity of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH). In the
depuration assay, sponges from Guanabara Bay were transferred to seven aquaria,
containing three individuals each. Sponges were collected at 24, 48, 72, 96, 168,
240 and 336 h. The Y38 PAHs varied from 1678.9 (T0) to 928.9 pg kg™ (T336).
No depuration occurred in 96h. Declines in concentration were observed
thereafter, at a rate of ~ 2.6 pg kg™ h™. No changes were noticed in effect
biomarkers. In the accumulation bioassay, sponges from Itaipu beach, a control
area, were exposed to chrysene (40 pg L™) in four aquaria, containing one
individual each. Sponges were collected at 24, 48, 72 and 96 h. Parts of a single
specimen were removed at all intervals to asses response of the same individual
throughout the experiment. Accumulation was intense in the period of 72 h,
followed by a decline at T96, with accumulation rate of = 250 pg kg™h™. The
retention time of the neutral red reduced, consequently it was correlated to the

chrysene accumulation, indicating a reduction of the cell health. Glutathione
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(GSH) increased in different individuals and chrysene concentration reduced with
the increment of this protein, possibly, through conjugation. In the same
individual, GSH decreased, probably, for the effort to rebuild the tissue removed.
Histological evaluations were not correlated to PAHs concentration in both
experiments, but they can be used as biomarkers of the sponge health during
bioassay, since, sponges contracted their tissue, disorganizing the channel aquifers
and redistributing the collagen in the tissue. Micronucleus assay was not
successful due to strong cell association. The H. heliophila showed to be a
suitable biomonitor to PAHs for being resistant to high concentrations and to

present ability of accumulating rapidly and eliminate PAHS.

Keywords

Biomarkers; PAHSs; bioassays; toxicity; Hymeniacidon heliophila.
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1
Introducéo

A populacdo brasileira estd localizada principalmente nas &reas costeiras,
sendo as baias e os estuarios preferencialmente escolhidos, servindo como fonte
alimentar, transporte maritimo e instalagdes de atividades industriais, aumentando
a quantidade de residuos nos cursos d’agua. Considerando este aspecto de
ocupacdo, o ambiente aquatico torna-se o receptor final de diversos elementos de
origem antrdpica, proveniente de rios, com despejo de efluentes no mar, dejetos
de navios ou de deposicdo atmosferica (Kennish, 1997; Akaishi, 2003).

O estudo dos aportes antropicos no ambiente marinho tem se intensificado
ao longo dos anos pela necessidade de se conhecer o impacto, a fim de promover
a recuperacdo de areas costeiras. Uma infinidade de compostos gerados por
atividades antropogénicas, langados nestas areas, muitas vezes acabam atingindo
concentragbes que alteram quimica, fisica ou biologicamente o ambiente,
tornando-se assim poluentes (Fillmann, 2001). Além disso, & necessario o
biomonitoramento destas areas, utilizando organismos como biomonitores, com o
intuito de avaliar o efeito dos poluentes na biota.

Um grupo de compostos quimicos que vem sendo monitorado em funcao do
potencial mutagénico e carcinogénico (Bouloubassi & Saliot, 1993; Kim et al.,
1999; Lima, 2001; Pedrete, 2010; Sundt et al., 2012) € constituido pelos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Estes compostos constituem uma
das classes de poluentes mais frequentemente encontradas nos sistemas aquaticos,
apresentando alta resisténcia a biodegradacdo microbiolégica e grande
estabilidade no ambiente. Salienta-se a importancia do monitoramento dos HPAs
em ambientes aquaticos, a fim de avaliar a extensdo da contaminacdo ambiental e
de seus impactos nos organismos aquaticos.

A hidrofobicidade dos HPAs resulta na acumulacdo nos tecidos apds a
exposicdo e assimilagdo pelos organismos marinhos, como ocorre nas esponjas
Glyzina et al., 2002; Denton et al., 2006; Mahaut et al., 2012). A auséncia de

informacdes cientificas sobre a dindmica dos HPAs em esponjas e de seus efeitos
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toxicolégicos nestes organismos marinhos contribuiu para a escolha do tema
estudado. Além disto, foi escolhido um ambiente estuarino tropical, a Baia de
Guanabara, j& que os poucos estudos de bioacumulacdo de HPAs em esponjas
foram realizados em regides temperadas (Glyzina et al., 2002; Peachey & Crosby,
1996; Zahn et al., 1981; 1983) e apenas um unico no Atlantico Sul (Fontes, 2011).
As esponjas ja se mostraram como biomonitores de HPAs presentes na coluna
d’agua e como bioindicadoras de poluicdo (Fontes, 2011; Mahaut et al., 2012),
mas € preciso compreender seus processos de incorporacdo e eliminacdo e as

propriedades que os regulam, e os efeitos que causam.

1.1.
Objetivos

Avaliar a cinetica de incorporacéo e eliminacdo dos HPAs e seus efeitos nas
células da esponja Hymeniacidon heliophila, compreendendo as variaveis que as

condicionam.

1.1.1.
Objetivos Especificos

e Avaliar a espécie Hymeniacidon heliophila, como biomonitora de
contaminacéo por HPAs;

e Analisar niveis de HPAs em tecido de esponjas, agua e filtro da Baia de
Guanabara por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas;

e Realizar bioensaios para avaliar a taxa de perda de HPAs por volatilizagéo,
assim como a incorporacao e eliminacdo da esponja H. heliophila;

e Aplicacdo de biomarcadores citoldgicos, como o teste do micronucleo e
vermelho neutro, a histologia em células extraidas do tecido da espécie
testada, aléem do biomarcador de estresse oxidativo, a glutationa, e
correlaciona-los com a concentracdo de HPAs nos tecidos;

e Comparar as amostras de campo do biomonitoramento passivo e ativo,
avaliando as possiveis fontes de contaminacdo e analisar a que condicdes as
esponjas (amostras de campo) estavam expostas no ambiente antes da

realizagdo dos bioensaios.
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2
Revisao Bibliografica

2.1.
Ecotoxicologia

A ecotoxicologia € uma area especializada da toxicologia ambiental que
integra os conceitos de ecologia, em relacdo a diversidade e representatividade
dos organismos e seu significado ecologico nos ecossistemas, e da toxicologia, em
relacdo aos efeitos adversos dos poluentes sobre as comunidades biologicas
(Costa et al., 2008). A ecotoxicologia compreende a sequéncia de eventos
apresentada na Figura 2.1, denominada cadeia da causalidade. Esta cadeia permite
a determinacdo dos niveis de contaminantes no ambiente e seus destinos, a
estimativa do grau de periculosidade dos contaminantes e seus metabolitos para os
organismos e a indicacdo dos niveis maximos permitidos de contaminantes (de
Kruijf, 1988). Os efeitos tdxicos podem se manifestar em diferentes niveis de

organizacgdo (Figura 2.2), desde estruturas celulares até individuos, populagdes e

comunidades (Ronco et al., 2004).

» Fontes pontuais e ndo
pontuais

~ Contaminante -

- ~

» Atmosfera——Hid résfera <— Litosfera

Processos fisicos,
guimicos e bioldgicos

Organismos

’ |ﬁ--PopuIa(_:(“J'es
> Comunidades

>Ecossistemas

Figura 2.1 Cadeia da causalidade indicando a sequéncia de etapas compreendidas

pela ecotoxicologia (adaptado de Costa et al., 2008).
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i
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[
»

Crescente relevancia

Figura 2.2 Niveis de organizagdo nos quais podem se manifestar os efeitos de
agentes toxicos e tempo de duracdo da resposta (Zagatto & Bertoletti, 2011).

Os efeitos dos poluentes ndo podem ser estimados apenas com
identificacdo e a quantificacdo dos mesmos. A atividade de uma substancia pode
depender das interacfes entre compostos, incluindo aqueles que ndo séo toxicos,
mas que afetam as propriedades fisico-quimicas do sistema e as condicdes de vida
dos organismos. Logo, é impossivel identificar uma Unica substancia no ambiente
como responsavel por um determinado efeito toxico (Ronco et al., 2004).

Estudos qualitativos e quantitativos dos efeitos adversos de poluentes séo
realizados em organismos aquaticos. Para isso, é necessario ter conhecimento das
fontes de emissdo dos poluentes, das transformacgdes e destinos no ambiente, dos
riscos potenciais a biota, para a avaliacdo ecotoxicoldgica. Tanto as propriedades
dos agentes quimicos (persisténcia, concentracdo), como 0s processos metabdlicos
dos organismos (absorcdo, excrecdo), determinam o efeito especifico num
determinado alvo. Além disso, a toxicidade do poluente quimico é influenciada
por fatores dos organismos (estdgio de desenvolvimento), ambientais (pH,
oxigénio dissolvido, material particulado), da rota e do tempo de exposicédo, e do
poluente (Lombardi & Fernandez, 2008; Zagatto & Bertoletti, 2011).

De acordo com Akaishi (2003), para avaliar a agdo tdxica dos

contaminantes pode-se realizar experimentos laboratoriais que utilizam bioensaios
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ou estudos no campo. Testes de toxicidade s&o ensaios realizados sob condigdes
experimentais especificas e controladas, minimizando a influéncia das variaveis
ambientais, e sdo utilizados para estimar a toxicidade de substancias, efluentes
industriais e amostras ambientais (dguas ou sedimentos). Porém, os resultados
obtidos em bioensaios ndo podem ser extrapolados diretamente para 0 ambiente,
mas colaboram para entender os fatores que interferem na satde dos organismos
e/ou alteram as condic¢des do ambiente em que vivem (Dornfeld, 2002).

A importancia ambiental do estudo dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) deve-se aos efeitos toxicoldgicos, mutagénicos e
carcinogénicos de alguns deste que produzem efeitos sobre a biota (IARC, 1983).
A partir das caracteristicas toxicoldgicas destes compostos, criaram-se limites de
toxicidade para diversos HPAs, que vém sendo utilizados na avaliagdo dos
possiveis danos a biota (Kim et al., 1999; Tam et al., 2001).

2.2.
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos
organicos amplamente distribuidos no meio ambiente, além de muito estaveis e
persistentes. Sdo considerados altamente lipofilicos e potencialmente toxicos para
a biota (Aas et al., 2001). Dentre os HPAs, apenas 16 (Figura 2.3) séo
considerados prioritarios em funcdo das propriedades fisico-quimicas e
toxicologicas, segundo a Agéncia Americana de Protecdo Ambiental (U.S.
Environmental Protection Agency - USEPA).

Os HPAs sdo formados por carbono e hidrogénio, arranjados com dois ou
mais anéis benzénicos lineares, angulares ou mesmo agrupados (Kennish, 1997).
Os atomos de carbono podem estar ou nao substituidos por radicais alquilas
(metil, etil, dimetil, etc.) e o anel pode conter heteroatomos. Informac6es sobre o
nivel de degradacdo destes compostos, as provaveis fontes e destino no meio
ambiente podem ser obtidas a partir de suas estruturas moleculares. Nas ultimas
décadas, tem se dado grande importancia a este contaminante, principalmente pelo
potencial carcinogénico, teratogénico e mutagénico (Tabela 2.1), que pode variar
com a composi¢do quimica, a matriz associada e a biodisponibilidade aos
organismos (Aas et al., 2001; Kennish, 1997).
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naftaleno acenafteno acenaftileno fluoreno
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benzo(a)pireno indenof1,2,3-c,d]pireno dlbenzo(a h)antraceno benzo(g,h |)penleno

Figura 2.3 Estruturas moleculares dos 16 HPAs prioritarios da USEPA.

Tabela 0.1 Potenciais de carcinogenicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de
alguns HPAs (IARC, 1986).

HPA Carcinogenicidade Genotoxicidade Mutagenicidade
Fenantreno | L +
Fluoranteno N L +
Antraceno N N -

Pireno N L +
Benzo(a)antraceno S S +
Criseno L L +
Benzo(a)pireno S S +
Indeno(1,2,3-cd)pireno S | +
Dibenzo(a,h)antraceno S S +
Benzo(g,h,i)perileno | | +

S — suficientes; I — insuficientes; L — limitados; N — ndo-carcinogénico
Genotoxicidade avaliada através dos testes de deterioracdo do DNA
Mutagenicidade (teste de Ames): + — positivo - — negativo
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2.2.1.
Origem e fontes

A maior fonte de hidrocarbonetos € antrépica. As fontes naturais
representam menos que 20 % de todas as fontes, como apresentado na Figura 2.4.
Em geral, a contaminacdo ambiental é composta por uma mistura complexa de

HPAs, e ndo por compostos isolados (Walker, 2007).

B Oleo cru
B Despejos urbanos e B Diczel
industriais NUmero total de B
Fontes
derrames por volume M Bunkers

B Tranzporte Maritimo
W Combustiveis marinhos

Atrnosfers B Gasoling

B Oleos especiais

B Maturais
Condensadaos

L Dezcarga de dleo
B Produgdo Off-share

Acfalto

Figura 2.4 Fontes de hidrocarbonetos naturais e antropogénicas (Fingas, 2001).

Os HPAs podem ser produzidos, basicamente, de trés modos: pirdlise de
matéria organica em altas temperaturas, diagénese de material organico
sedimentar em temperaturas baixas ou moderadas, para formar combustiveis
fosseis e biossintese direta por microorganismos ou plantas (Neff, 1979). A

origem destes compostos depende da maneira como foram formados (Tabela 2.2).

Tabela 0.2 Caracteristicas das diferentes fontes de hidrocarbonetos.

Origem Caracteristicas de formacéo
Petrogénica Exsudacao do assoalho oceénico
Natural Pirolitica Queimadas naturais
Biogénica Biossintese direta dos organismos

Combustiveis fosseis, formados pelo
rearranjo e transformacgéo da matéria
. organica biogénica em temperaturas
Antrépica baixas (100-300 °C)

Petrogénica

Queima incompleta da matéria organica

Pirolitica
em altas temperaturas (700 °C)
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2.2.1.1.
Naturais

A maioria dos HPAs lancados no meio marinho que provém de fontes
naturais pode ser sintetizada por bactérias, plantas, fungos ou mesmo ser liberada
através de produtos e processos naturais como erupgfes vulcénicas, queimadas
naturais, sintese bioldgica, formacdo de combustiveis fosseis ou de extruséo
natural do solo oceénico (Kim et al., 1999; McElroy et al., 1989).

Grande parte dos hidrocarbonetos de origem biogénica pode ser facilmente
degradada por bactérias e outros microorganismos, ndo sendo detectado o seu
impacto no ambiente em longo prazo (Neff, 1979). Segundo Kennish (1997), a

biossintese pelos organismos equivale a 2700 ton ano™.

2.2.1.2.
Antrépicas

As zonas costeiras estdo diretamente submetidas a impactos antrépicos.
Grandes quantidades de HPAs lancadas ao meio marinho séo oriundas de fontes
antropogeénicas (Kennish, 1997). Dentre estas fontes, as principais sdo os efluentes
industriais e domesticos, derrames de Gleo e deposicdo atmosférica (Clark, 1997).

O petroleo € um dos contaminantes mais dispersos em todo o mundo e
seus componentes podem produzir efeitos em diferentes niveis de organizacao
biologica. O aporte petrogénico nos sistemas aquaticos € decorrente dos
vazamentos na exploracdo offshore, da agua produzida do petroleo, lancamentos
industriais, de residuos de exploracdo e refino (Neff, 1979; Clark, 1992).

Os HPAs sdo os compostos mais abundantes no petroleo e geralmente
contém mais componentes alquilados do que ndo substituidos. Segundo Gesamp
(1993), as condicBes durante a formacdo do petrdleo tendem a gerar
hidrocarbonetos aromaticos alquilados em maiores concentracbes que 0S
parentais, enquanto processos de combustdo a temperaturas relativamente altas
favorecem a formacdo de HPAs nédo alquilados (Figura 2.5). Isto ocorre porque
em condi¢des de alta temperatura e aquecimento mais rapido, CoOmo em processos
de combustdo, os compostos alquilados sofrem cragueamento térmico, resultando

em maior abundancia de compostos ndo alquilados (Bouloubassi & Saliot, 1993).
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Homdlogos com dois a cinco alquilas sdo, normalmente, mais abundantes do que

0S compostos com apenas uma metila ou com mais de cinco metilas (Neff, 2002).

1 2 3 4

p

Abundancia
Relativa

0 2 4 60 2 4 60 2 4 60 2 4 6

Nuamero de carbonos alquil em anéis aromaticos

Alta Temperatura Temperatura Média Baixa Temperatura
(2000°C) (800-400°C) (150-100°C)

Figura 2.5 Abundancia relativa de compostos parentais e alquil-substituidos como
influéncia da temperatura de formacdo (modificado de NRC, 1985, apud
Massone, 2004).

A diferenciacdo entre os dois tipos de aporte & possivel a partir da
distribuicdo dos componentes homdlogos que compdem a mistura de HPAs. Os
HPAs pirogénicos, geralmente, sdo caracterizados pela dominancia de compostos
ndo substituidos sobre seus correspondentes homologos alquilados e pela
dominancia de HPAs de alta massa molecular (no inglés High Molecular Weight -
HMW), com 4 a 6 anéis em relacdo aos de baixa massa molecular (no inglés Low
Molecular Weight - LMW), contendo de 2 a 3 anéis (Yunker et al., 2002).
Enguanto os de origem petrogénica exibem um perfil de distribuicdo caracteristico
no formato de sino, e podem ter sua distribuicdo modificada por Co<C;<C,<Cs,
devido ao intemperismo ou degradacdo (Wang et al., 1999). Além disso, a
caracterizacdo dos HPAs pode ser acessada atraves do uso de indices baseados nas

razdes das concentracdes de HPAs.

2.2.2.
Propriedades fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas (Tabela 2.3) dos HPAs estdo relacionadas
com a massa molecular. Existem duas classes distintas quanto as propriedades
fisicas e quimicas: compostos de baixa massa molecular, com 2-3 anéis e de alta

massa molecular, com 4-7 anéis (Neff, 1979).
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Tabela 0.3 Propriedades fisico-quimicas dos HPAs prioritarios da USEPA (adaptado de Pedrete, 2010).

o SILTE S B TS om0 SRR Sh
(mg L-1) a25°C 25°C) ar/agua

1 Naftaleno CioHs 2 128 80 218 31,8 3,4 30 17 10,5 483

2 Acenattileno Ci2Hs 3 152 92 265 16,1 4,1 - - - -

3 Acenafteno Ci2H1o 3 154 96 279 3,7 3,9 3,7 - 0,36 145

4 Fluoreno Ci3H1o 3 166 116 293 1,98 4,2 3,9 - 9 X 10* 91

5 Fenantreno C14H10 3 178 101 340 1,2 4,6 42 27 1,8 x 10% 39,3
6 Antraceno C14H10 3 178 216 340 1,29 457 44 27 7,5x10" 49,7

7 Fluoranteno CisH1o 4 202 111 - 0,26 5,2 49 37 1,2 x 10° 11,6
8 Pireno CisH1o 4 202 149 360 0,15 5,2 - 3,7 8,86 x 10™ 5

9 Benzo(a)antraceno CisH12 4 228 158 400 1,1 x10% 5,84 - 4,2 7,3x10° -

10 Criseno CigH12 4 228 255 - 3x10° 5,84 - 4,2 5,7x 10" -

11 Benzo(b)fluoranteno CaoH12 5 252 167 - 1,5x10° 6,6 5,2 5,0 - 12
12 Benzo(k)fluoranteno CaoH12 5 252 217 480 7,6 x10* 6,8 5,9 4,9 6,0 x 10" 0,7
13 Benzo(a)pireno CaoH12 5 252 179 496 3,8x10° 6,4 6,0 49 7,3x10" 0,4
14 Indeno(1,2,3-cd)pireno - 6 276 163 - 1,9x 10™ 6,6 6,8 5,6 - 0,3
15  Dibenzo(a,h)antraceno CaoHi4 5 278 262 - 5,1x10* 6,7 61 56 3,7x10™ 0,05
16 Benzo(g,h,i)perileno - 6 276 222 - 5,5x10° 7,04 - 5,6 6,0 x 10® -

AMM — Massa Molar °PF — Ponto de fusdo “PE — Ponto de Ebulicdo
PSolubilidade de uma substancia em dgua— concentragio méssica desta substancia em agua

EKow — coeficiente de parti¢do n-octanol/4gua — razdo entre as concentragdes de equilibrio da substancia nas 2 fases constituidas de solventes que néo se misturam;

FKoc — coeficiente de partigio carbono orgnico/dgua — razio entre a quantidade adsorvida de um composto por unidade de massa de carbono organico do solo ou sedimento e
a concentracdo deste mesmo composto em solucdo aquosa em equilibrio
®Kq4 — coeficiente de parti¢io sedimento/dgua — razdo entre a concentragdo de um elemento adsorvido no sedimento e a concentragio deste em soluc&o aquosa em equilibrio

Hpressio de vapor — pressio de saturagio de uma substancia liquida ou s6lida
'Constante de Henry — traduz a propriedade de uma substincia em se distribuir entre 2 fases de um sistema binario ar/agua (25°C)


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111825/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111825/CA

2 Revisdo Bibliografica 33

Compostos de baixa massa molecular sdo mais volateis, menos lipofilicos e,
portanto mais solveis em agua do que aqueles de maior massa molecular. A pressao
de vapor e a de solubilidade tendem a decrescer com o0 aumento da massa molecular.
As consequéncias destas diferencas séo a distribuicdo no ambiente e os efeitos nos
sistemas bioldgicos.

Dentre as diversas propriedades que caracterizam o comportamento dos HPAs
no meio ambiente, destacam-se a solubilidades em é&gua (C°) e o coeficiente de
particdo octanol-agua (Kow).

A solubilidade pode direcionar a particdo agua-particulado, sendo que 0s
HPAs menos sollveis adsorvem-se ao material particulado presente na coluna d’agua
e, eventualmente, sdo removidos desta por sedimentacdo (Gschwend &
Schwarzenbach, 1992). O grau de exposi¢do dos organismos aquaticos aos compostos
e a toxicidade destes sdo influenciados por esta propriedade. A baixa solubilidade e
complexidade da estrutura quimica dos HPAs com peso molecular elevado confere
resisténcia a degradacdo bacteriana (Cerniglia & Heitkamp, 1989). Segundo Neff
(1979), os HPAs alquilados apresentam geralmente solubilidades menores que seus
homoblogos ndo-substituidos, sendo que a solubilidade diminui com o grau de
alquilacdo. A solubilidade também ¢ alterada conforme disposicdo dos anéis. Os
HPAs lineares tendem a ser menos soluveis do que seus isdmeros condensados.

O coeficiente de particdo n-octanol-agua (Kow) é o indice que simula a
particdo dos compostos entre dgua e os lipidios bioticos e favorece a transferéncia de
HPAs da fase aquosa para compartimentos lipofilicos em organismos, onde estes
compostos podem ser acumulados (Neff, 2002; Baird & Cann, 2011).

As relacdes entre a toxicidade e a hidrofobicidade (como indicado pelo
logKow) baseiam-se no pressuposto que os HPAs sdo toxicos ndo seletivos, pelo
menos sob condi¢des de exposicdo aguda. A sua toxicidade depende da obtencédo de
um volume critico ou da concentracdo nos tecidos de organismos marinhos. A
concentracdo critica de um HPA em tecidos de organismos marinhos € atingida (de
ocorréncia de efeitos tdxicos) quando a atividade do hidrocarboneto em solucédo

(proporcional a razdo entre a concentracao em solucéo e a concentracao de saturagdo)
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na &gua atinge certo valor, dependente do particionamento de equilibrio (Warne et al.,
1991).

2.2.3.
Dindmica e distribuicdo dos HPAs nos ambientes aquaticos

O ambiente marinho recebe quantidades de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos liberadas de diversas fontes, que se distribuem por toda a coluna d’agua e
sedimentos. Os contaminantes podem estar dissolvidos na coluna d’agua, adsorvidos
(depositados) no fundo, absorvidos em componentes bidticos e abibticos e/ou
acumulados (incorporados). Os HPAs podem sofrer alteragfes estruturais que
modificam sua interacdo, distribuicdo e tempo de permanéncia no ambiente, além do
seu potencial téxico (Figura 2.6). Os processos que regulam estas alteracfes sdo
determinados por propriedades fisico-quimicas dos HPAs (Jaffé, 1991). Tais

processos determinam o destino e 0s impactos destes sobre ambientes naturais.

degradacao |,
bacteriana

T

Figura 2.6 Alteracdes dos HPAs no meio ambiente (Lima, 1996).

Os HPAs podem estar presentes nos compartimentos de agua, sedimento e

atmosfera. Na agua, podem estar dissolvidos, associados a matéria organica
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dissolvida, ou adsorvidos as particulas ou coldides em suspensdo. No sedimento,
podem ser encontrados adsorvidos sobre as particulas ou dissolvidos na &gua
intersticial. Na atmosfera, estes agentes quimicos podem estar sob a forma gasosa ou
adsorvida sobre o material particulado atmosférico, sendo que os HPAs de baixo peso
molecular, com maiores pressdes de vapor, sdo transferidos mais rapidamente para
atmosfera, e 0s menos volateis sdo adsorvidos ao material particulado e depositados
no sedimento. A lixiviacdo ou atividade biolégica no sedimento pode remobilizar
uma pequena fragdo deste contendo HPAs para a coluna d’agua, podendo, entdo,
serem rapidamente acumulados pela biota aquatica em niveis muito maiores do que
aqueles do ambiente (bioconcentragéo) (Neff, 1979).

Fatores relacionados a dindmica local, como correntes ou remocao por
dragagem, contribuem para a disponibilizacdo deste tipo de poluente. Estes processos
de remocdo podem transferir hidrocarbonetos associados ao sedimento de volta a
coluna d’agua e, consequentemente, torna-los biodisponiveis para um grande nimero
de espécies aquaticas. Processos de bioturbacdo também transferem
significativamente HPAs para coluna d’adgua. Esta transferéncia ocorre
principalmente em locais de baixa dinamica ou onde alteracdes fisicas tem uma acao
reduzida (McElroy et al., 1989).

Os HPAs podem estar disponiveis aos organismos ao longo do ciclo
biogeoquimico destes compostos. A disponibilidade dos HPAs dissolvidos na coluna
d’4gua ¢ maior que a dos adsorvidos em sedimentos e particulas. A absor¢ao destes
Xenobidticos por organismos aquaticos pode ocorrer através da via alimentar ou

através da absorcdo ou filtracdo (Neff, 1979).

2.2.3.1.
Foto-oxidacéao e (bio)degradacéo dos HPAs

Em ecossistemas aquaticos os HPAs podem ser degradados por foto-oxidacao
quimica na camada de agua superficial da coluna d"agua (zona eufética) e pela

atividade microbioldgica no sedimento e no material particulado (Figura 2.7).
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Criseno Criseno 1,2-0xido Criseno trans-1,2-dihidrodiol
OH
_OH
£O, +— ga g o
oH ‘“‘CDOF] ‘ G
Catechol Acido salicilico Acido hidroxi-2-naftéico

Figura 2.7 Biodegradacdo do criseno pelo fungo Fusarium sp. (modificado de
Hidayat et al., 2012).

Em vista da complexidade e da estabilidade da estrutura quimica dos HPAs,
alguns microrganismos ndo possuem enzimas capazes de degrada-los (Johnsen et al.,
2005). Apesar disso, HPAs com 2 e 3 anéis, depositados no sedimento, séo
rapidamente degradados por bactérias e fungos. HPAs com mais anéis sdo mais
resistentes, e, consequentemente, as concentragdes destes no sedimento aumentam ao
longo do tempo (Cerniglia & Heitkamp, 1989).

A degradacdo dos HPAs no ambiente também pode ocorrer através de
processos quimicos e fisicos. A interacdo entre moléculas e ions ou a excitacdo de
atomos por efeito da luz e da temperatura conduzem a desestabilizacdo da estrutura
das moléculas e ao rompimento das ligagdes. No entanto, estes processos séo lentos e
incompletos, sendo que a biodegradacéo € a principal via de eliminacdo dos HPAS no
solo (Prince & Drake, 1999). A eficiéncia desta pode ser reduzida se as condigcdes
quimicas e fisicas ndo forem favoraveis a sobrevivéncia e a atividade dos
microrganismos degradadores.

O processo € variavel com o tempo e a natureza da exposicdo. Além disso,
depende do peso e da estrutura molecular dos compostos de cada tipo de 6leo, das
condicBes climaticas locais e da dindmica do ambiente afetado. Outro fator que
interfere na taxa de degradacdo é a susceptibilidade dos compostos aromaticos, a qual

esta relacionada ao niumero de anéis de suas estruturas (grau de alquilacdo), isto é,
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quanto menor os nimeros de anéis benzénicos, mais rapidamente sdo degradados
(Cerniglia & Heitkamp, 1989; Hidayat et al., 2012).

2.2.4.
Dinamica e efeitos dos HPAs em organismos marinhos

A absorcdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos depende da sua
biodisponibilidade, assim como da fisiologia dos organismos expostos. Os principais
processos envolvidos na absor¢do de HPAs por organismos sdo: bioconcentracéo,
bioacumulagdo e biomagnificacdo. A bioconcentragdo é a incorporacdo de compostos
somente da A&gua, através da respiracdo e da absorcdo cutanea, enquanto a
bioacumulagéo ¢é a absorcdo de contaminantes a partir de varias rotas de exposi¢éo,
como alimentacdo, agua e sedimento. Diversos fatores influenciam a absor¢do dos
compostos, como a solubilidade e a estabilidade dos contaminantes, a dureza e a
salinidade da agua, e o teor de lipidios e a taxa metabolica dos organismos. A
biomagnificacdo é o aumento da concentracdo dos residuos quimicos nos organismos,
através da alimentacdo, ao longo da cadeia trofica (Zagatto & Bertoletti, 2011).

Animais marinhos que tenham sido expostos a grandes derramamentos de
0leo, acumulam HPAs em concentracfes muito maiores do que as normalmente
encontradas nos ambientes aquaticos. Estudos realizados com a biota marinha apds
derrames acidentais, como o Amoco Cadiz (1978, Franca), Exxon Valdez (1989,
Alaska) e da Guerra do Golfo (1991), mostraram rapida bioacumulacdo destes
compostos, especialmente daqueles de baixo peso molecular (2-3 anéis).
Monitoramentos posteriores indicaram a reducéo dos niveis dos HPAs (Neff, 2002).

Apos absorcdo pelos organismos, os HPAs podem ser acumulados, mesmo a
partir de baixas concentracbes no ambiente, no alimento ou em sedimentos. Os
coeficientes de particdo lipidio/agua favorecem sua rapida transferéncia da fase
aquosa para compartimentos lipofilicos nos organismos, podendo ser depositados e
acumulados em o6rgdos ricos em lipidios (Neff, 1979). No entanto, os vertebrados
possuem um sistema oxidase bem desenvolvido, onde os HPAs sdo eficientemente
biotransformados e excretados. Enquanto os invertebrados possuem baixo potencial
metabolico (Walker, 2007).
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2.2.4.1.
Metabolizagcdo dos HPAs

Mecanismos de defesa foram desenvolvidos em diversos grupos de
organismos para combater o vasto nimero de compostos langados de forma natural
ou antropogénica. Dentre estes mecanismos, o sistema enzimatico P-450, dependente
do sistema oxidase de funcdo mista (mixed function oxidase — MFO - system), é um
dos principais responsaveis pela metabolizacdo, ativacdo e inativacdo de quimicos
exdgenos e enddgenos, sendo alguns deles toxicos e outros importantes reguladores
moleculares (Stegeman & Livingstone, 1998). O principal método de acdo das
enzimas do citocromo P-450 ¢ a introdugdo de um grupo funcional convertendo em
estruturas hidrofilicas.

Para isso sdo descritas duas etapas, a Fase | ou Reac¢des de Funcionalizacéo e
Fase Il ou Reacgdes de Conjugacdo (Figura 2.8). Na Fase | um grande numero de
enzimas catalisa reacdes quimicas no composto, como oxidacdo, reducado, hidrolise,
hidratacdo entre outras. Isto sugere que a principal funcdo desta primeira etapa ¢ a
inducdo de grupos reativos funcionais como -OH, -NH;, -SH, -COOH, na molécula
do xenobiotico, formando os derivados epdxi e hidroxi (derivados hidroxilados). Esta
fase prepara a molécula para a conjugacdo em uma variedade de compostos soluveis
em agua, como glucuronideos e sulfatos, que acontece na Fase Il do metabolismo.
Desta forma, a Fase Il do metabolismo representa o principal caminho de
destoxificacdo, que converte os metabolitos da fase | em conjugados (grupos polares),
aumentando a solubilidade do xenobiotico (Livingstone, 1991). No entanto, durante o
curso de algumas reacdes, principalmente na Fase |, intermediarios formados podem
apresentar maior toxicidade, mutagenia e carcinogenia que compostos parentais.
Segundo Baird & Cann (2012), os efeitos dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

sdo causados principalmente por seus metabdlitos (derivados oxidados).
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Figura 2.8 Biotransformacao de xenobioticos (modificado de Manahan, 1992).

A biotransformacdo, ou seja, a transformacdo metabdlica de compostos
quimicos é necessaria para que haja a alteracdo da atividade biologica do composto e
para que a interacao entre a célula afetada e o agente agressor cesse. O conhecimento
das variadveis da biotransformacéo de contaminantes é fundamental para elaborar os
diferentes testes de toxicidade, desenvolver técnicas de biomarcadores, modelar o
comportamento de contaminantes no meio ambiente e entender a seletividade na
biotransformacéo (Livingstone, 1991).

Muitos compostos lipofilicos podem se acumular quase que indefinidamente,
se 0 organismo ndo for capaz de transforméa-los em metabdlitos hidrofilicos, para fins
de excrecdo. A metabolizacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos esta
presente em diferentes grupos de organismos. No entanto, 0s invertebrados possuem
capacidade metabolica inferior aos vertebrados, acumulando-os em seus
compartimentos lipofilicos.

Um grande nimero de estudos relaciona a exposi¢cdo de xenobidticos e

processos metabdlicos. Diversos trabalhos identificaram metabdlitos primarios e
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conjugados de HPAs em bile e urina de vertebrados e invertebrados marinhos
(Watson et al., 2004; Sundt et al., 2012; Sette et al., 2013).

O metabolismo do criseno, por exemplo, envolve a introducdo de oxigénio
pelo sistema de funcdo oxidase mista, produzindo fendis, dihidrodiois e epdxidos
como metabdlitos de fase | que sofrem conjugacdo, resultando em metabdlitos de fase

Il altamente sollveis em dgua, como glucuronideos e sulfatos (Varanasi et al., 1989).

2.2.4.2.
Efeitos

A exposicdo aos HPAs pode causar efeitos subletais nos organismos
aquaticos, podendo comprometer sua sobrevivéncia (Lima, 2001). Existem evidéncias
de que os HPAs sdo capazes de causar disturbios no figado, no sistema imunologico,
leucemia, cancer e tumores no pulmdo e estdmago, aléem de terem potencial para
causar danos nas celulas sanguineas (Gesamp, 1993; IARC, 1983; 1986).

Os HPAs podem interagir com as celulas dos organismos de duas maneiras,
causando assim, efeitos toxicos: quando estes se ligam reversivelmente aos sitios
lipofilicos nas células e, portanto, podendo interferir numa série de processos
celulares, e quando os metabolitos, hidrofilicos e reativos, ligam-se covalentemente a
estruturas celulares, causando danos em longo prazo (Neff, 1979).

A toxicidade dos HPAs esta relacionada com a capacidade de produzir efeitos
deletérios em um organismo (Figura 2.9). A mutagenicidade e a carcinogenicidade
dos HPAs estdo relacionadas com os compostos eletrofilicos formados na fase | da
biotransformacdo, que podem se ligar com DNA, RNA ou proteinas e induzir

mutacOes genéticas e tumores cancerigenos (Varanasi et al., 1989; Neff, 2002).
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Figura 2.9 Cinética, biodisponibilidade e efeitos gerados pela exposicdo de
contaminantes (adaptado de Fent, 2003).

Os HPAs leves sdo muitos mais toxicos, devido a maior disponibilidade, no
entanto apresentam baixo potencial carcinogénico para 0s organismos aquaticos,
enquanto 0s compostos pesados possuem baixa toxicidade aguda com maior potencial
carcinogénico (Kennish, 1997; Neff, 1979). Alguns HPAs, como fenantreno, criseno
e benzo(a)pireno, possuem uma regido concava, conhecida como regido de “baia”,
formada pelas ramificacbes na sequéncia de anéis benzénicos (Figura 2.10). A
organizacdo dos atomos de carbono fornece um alto grau de reatividade bioquimica,

conferindo um potencial de carcinogenia (Baird & Cann, 2012).

Regi&o de "baia"

7 oy

Fenantreno Criseno Benzo{a)pireno

Figura 2.10 Regido de “baia” de certos HPAs.
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O criseno consiste em 4 anéis benzénicos condensados e é formado através da
combustdo incompleta de matéria orgénica ou pirdlise de carvao e 6leo cru, e é um
contaminante bastante presente no ambiente, devido, principalmente, as atividades
antropicas (ATSDR, 1990). A solubilidade do criseno relativamente baixa em agua
do mar (2 pg L™ a 25 °C) promove a adsorcéo deste ao material particulado, seguida
de sedimentacdo (Neff, 1979). No refino de petréleo bruto, este HPA é formado a
partir do craqueamento catalitico na fracdo de alto ponto de ebulicdo. Despejos de
efluentes industriais e produtos refinados do 6leo (lubrificantes e éleo diesel) no
ambiente marinho contribuem para concentracdes relativamente altas de criseno em
areas industrializadas (Hadibarata & Tachibana, 2009).

Em vista da caracteristica fortemente apolar, os HPAs sdo lipossoluveis e
prontamente absorvidos nos organismos marinhos. A acumulagdo dos HPAs nos
tecidos dos organismos aquaticos resulta do equilibrio entre a aquisicdo (uptake) dos
HPAs, que depende da biodisponibilidade do contaminante e da dieta do organismo, e
a depuracdo, que depende da capacidade de biotransformacdo dos organismos
(Maceno, 2010).

A taxa de assimilacdo necessita exceder a taxa de eliminagdo para que haja a
bioacumulagdo de um xenobiotico. De acordo com Neff (2002), as concentracGes de
HPAs individuais e de HPAs totais nos tecidos de animais marinhos sdo muito

variaveis (Tabela 2.4).

Tabela 0.4 Variacio da concentracdo de HPAs totais (g g™ peso seco) em tecidos de

organismos marinhos, em ambientes naturais (Neff, 2002).

Organismo Tipo de Tecido Concentragéo
Macroalgas Inteiro 0,26 — 4,66
Poliquetas Inteiro 0,0073-1,12
Crustaceos Glandula digestiva 1,4 -440
Molusco Bivalve Parte mole 0,003 - 1729
Molusco Gastrépode Parte mole 0,01 -290
Polvo Inteiro 0,46 - 0,73
Equinoderma Inteiro 0,0005 - 0,46
Peixes Mdsculo 0,002 — 23,45
Péssaros Marinhos Mdsculo 0,021-0,11
Mamiferos Marinhos Mdsculo 0,014 -0,51
Mamiferos Marinhos Figado 0,55-2,8
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2.3.
Biomonitoramento

O uso sistematico das respostas de organismos vivos para avaliar as mudancas
ocorridas no ambiente é conhecido como biomonitoramento. Este tipo de estudo é
vantajoso por integrar as condigdes ambientais vividas pela biota durante todo o seu
ciclo de vida (Strieder et al., 2006). Entretanto, um dos problemas em utilizar as
respostas bioldgicas para monitorar a poluicdo é a dificuldade na determinacdo da
influéncia de fatores naturais intrinsecos e extrinsecos daqueles ocasionados por
atividades antropogénicas (Elias et al., 2006).

O biomonitoramento possui duas abordagens diferentes para a quantificagéo e
monitoramento de compostos em tecidos de organismos marinhos: 0
biomonitoramento passivo que emprega a coleta de animais diretamente de seus
habitats onde a populacdo natural ja existe, e o ativo envolve a coleta de uma
populacdo que foi transferida e mantida em locais a serem monitorados.

A avaliacdo da exposicdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em
organismos marinhos é feita através do biomonitoramento destes compostos, de suas
vias de penetracdo no organismo e de seu metabolismo, sendo desejavel que esta

avaliacdo dos efeitos biologicos se dé precocemente.

2.3.1.
Biomarcadores

Biomarcadores sdo respostas biologicas produzidas pela presenca de certas
substancias quimicas no ambiente, envolvendo variacGes bioguimicas, histoldgicas,
fisiologicas, citoquimicas e comportamentais. Os biomarcadores fornecem dados
sobre o efeito dos poluentes, sendo utilizados de maneira integrada com as analises
quimicas, nos programas de monitoramento. Em relacdo a avaliacdo dos riscos
ambientais, os biomarcadores permitem a deteccdo de poluentes e a identificacdo de
populacdes em risco. Os bioindicadores destas mudancas podem ser materiais
biologicos de diversos niveis, que fornecem uma medida de exposicdo e as vezes do

efeito toxico de um determinando contaminante (Walker, 2007).
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Os biomarcadores se dividem em trés classes: 0s biomarcadores de exposi¢ao
estimam a dose interna ou a biodisponibilidade de um determinado xenobidtico ou o
seu metabdlito em um organismo; os biomarcadores de efeito detectam estresse
manifestado a niveis de organizacdo biologica, ndo apontando necessariamente o
agente responsavel e os biomarcadores de susceptibilidade indicam a habilidade

adquirida de um organismo a responder a exposi¢ao a um xenobiotico (Figura 2.11).
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A\ 4
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Biomarcadores de exposicdo/efeito
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Vo A N ! /, -
~o N ] , -
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SO - N ] , - -
~ N : / -

Biomarcadores de susceptibilidade

Figura 2.11 Diferencas entre os biomarcadores (Schlenk, 1999).

A disponibilidade e o uso de tais medidas podem reduzir as incertezas na
avaliacdo da exposicao, reforcando a avaliacdo de risco ambiental. De acordo com
Lima (2001), biomarcadores especificos e ndo especificos tem sido empregados em
monitoramentos, in situ e em laboratério, para avaliar a contaminacdo por
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. O uso de biomarcadores fornece uma
indicacdo sensitiva de exposicdo aos HPAs, pois indica a ocorréncia destes
compostos no meio ambiente, a disponibilidade dos mesmos para a captagdo por um

organismo e a capacidade deste de biotransforma-los (Baird & Cann, 2012).
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2.3.1.1.
Compostos policiclicos arométicos

Diferentes metodologias tém sido aplicadas na determinacdo das
concentragdes dos HPAs a fim de avaliar a contaminagdo ambiental, principalmente
através de compartimentos como agua e sedimento (Kim et al., 1999; Massone, 2004;
Zhou & Maskaoui, 2003). O uso de matrizes bioldgicas, diferentemente de amostras
de 4gua e sedimento, possibilita fornecer uma avaliacdo integrada de todas as vias de
exposicdo e consequente assimilacdo. A concentracdo de HPAs em amostras
bioldgicas estd associada a trés fatores principais: a variagdo da concentracdo destes
no ambiente; os diferentes graus de bioassimilagédo de cada composto e a capacidade
de metabolizagdo destes pelos diferentes grupos de organismos (Kennish, 1997). Um
vasto numero de trabalhos utiliza métodos cromatograficos para determinacdo dos
niveis de HPAs em tecidos biologicos como, tecido de esponjas (Denton et al., 2006;
Fontes, 2011), partes moles de moluscos (Lima, 2001; Lima et al., 2001), musculo de
peixes e tecidos moles de crustaceos (Fossi et al., 2000; Nudi et al., 2010) e fluidos
biologicos (Watson et al., 2004; Sette et al., 2013).

2.3.1.2.
Vermelho neutro

A fim de avaliar o impacto de contaminantes no ecossistema, € preciso
considerar alteragdes em componentes subcelulares altamente estruturais e
funcionais, como os lisossomos, que sdo organelas subcelulares delimitadas por uma
membrana semipermeavel de lipoproteina contendo hidroxilases acidas. Os
lisossomos estdo envolvidos em diversas atividades celulares incluindo digestéo,
reparo da membrana e apoptose (Moore, 1982; Alberts et al., 2007).

Diversos estudos revelaram que a permeabilidade da membrana lisossomal em
vertebrados e invertebrados marinhos estd associada as mudancas ambientais,
principalmente a presenca de poluentes (Lowe et al., 1992; Lowe et al., 1995; Moore,
1990; Moore et al., 2006). Os lisossomos acumulam uma grande variedade de

compostos toxicos, incluindo as bifenilas policloradas (PCBs), os hidrocarbonetos
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policiclicos aromaticos (HPAs) e os metais, podendo causar estragos na estrutura
lisossdmica, levando a ruptura de suas membranas limitantes e de vazamento do
contetdo hidrolase, bem como todas as toxinas acumuladas, para o citosol, podendo
resultar em disfuncéo celular ou morte (Moore, 1982; Lowe & Pipe, 1994).

Danos lisossomais sdo expressos como um aumento na permeabilidade da
membrana das lipoproteinas e estdo bem estabelecidos como um biomarcador de
estresse induzido pelo contaminante para uma gama diversificada de animais
marinhos vertebrados e invertebrados (Moore, 1990).

Uma das mais técnicas comumente utilizadas em ensaios de citotoxicidade in
vitro, foi desenvolvida por Borenfreund & Puerner (1985). Este ensaio quantifica o
namero de células viaveis e intactas apds a sua exposicdo a toxicos e baseia-se na
absorcdo por difusdo passiva e subsequente acumulacdo lisossomal do corante
supravital, vermelho neutro (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina cloridrato)
(Figura 2.12), usando o tempo como determinante do efeito (Weyermann et al.,
2005).

HsC N I
~N
HoN H \N,CHs
CHs

Figura 2.12 Estrutura do vermelho neutro.

O corante vermelho neutro € um composto lipofilico que se difunde
passivamente atraveés das membranas celulares (Figura 2.13). A molécula de
vermelho neutro recebe um proton assim que entra no lisossomo, devido ao baixo pH
desta organela. O vermelho neutro torna-se cada vez mais concentrado e visivel, com
coloracdo avermelhada, uma vez que se forma o gradiente de difusdo do corante. A
eficiéncia da retencdo do corante depende do pH do lisossomo e da bomba de protons
Mg ATPase encontrada na membrana lisossdmica (Svendsen & Weeks, 1995). Em
células saudaveis, esta bomba de proétons mantém o gradiente de protons. De outro
modo, se a eficiéncia das bombas reduzir, o fluxo de prétons diminui e 0 pH aumenta

no interior lisossomal. Quando o pH atinge o valor do pKa do corante, este
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desprotoniza e ndo é mais retido pelos lisossomos. Desta forma, o vermelho neutro
concentrado difunde para fora das organelas e espalha-se rapidamente pelo citosol,
obtendo um aspecto avermelhado. Portanto, qualquer coisa que altere o sistema da
bomba de prétons acarretard na reducdo do tempo de retencdo do vermelho neutro,
uma vez que a duracdo do gradiente de prétons, mantido pelas bombas, serd menor
(Lowe et al., 1992; Lowe et al., 1995; Svendsen & Weeks, 1995).

Figura 2.13 Etapas do ensaio do vermelho neutro: 1) concentracdo do vermelho
neutro dentro dos compartimentos lisossomais; 2) aumento dos volumes destes
compartimentos e difusdo do corante para o citosol; 3) alteracdo na forma das células;

4) alteracdes estruturais na célula (Lima, 2001).

A capacidade das células de absorver e reter o corante tem sido usada em
varios estudos como uma medida de citotoxicidade. Lowe et al. (1992) demonstraram
0 uso do ensaio do vermelho neutro como um indicador da exposi¢do de
contaminantes em hepatdcitos de peixe Limanda limanda e foi desenvolvida a técnica
para uso em células de mexilhdes Mytillus edulis (Lowe & Pipe, 1994) como um

indicador da salde de invertebrados em laboratdrio e nos estudos de campo. Desde
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entdo, diversos estudos tem sido conduzidos em organismos expostos a diferentes

xenobidticos (Lima, 2001; Francioni et al., 2007).

2.3.1.3.
Micronucleo

Microntcleos (MN) sdo formados por condensacdo de fragmentos
cromossomais ou de cromossomas inteiros que ndo estdo incluidos no nucleo
principal ap6s a anafase. Sdo formados durante mitose ou meiose da divis&o celular.
Assim sendo, o MN representa perda de cromatina em consequéncia de dano
cromossdmico estrutural (fragmento) ou dano no aparelho mitético. Os danos no
DNA causados, por exemplo, pela exposicdo a agentes mutagénicos, somente Sao
expressos em micronucleos apos um ciclo de divisdo celular (Fenech, 2000).

Heddle (1973) e Schmidt (1975) afirmaram que os micronucleos séo formados
no citoplasma através dos seguintes acontecimentos (Figura 2.14): (i) Em anéafase, a
cromatide central e os fragmentos cromossdmicos retardam quando elementos
céntricos movem-se em direcdo aos pdlos do fuso. Micronucleos surgem a partir de
fragmentos cromossémicos ou cromossomos acéntricos que nao séo incorporados em
nucleos das células filhas durante a mitose, pois carecem de um centrémero. (ii) Os
elementos atrasados podem ser incluidos nos nucleos das células filhas, mas uma
proporcao forma um ou varios nicleos secundarios que sdao muito menores do que 0
nucleo principal (1/5 a 1/20), e por isso sdo chamados micronucleos. Estes aparecem
separados, como um nucleo menor no citoplasma, além do nucleo principal da célula.

A formacdo de MN tem sido utilizada em epidemiologia molecular como
biomarcador de danos microssomais e instabilidade genémica de organismos
marinhos expostos a uma variedade de compostos toxicos e poluentes genotdxicos

(Casini et al., 2006; Fossi et al., 2000), por ser um marcador de facil avaliacéo.
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Figura 2.14 Mecanismo de formagdo do micronucleo em uma célula mononucleada
(Al-Sabti & Metcalfe, 1995).

2.3.1.4.
Glutationa

A glutationa (GSH) desempenha um papel importante no sistema de defesa
antioxidante e atua em processos celulares diversos, tais como a sintese de proteinas,
metabolismo de aminoacidos e de transporte de peréxido (Meister & Anderson,
1983), e esta envolvida na manutencdo de um grande nimero de funces fisioldgicas
em células de vertebrados e invertebrados (Alcutt & Pinto, 1994). A diminuicdo da
glutationa pode reduzir a capacidade celular de destruir os radicais livres e espécies
reativas de oxigénio, de modo que aumente o potencial oxidativo da célula. A GSH é
um tripeptideo (y-glutamil-L-cisteinil-glicina) que contém um grupo sulfidrila (-SH)
presente na cisteina (Figura 2.15), conferindo grande capacidade redutora (Meister &
Anderson, 1983).
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Figura 2.15 Estrutura e molécula de glutationa reduzida (y-glutamil-L-cisteinil-
glicina) (modificado de Meister & Anderson, 1983).

Sua forma varia entre o tiol reduzido (GSH) e oxidado (GSSG), na qual dois
tripeptideos de glutationa estdo unidos por uma ligacdo dissulfeto. Para que a
atividade protetora da glutationa, expressa pela reducdo de espécies oxidantes, e
consequente oxidacdo da GSH a glutationa dissulfeto (GSSG) seja mantida, a GSH
precisa ser regenerada atraves do ciclo catalitico (Figura 2.20). Séo trés grupos
enzimaticos envolvidos neste ciclo: a glutationa oxidase (GO), a glutationa
peroxidase (GSH-PX) e a glutationa redutase (Grd). Segundo Kretzschmar (1996), o
grupo sulfidrila interage com um radical livre para formar um radical glutationa, que
por seguinte se emparelha com outro radical glutationa para formar a glutationa
oxidada (GSSG), catalisada pelas enzimas GO e GSH-Px. A glutationa oxidada é
entdo reciclada (reduzida) outra vez em glutationa reduzida (GSH) para reutilizacdo
por meio da enzima GR, que depende de NADPH como fonte de elétrons, estando,
dessa forma, relacionada com a integridade da via das pentoses (ou ciclo das pentoses
— PC) (Figura 2.16).
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Figura 2.16 Esquema do ciclo catalitico da glutationa (Rover Janior et al., 2001).

Pouca se tem de informacao sobre a concentracdo e distribuicdo de GSH em
esponjas. Bachinski et al. (1997), que estudaram marcadores para estresse termal de
identificacdo rapida em Suberites domuncula, a qual reage com o decréscimo na
atividade da enzima GST e na concentracdo de GSH. Em relacdo aos poluentes, uma
alteracdo adaptativa do sistema de GSH em resposta a contaminantes em branquias
do peixe Fundulus heteroclitus (Akaishi, 2003), bem como na resposta a chumbo no
molusco bivalve Mercenaria mercenaria, tem sido relatada (Alcutt & Pinto, 1994).

A proteina GSH é utilizada como um substrato para a enzima glutationa-S-
transferase (GST) para detoxificacdo de xenobidticos através da conjugacdo. A
conjugacdo da glutationa com os xenobidticos € espontanea ou € catalisada pela GST,
diminuindo a acdo destes e tornando essas moléculas mais sollveis na agua. As
enzimas da GSH catalizam o grupo nucleofilico ligado a GSH, transformando-o em
uma molécula que possui um atomo eletrofilico de carbono, nitrogénio ou enxofre
(Field & Thurman, 1996; Hayes et al., 2005). A inducdo intracelular da GST pode ser


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X12002482#bib0095
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feita por uma variedade de xenobioticos, incluindo pesticidas, bifenilas policloradas,

metais e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAS).

2.3.1.5.
Histologia

A técnica histoldgica visa a preparacdo dos tecidos destinados ao estudo a
microscopia. De uma maneira geral, diversas etapas sdo necessarias para o tratamento
da amostra. Apds a microtomia, os cortes de tecidos passam por coloragdo, que visa
contrastar as estruturas teciduais. A acdo da maioria dos corantes se baseia na
interacdo entre os radicais acidos ou basicos dos elementos quimicos dos mesmos
com os radicais i6nicos dos tecidos, formando ligagdes eletrostaticas (Michalany,
1998). Também existem corantes especificos, como o picrosirius para o colageno.

A coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) é a mais tradicional na coloracéo
combinada e representa a coloracao histologica basica geral. A hematoxilina cora em
azul (violeta) estruturas acidas, como o nucleo das células. A eosina cora em
vermelho o citoplasma e outras estruturas basicas (Michalany, 1998). A hematoxilina
€ um corante basico que carrega uma carga positiva. Corantes basicos reagem com
componentes aniénicos das células e tecidos, como grupos fosfatos e grupos
carboxila das proteinas. A hemateina age como corante, e esta é o produto da
oxidacdo da hematoxilina, que por sua vez necessita de um mordente (sais de
aluminio, ferro ou tungsténio) prévio ou incorporado a solucdo de hematoxilina. A
hematoxilina cora em azul (violeta) estruturas acidas, como o nucleo das células. A
eosina cora em vermelho o citoplasma e outras estruturas basicas (Michalany, 1998).

O meétodo de Picrosirius baseia-se na caracteristica do corante Sirius Red de
ser fortemente acido devido aos seis grupamentos sulfénicos que contém. Estes
reagem com os grupamentos aminicos das moléculas de lisina presentes no colageno,
de tal modo, que as moléculas do corante se dispem paralelamente as moléculas
alongadas de colageno, orientadas normalmente em uma U(nica direcdo. Essa
orientacdo normal das moléculas de colageno é responsavel pela sua fraca
birrefringéncia apresentada quando estudado com microscopia de polarizacdo. Apds a

coloracdo com Sirius Red, a adi¢do de grande quantidade de moléculas alongadas do
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corante, leva a um aumento consideravel da birrefringéncia das fibras colagenas.
(Behmer et al., 1976; Michalany, 1998).

Apesar das esponjas serem consideradas bioindicadoras de poluigdo, existem
poucos estudos relacionando um determinado poluente com alteracdo histoldgica e
nenhum estudo foi realizado com o objetivo de caracteriza-la como consequéncia dos
efeitos de HPAs. Alguns trabalhos analisaram tecidos de esponjas como formas de
avaliacdo dos efeitos de metais (Wagner et al., 1998; Efremova et al., 2002).

Esponjas ndo possuem tecidos tipicos, como encontrados em outros animais
multicelulares, e suas células ainda retém um alto grau de totipoténcia (capacidade de
diferenciacdo celular). As esponjas utilizam coandcitos para promover a circulagao da
agua atraves de um sistema de canais exclusivo do filo, o sistema aquifero (Figura
2.17). Os coanocitos revestem as camaras coanocitarias e sdo responsaveis pela
geracdo da corrente de agua que circula através do corpo da esponja (Brusca &
Brusca, 2003). Estas células também estéo relacionadas com a nutricdo do animal,
capturam o alimento por fagocitose e iniciam o processo digestivo no interior de

vacuolos.

Figura 2.17 Sistema aquifero. (1) Filtracdo pela corrente produzida pelos coandcitos;

(2) captura pelos coandcitos do alimento adsorvido na particula (Porifera Brasil).

Os coléncitos sdo células especializadas da esponja, com morfologia e funcédo
semelhante aos fibroblastos de mamiferos. Estas células secretam o colageno,

proteina fibrilar da matriz extracelular, importante para a sustentacdo do corpo


http://www.poriferabrasil.mn.ufrj.br/8-ferramentas/animacoes/aquifero.htm
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nutri%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Animal
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alimento
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fagocitose
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multicelular animal (Brusca & Brusca, 2003). O esqueleto orgénico do filo Porifera é

formado por fibras de espongina, uma proteina do tipo colageno (Porifera Brasil).

2.3.2.
Filo Porifera

As esponjas ou poriferos sdo animais filtradores e sésseis com morfologia
simples e baixo grau de organizagdo. O sucesso evolutivo foi conferido por sua
grande adaptabilidade as variaveis ambientais, tornando-as um dos animais
benténicos mais abundantes e diversos. Dois atributos organizacionais definem seu

sucesso: o sistema aquifero e a alta totipoténcia celular (Figura 2.18).
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Figura 2.18 Estrutura interna de uma esponja e 0s principais constituintes: ES-

espicula; Pl — pinacécitos; AR — arquedcitos; CO — coandcitos; CC — camaras

coanocitarias (modificado de Exposito et al., 2001).

As principais diferencas entre as classes de esponjas sdao a composicdo da
espicula e o numero de raios que a compde e diversas configuracbes (Figura 2.19). A
Classe Calcarea é caracterizada por esponjas com espiculas de carbonato de célcio e
estas apresentam forma com um, trés ou quatro raios (mono-, tri- ou tetraxdnica).
Enguanto as esponjas da Classe Hexactinellida possuem espiculas de silica com seis
raios (hexactinal). Por ultimo, as esponjas da Classe Demospongiae apresentam
espiculas silicosas, hunca com seis raios, com a estrutura de espiculas suplementada

ou substituida por uma rede de colageno (espongina) (Bruca & Brusca, 2003).
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Figura 2.19 Tipos de espiculas. (A) monoaxénica; (B) triaxdnica; (C) tetraxdnica; (D)

hexactinal. (Brusca & Brusca, 2003).

As esponjas vivem em substratos consolidados em regides tropicais,
colonizando costdes rochosos, recifes de coral e estruturas artificiais (Muricy et al.,
2008; Diaz e Rutzler, 2001). Os poriferos encontram-se amplamente distribuidos nos
sistemas marinhos e ocorrem principalmente nas aguas rasas da plataforma
continental (Muricy & Hajdu, 2006). Das 8000 espécies descritas, cerca de 400
ocorrem no litoral brasileiro (Muricy et al., 2008).

Os poriferos apresentam grande capacidade de filtracdo da &gua do mar,
constituindo um complexo sistema que envolve simbiose com microorganismos. Com
este sistema, as esponjas possuem capacidade de filtrar cerca de 100 mL h™ g* de
agua, embora ndo existam muitos registros de experimentos para medicdo desta
capacidade para as diversas espéecies (Vogel, 1977). Com isso, as esponjas sao
altamente expostas a substdncias mutagénicas e carcinogénicas presentes
naturalmente no ambiente ou provenientes de fontes antropogénicas, podendo estar
adsorvidas no material particulado, posteriormente, incorporado pelas esponjas. Uma
vez inoculadas, as particulas contendo contaminantes adsorvidos, podem causar
efeitos citoldgicos, histoldgicos e danos ao DNA, a curto e em longo prazo (Zahn et
al., 1981; 1983).

As esponjas desempenham importantes papéis ecolégicos nos diferentes
ecossistemas costeiros, contribuindo para a manutencdo da biodiversidade: na
estruturacdo do espaco fisico, na competi¢do por espaco, na bioerosdo de substratos
calcérios, e servem como alimento para invertebrados e vertebrados (Diaz & Ritzler,
2001; Wulff, 2012). A associacdo de alguns poriferos com cianobactérias os torna

eficientes contribuintes para a producdo primaria nos sistemas marinhos (Rutzler,
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1990). Estes animais sdo também importantes recursos econdémicos por produzirem
compostos bioativos de grande interesse para indUstrias farmacéuticas na producao de
medicamentos (Berlinck et al., 2004; Vinothkumar & Parameswaran, 2013). Além
disso, as esponjas tambeém produzem metabolitos secundarios como defesa quimica,
que auxiliam na reducdo da predacdo (Ribeiro et al., 2010). Os poriferos possuem
ainda uma grande relevancia em estudos de impactos ambientais devido a sua
sensibilidade as variacGes da qualidade da &gua, tornando-os eficientes biomonitores
de poluicdo doméstica e industrial (Alcolado, 2007). Uma significativa reducdo na
biodiversidade dos poriferos ja foi registrada em regiGes sujeitas aos despejos
domésticos, industriais e de poluentes térmicos (Muricy, 1989; Vilanova et al., 2004).

Diversos estudos comprovaram que as esponjas acumulam eficientemente
alguns poluentes, como os metais (Silva, 2010; Mestre et al., 2012), PCBs (Denton et
al., 1999; Peérez et al., 2003), HPAs (Zahn et al., 1982; Glyzina et al., 2002; Fontes,
2011) e esterdis (Santalova et al., 2012). A aplicabilidade das esponjas em estudos de
biomonitoramento esta concentrada principalmente no Mar Mediterraneo e no Caribe
(Alcolado, 2007; Pérez et al., 2003; 2004; Cebrian et al., 2003; Diaz & Rutzler,
2001). Apesar da relevancia das esponjas em estudos ambientais ser mundialmente
reconhecida, apenas dois estudos avaliaram a possibilidade de aplica-las em
programas de biomonitoramento de polui¢do organica e inorganica na regiao costeira
do Rio de Janeiro (Silva, 2010; Fontes, 2011).

2.3.2.1.
Escolha das esponjas como bioindicadoras

Para avaliar a exposicdo aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
nos organismos aquaticos com maior exatiddo, é pertinente detectar estes compostos
em tecidos ou fluidos biolégicos de organismos aquéticos (Watson et al., 2004). Este
parametro de biomonitoramento depende da absorc¢do, biotransformacdo e excrecao
nestes organismos.

As altas taxas de filtracdo, assim como, a habilidade de ingerir particulas de
0.2 a 50 um, permite que as esponjas capturem eficientemente os poluentes que se

encontram na fase dissolvida e particulada na coluna d’4gua, e extraindo da particula
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material como alimentacdo, incluindo matéria organica, bactérias e fitoplancton
(Vogel, 1977; Turon et al., 1997; Perez et al., 2004). Usualmente, o processo de
bioacumulagdo nas esponjas pode variar em fungdo da concentragdo no ambiente
(Cebrian et al., 2003; Perez et al., 2003). O primeiro estudo de biomonitoramento da
contaminacgdo por HPAs em esponjas foi feito apos o derramamento de 6leo oriundo
do colapso do navio Amoco Cadiz na costa da Gré-Bretanha (Oudot et al., 1981).

Zahn et al. (1981) estudaram a bioacumulagéo do benzo(a)pireno pela esponja
Tethya lyncurium do Mar Adriatico. Além de serem bioacumulados, também se
ligavam as macromoléculas de DNA, RNA. Tal ligacdo era limitada pela luz e no
escuro a molécula de benzo(a)pireno permanecia inalterada na esponja. A ligacao
benzo(a)pireno-DNA gera uma espécie de ‘buraco’ na sequéncia do DNA que
desaparece em cinco dias apos a transferéncia da esponja para um ambiente limpo.
No entanto, a ligacdo diminuiu apenas parcialmente, enquanto a ligacdo dos
compostos derivados do benzo(a)pireno com o DNA persistiu por semanas. Zahn et
al. (1983), a partir dessas observacbes, concluiram que o reparo do DNA é
responsavel pelas mudangas descritas que sugerem a presenca de mecanismos
eficientes para a regeneracdo do DNA em esponjas da espécie testada, sujeitas a
exposicdo aos HPAs. Adicionalmente, foi sugerido o uso das esponjas no processo de
biorremediacgéo de areas contaminadas por HPAs (Glyzina et al., 2002). Estes autores
observaram que Lubomirskia baikalensis do Lago Baikal (Russia) pode remover e
acumular em 36 horas cerca de 90% do antraceno e pireno encontrados na agua.

Os poucos estudos que testaram os efeitos destes poluentes nas esponjas,
manipuladas em laboratorios, utilizaram espécies do Oceano Pacifico (Peachey &
Croshy, 1996), do norte do Mar Adriatico (Zahn et al., 1981; 1982; 1983) e do lago
Baikal (Glyzina et al., 2002). Apesar de a regido costeira possuir um grande historico
de contaminacdo por HPAs, um Unico estudo avaliou a possivel aplicabilidade das
esponjas marinhas como bioindicadoras deste tipo contaminacdo no Atlantico Sul
(Fontes, 2011). A compreensdo dos processos de incorporacao e eliminacdo de HPAs,
das propriedades que os regulam e dos efeitos que causam é necessaria para avaliacdo

da espécie como potencial biomonitora destes compostos.
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2.3.2.2.
Espécie estudada

Hymeniacidon heliofila (Porifera:Halichondrida) é uma esponja de cor
alaranjada, com forma que varia de macica a incrustante (Figura 2.20). Esta espécie
possui projecdes em forma de vulcdo de 5 a 10 mm de altura e 6sculos com 1 mm de
diametro, presentes no topo das projecoes. A esponja fixa-se diretamente ao substrato
por uma base larga. A superficie rugosa é quase toda coberta por sedimento fino. O
mesoilo é denso e 0 seu esqueleto é silicoso. O esqueleto coanossomal de H.
heliophila pode ser composto por feixes ascendentes de espiculas agrupadas por
espongina e de espiculas dispersas de forma aleatoria (Muricy & Hajdu, 2006).

Figura 2.20 Espécime de Hymeniacidon heliophila (Parker, 1910). Foto: T. Pedrete.

A esponja H. heliophila ocorre desde a Carolina do Norte (EUA) até Santa
Catarina (Brasil) e na regido entremarés de até 15 m de profundidade (Muricy &
Hajdu, 2006) e é uma das primeiras espécies a colonizar as estruturas consolidadas
em areas de hipertrofia na Baia de Guanabara, considerada uma baia com poluicéo
crénica (Muricy & Silva, 1999; Breves-Ramos et al., 2005), sendo a mais resistente.

Um estudo sugere que 0s microrganismos oxidantes de aménia podem ser
importantes na desintoxicacao dos tecidos na esponja, aumentando a sua aptiddo em
ambientes impactados nas grandes cidades, onde muitas vezes contém altas
concentracbes de amonia (Turque et al., 2010). Estudos realizados em areas
degradadas na cidade do Rio de Janeiro apontaram esta espécie como bioindicadora
de poluicdo e acumulam eficientemente contaminnates organicos e inorganicos
(Silva, 2010; Fontes, 2011).
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Area de Estudo

A escolha da Baia de Guanabara, ambiente altamente industrializado e
urbanizado como area de estudo deve-se ao fato de ser um local importante de abrigo
de uma ampla variedade de espécies, servindo como um estuario para o crescimento
de algumas destas. Além disso, a baia possui histérico de acidentes com petréleo e
consequentes impactos ambientais, refletindo seu estado, atualmente, de
contaminacdo cronica, especialmente por hidrocarbonetos do petrdleo e por
apresentar diversas fontes potenciais destes compostos. Outra area escolhida foi a
lagoa de Itaipu, considerada neste trabalho uma area controle para realizagdo do

bioensaio de acumulacao, por ndo apresentar histérico de impactos ambientais.

3.1.
Baia de Guanabara

A Baia de Guanabara esta localizada no Estado do Rio de Janeiro (Figura 3.1),
e €& um sistema estuarino altamente complexo por suas fontes naturais e
antropogénicas. E a segunda maior baia do pais, em extensdo, possuindo uma
superficie atual de 328 km? com um volume d’agua de cerca de 2 milhdes de m®. A
bacia de drenagem tem uma &rea aproximada de 4000 km? e suas descargas fluviais
sdo provenientes de dezenas de rios, sendo 0s maiores com nascentes na Serra do Mar
ou no macico litoraneo, que rodeiam a baia (Kjerfve et al., 1997; Weber, 2001, da
Costa, 2003). Sua bacia hidrografica € composta por 45 rios e riachos com carga
média anual de até 230,2 m* s™* (JICA, 1994), sendo sua maior largura, de 28 km, esta
entre a foz dos rios Sdo Jodo de Meriti e Macacu. A profundidade média é de 7,6 me
a regido mais profunda, com cerca de 50 m, localiza-se entre as pontas de Séo Jodo e
de Santa Cruz (Amador, 1997; Kjerfve et al., 1997) (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Localizagéo da Baia de Guanabara.

Este ecossistema € considerado um ambiente estuarino com uma grande
biodiversidade, e, apesar do intenso aporte de poluentes e de areas fortemente
degradadas, existem ao longo de sua bacia varios subambientes como a Mata
Atlantica, os manguezais, as restingas, praias e enseadas, além de ter uma Area de
Protecdo Ambiental (APA de Guapimirim). A Baia de Guanabara representa uma
importante fonte de beneficios para diversos setores e mantém uma producao
pesqueira importante (IBAMA, 2002).

As dimensbes da baia favorecem a ocorréncia de marés oceanicas, cuja
intensidade ¢é influenciada pela geometria irregular. Proximo a entrada da Baia de
Guanabara, ocorre um estreitamento de suas margens, formando-se um canal
principal de circulacdo, que leva adguas oceanicas as regides mais ao fundo da baia
possibilitando o estabelecimento de um ambiente estuarino, apesar de grande
influéncia fluvial (Oliveira, 1947). Esta estreita saida provoca fortes correntes,
possibilitando a renovacdo rapida das aguas através da entrada por baixo da agua
salgada de boa qualidade, e saindo por cima, a &gua de ma qualidade.

Mayr (1998) dividiu a Baia de Guanabara em 5 se¢des segundo a qualidade da
agua (Figura 3.2 - B). A classificacdo das regies acompanha as profundidades da

baia, mostradas na carta nautica (Figura 3.2 — A). A regido noroeste apresenta um
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agravamento da qualidade de agua, havendo uma melhoria da qualidade desta regido
para a margem leste e principalmente em direcdo a entrada da barra, no canal central

da baia.
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Figura 3.2 Caracterizacdo das 4guas da Baia de Guanabara (adaptado de Mayr, 1998):
1 - Canal principal de navegacdo — melhores condi¢cdes de qualidade de agua em
funcdo da grande contribuicdo oceanica; 2 - Entrada da baia — cidades do Rio de
Janeiro e Niterdi, com poluicdo domestica; 3 - Caracterizada por forte deterioracao
ambiental; 4 - Secdo nordeste — regido de aporte de rios menos poluidos; 5 - Secédo

noroeste — area mais deteriorada em funcao das diversas fontes de poluicéo.

A Baia de Guanabara engloba 14 municipios, abrangendo os maiores centros
urbanos, e concentra a maioria das industrias de grande porte e, por isso, é
caracterizada por uma ocupacdo de alta densidade demogréafica, sendo a parte
sudoeste com maior adensamento populacional, devido a regido metropolitana do Rio
de Janeiro, enquanto a porcdo nordeste possui a menor densidade (JICA, 1994). O
processo de ocupacdo populacional na sua bacia de drenagem € responsavel por
mudancas profundas na Baia de Guanabara (Kjerfve et al., 1997). Os problemas de
poluicdo nas aguas da baia se intensificaram principalmente a partir da década de

1950, quando ocorreu um aumento na densidade populacional sem planejamento
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urbano e também foi estabelecido um dos maiores pdlos industriais brasileiros na
regido (Lima, 1996).

Uma das principais causas da poluicdo das aguas da baia é o aumento no
aporte de matéria organica e de contaminantes organicos e inorganicos, que levaram a
uma queda acentuada na qualidade das aguas da baia e de seus rios afluentes (JICA,
1994). Este ambiente estuarino recebe diariamente cerca de 400 ton de efluentes
organicos, onde apenas uma pequena parte recebe algum tipo de tratamento (PDBG,
2000). As taxas de assoreamento séo resultantes do crescente transporte de particulas
e foram intensificadas devido as obras de canalizacdo dos rios, favorecendo o
transporte de sedimentos, ao desmatamento generalizado das bacias de drenagem, que
intensificou a erosdo e o fornecimento de carga sélida para os rios e aos aterros,
responsaveis por reducdes diretas na area da Baia de Guanabara (Amador, 1980).

Os principais impactos ambientais decorrem da eutrofizacéo, responsavel pela
diminuicdo da concentracdo de oxigénio e por problemas de saude publica, das
elevadas concentracGes de metais e hidrocarbonetos de petréleo e das alteracbes na
estrutura de comunidades pelagicas e benténicas (Azevedo, 1998; Hamacher, 1996;
Lima, 1996). Os grandes aportes de nutrientes, principalmente de esgotos domésticos
(vazdo de 20 m3.s™), levaram a eutrofizagdo das &guas da baia, o que resultou na
elevacdo da estocagem de matéria organica (Carreira, 2000). A estimativa é de que
aproximadamente 600 toneladas diarias de esgoto doméstico ainda sdo lancadas sem
tratamento na baia (Marque-Junior et al., 2009).

A Baia de Guanabara engloba o 2° maior parque industrial do pais, com 14000
industrias, possuindo também 16 terminais maritimos de petrdleo, dois portos
comerciais, estaleiros, postos de combustivel, uma das maiores refinarias do pais, a
Refinaria de Dugue de Caxias, a Reduc, e outras fontes poluidoras que contribuem
diariamente com 0leo, fendis, metais pesados e outros poluentes toxicos (Figura 3.3).
As indastrias no entorno da baia representam um dos principais fatores de
contaminacdo da baia (Marques-Junior et al., 2009) e contribuem com cerca de 20%
da carga organica (maioria de substancias toxicas) que € despejada nela,
principalmente nas regides oeste e noroeste. De acordo com o Relatério de Controle
Ambiental do PDBG (2000), aproximadamente 10.000 toneladas de residuos
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perigosos sdo gerados mensalmente na bacia hidrografica da Baia de Guanabara,
sendo os Gleos usados (31%), metais pesados (11%) e solventes (3%) os principais
compostos.
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Figura 3.3 Fontes de contaminacdo na Baia de Guanabara (adaptado de JICA, 1994).

Em relagcdo ao petréleo e seus derivados, as fontes de poluicdo na Baia de
Guanabara podem causar efeitos cronicos ou agudos. Ha um alto risco de acidentes
por derramamento de petroleo e derivados devido a estas fontes citadas e também aos
oleodutos quilométricos que atravessam a Baia de Guanabara, bombeando dezenas de
milhdes de litros de dleo e derivados para abastecer os terminais, navios, petroleiros e
balsas (da Costa, 2003). A baia sofreu com diversos acidentes com petréleo, e 0 mais
importante deles, foi o ocorrido em 18 de janeiro de 2000, quando aproximadamente
1300 m® de 6leo combustivel maritimo (MF-380) vazaram na Baia de Guanabara,
devido a ruptura de uma tubulacdo na Reduc. Grande quantidade de Oleo atingiu
praias e mangues, situadas principalmente no norte e nordeste da baia. Os resultados
pré- e pds-derrame mostram que ndo houve impacto significativo no sedimento e na

coluna d’agua da Baia de Guanabara (Meniconi et al., 2002).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111825/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111825/CA

3. Area de Estudo 64

Com o passar dos anos, os problemas ambientais na baia tomaram dimensdes
cada vez maiores, 0 que alertou a sociedade para necessidade de estabelecer medidas
mitigadoras por parte dos 6rgdos ambientais (Marques Jr. et al., 2009). A Baia de
Guanabara é um dos sistemas costeiros que possui 0 maior nimero de informacdes no
Brasil, e apesar disso, ainda sdo encontradas dificuldades para compreender e
caracterizar detalhadamente as alteragdes ambientais ocorridas nas Gltimas décadas,
pois € um sistema estuarino complexo, com padrdo de circulacdo de &gua

diversificado e com multiplas fontes de contaminantes.

3.2.
Itaipu

A regido costeira de Itaipu (Figura 3.4), situada no municipio de Niterdi,
abriga uma tradicional colénia de pescadores. A area esta localizada no oeste da boca
da Baia de Guanabara, sendo assim, peculiar por concentrar diferentes habitats, e
forma uma enseada. Proximo a praia existe um conjunto de ilhas costeiras (Menina,
Mé&e e Pai) que protegem parcialmente a enseada do batimento das ondas,
influenciando a sedimentacdo e a morfologia do fundo, o que beneficia a pesca
artesanal (Monteiro-Neto et al., 2008). A massa de agua costeira € uma mistura de
aguas da Baia de Guanabara, das lagoas de Itaipu e de Piratininga e das aguas
costeiras oceanicas, influenciadas sazonalmente pela ressurgéncia das aguas centrais
do Atlantico Sul (Tubino et al., 2007).

A profundidade da agua varia de um minimo de 3-4 m logo apos a
arrebentacdo até um maximo de 28 m. Itaipu € um ambiente clastico com ondas,
tendo uma variacdo de maré semidiurna com uma flutuacdo maxima de 1,4 me a
velocidade das correntes raramente excedem 10 cm s™ (Santos et al., 2004).

O arco praial Camboinhas/Itaipu formava um Unico arco com 3300 m de
extensdo. Este foi posteriormente dividido em duas praias, denominadas Camboinhas
e Itaipu, em funcdo da abertura do Canal de Itaipu para circulacdo da lagoa de Itaipu e
escoamento da lagoa de Piratininga (ligadas pelo canal de Camboata) (Santos et al.,
2004; Weber, 2001).
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Figura 3.4 Localizacdo da regido costeira de Itaipu.

As lagoas de Itaipu e de Piratininga sdo uma das mais importantes areas de
turismo e lazer do Estado do Rio de Janeiro, na regido oceénica de Niterdi e
abrangem os bairros de ltaipu, Piratininga, Camboinhas e Cafuba. O complexo
lagunar Itaipu-Piratininga representa um habitat especifico, propicio a reproducao
e/ou crescimento de espécies marinhas ou estuarinas dependentes (Monteiro-Neto et
al., 2008). Essas lagoas sofrem extensas modificacdes antropicas com reflexos
significativos em sua geomorfologia, transformando-a em uma laguna e mudando
algumas caracteristicas da biota local (Fonseca, 2001).

O bairro de Itaipu ndo possuia uma rede geral de esgotos, apenas em 2004
recebeu uma estacdo de tratamento de esgoto, e a maioria dos moradores utilizava
como alternativa o sistema de fossas sépticas. Assim, havia lancamento de esgoto in
natura diretamente no corpo lagunar que pode atingir a praia ja que a renovacgdo de
sua agua e fortemente controlada pelas marés (Weber, 2001), ocorrendo uma entrada
de contaminantes na enseada. Nao existem relatos de acidentes com petroleo e

derivados nesta regido.
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4.1.
Materiais empregados

Solventes: Diclorometano, acetona, ciclohexano e hexano utilizados nos
procedimentos para analise de HPA foram obtidos da Mallinckrodt® de grau
pesticida.

Reagentes: O detergente utilizado para limpeza das vidrarias foi o Detertec 7
neutro (Vetec). Os reagentes utilizados nos procedimentos para analise de HPA foram
Sulfato de sédio anidro, grau P.A. (Merck®), descontaminado em mufla a 450°C por 6
horas e mantido em estufa a 160°C; alumina (6xido de aluminio 90 ativo, neutro,
Merck®, 0,063 — 0,200 mm), descontaminada em mufla a 450 °C por 6 horas e 2%
desativada com agua Milli-Q (Direct-Q3 da Millipore); Silica-gel (G60, Merck®,
0,063 — 0,200 mm), descontaminada em Soxhlet por 6 horas em diclorometano e
armazenada em estufa a 160°C e 5% desativada. Os reagentes utilizados para
determinacédo do oxigénio dissolvido foram: MnCl,.4H,0, KI, KOH e amido soluvel
(P.A. ACS); Na;S,03.5H,0 (ACS ISO, REAG. PH. EUROPEIA) e KIO3 e HySO,
(P.A.), todos da Vetec Quimica Fina. Para a extracdo celular e ensaio do vermelho
neutro foram utilizados os seguintes reagentes: Hepes, EDTA (sal dissodico, P.A.
ACS), NaCl (P.A. ACS ISO, REAG. PH. EUROPEIA), KCI e Na,SO, (ambos P.A.
ACS); e Hepes, CaCl, e MgSO, (purissimos), NaCl e KCI, respectivamente, todos da
Vetec Quimica Fina. O ajuste de pH das soluc@es foi feito com NaOH (lentilhas P.A.
— Vetec Quimica Fina). Os produtos utilizados para o teste de micronicleo foram
Poli-L-Lisina da Sigma, tabletes para tampdo pH 6.4 da Merck Millipore, corante
Giemsa da Sigma-Aldrich®, solugdo Entellan da Merck® e 6leo de imersdo da Sigma.
O DMSO para o preparo da solucdo estoque do vermelho neutro e da solugdo para

exposicdo foi obtido da Sigma-Aldrich®. Os padrdes de HPA, p-terfenil e padrées
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internos foram obtidos da Accustandard (New Haven, EUA). Todos os reagentes
utilizados para a anélise de GSH foram obtidos da Sigma-Aldrich®.

Vidraria: Toda a vidraria utilizada foi lavada com Detertec e 4gua deionizada
e descontaminada em mufla a 450°C por 6 horas.

4.2.
Biomonitoramento passivo com a esponja Hymeniacidon heliophila da
Baia de Guanabara

A coleta foi realizada em fevereiro e margo de 2011, representando a estacéo
chuvosa. Os dados obtidos foram comparados com os da estacéo seca reportados por
Fontes (2011), para os mesmos locais de coleta. Os pontos de amostragem e posterior

tratamento das amostras séo ilustrados nas Figura 4.1 e 4.2, respectivamente.
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Figura 4.2 Diagrama de tratamento das amostras de esponjas e agua.

4.2.1.
Amostragem de agua

Injecé@o no
CG EM

<— Adic&o PI

— Adic&o surrogate

F2

Para avaliar o fator de acumulacéo (relacdo da concentragdo do composto no

organismo para a concentragdo do composto na agua), a amostragem de agua foi

realizada nos mesmos pontos onde se deu a coleta das esponjas.

A coleta de amostras de agua foi feita com garrafas de 4 L, em triplicata,

submergindo-as fechadas para ndo ter o risco de contaminacdo com a camada

superficial, contendo biofilme. As garrafas, entdo, foram abertas embaixo d’agua e

fechadas antes de emergirem. As amostras foram devidamente identificadas, de

acordo com o local de amostragem, conservadas em gelo e foram transportadas ao

laboratdrio em caixas térmicas, mantendo-se a integridade das mesmas.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111825/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111825/CA

4. Materiais e Métodos 69

4.2.2.
Procedimento de coleta da esponja H. heliophila

As esponjas (cerca de 20 g) foram coletadas com auxilio de faca e espéatulas, e
os organismos foram imediatamente, colocados em potes contendo dgua do mar do
local e protegidos. No laboratério, as esponjas foram limpas em um recipiente com
agua do mar, retirando impurezas, como sedimento e organismos epifiticos. O
namero total de esponjas coletadas foi 26, sendo 8 em Itaipu, 8 na Praca XV e 10 na
Urca.

4.2.3.
Determinacao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em tecido de
H. heliophila por CG/EM

A determinacdo de HPAs em tecidos de esponja segue método adaptado por
Nudi et al. (2010). Amostras de esponjas foram congeladas a -80°C para posterior
liofilizagdo das mesmas (liofilizador ModulyoD da Thermo). Apds a liofilizacédo, as
amostras foram maceradas em cadinhos de porcelana, previamente descontaminados,

a fim de se obter a homogeneizacao.

4.2.3.1.
Extracao e teor de lipidios

A extracdo dos hidrocarbonetos a partir das amostras de tecido foi realizada
seguindo o método EPA-3540C com modificacbes. Pesaram-se cerca de 1,5 g da
amostra liofilizada em cartucho de celulose (previamente descontaminado com
diclorometano por seis horas) e uma aliquota de 50 pL de surrogate de F2 (fracdo
aromatica) p-terfenil-dy, (2 pg mL™) foi adicionada em cada amostra. A extracéo foi
realizada em sistema Soxhlet em baldes de 250 mL (Figura 4.3) por 24 horas, com
200 mL de diclorometano. Ap6s a extracdo, o volume do extrato foi reduzido no
sistema Turbo Vap Il (Caliper Life Sciences), e transferido para uma proveta, aferido

a 10 mL com diclorometano.
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Figura 4.3 Extracdo das amostras de esponja em Soxhlet por 24h. Foto: T. Pedrete.

Deste volume, 2 mL foram cuidadosamente transferidos para vidros de relogio
previamente pesados, levados a estufa, a 70-80°C, para avaliacdo do teor de lipidios.
As amostras foram pesadas repetidamente e recolocadas na estufa até atingirem peso
constante (variacdo maxima de £ 0,001) em balanca Mettler A 200 com quatro casas
decimais de precisdo. O calculo do teor de lipidios foi obtido, conforme as eq. (4.1),
(4.2) e (4.3).

__ (peso amostra com frasco—peso frasco)

. f sy — -1
Quantidade de lipidio = volume para lipidio (2 mL) = g.ml (4.1)

Y massa extraida x volume lipidio (2 mL)
Massa para lipidio = =g (a.2)
volume total extrato (10 mL)

quantidade de lipidios

Teor de lipidios = x 100 =% (43)

massa para lipidio

4.2.3.2.
Clean up lipidios

Apos a etapa de extracdo, foram realizadas duas etapas de clean up, utilizando
coluna de alumina, seguida de cromatografia por permeacdo em gel, para reducéo do

teor de lipidios.
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1) Pré-fracionamento com coluna de alumina

A coluna de vidro de 2,2 cm de didmetro interno e 30 cm de comprimento
(Figura 4.4), previamente descontaminada com acetona e diclorometano, foi
preenchida com 2/3 de diclorometano, para verter 20 g de alumina 2 % desativada.
Apoés o assentamento da alumina, eluiu-se o diclorometano até o topo da coluna, e
lava-se a coluna com 50 mL de hexano. O extrato da amostra foi adicionado ao topo
da coluna e os analitos eluidos com diclorometano (100 mL). O eluido foi recolhido,

reduzindo o volume no sistema Turbo Vap Il (Caliper Life Sciences).

Figura 4.4 Procedimento de coluna grossa. Foto: T. Pedrete.

2) Cromatografia por permeacdo em gel (Gel Permeation Chromatography

GPC)

Ap0s a primeira etapa de clean up, o solvente dos extratos foi trocado para
solucdo de acetona:ciclohexano (3:7, v/v) sob N,. A amostra foi filtrada em cartuchos
descartaveis Millex™ (MILLIPORE, membrana de politetrafluoretileno - PTFE 0,45
um de poro e 22 mm de didmetro) e rinsada com solugdo acetona:ciclohexano (3:7,
v/v). Em seguida, a amostra (2 mL) foi injetada no sistema GPC (Tabela 4.1), para
que ndo houvesse interferentes na determinacdo por cromatografia gasosa com
espectrometria de massas. A otimizacdo dos tempos de corte dos lipidios e os de
retencdo das amostras foi baseada em uma solucdo padréo de referéncia, CLP-027,

diluida em diclorometano e trocada para acetona/ciclohexano (3:7), contendo:
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metoxiclor, perileno, enxofre, ftalato e 6leo de milho. O tempo total da corrida no
aparelho foi de 60 min, e a amostra foi recolhida a partir de 13 min e 30 s, seguindo a
padronizacdo do método. Apds o recolhimento da amostra, reduziu-se o volume desta
em evaporador rotatorio e o solvente foi trocado para hexano sob N, para posterior

fracionamento dos compostos alifaticos e aromaticos em coluna de silica-gel.

Tabela 0.1 Condices instrumentais do sistema cromatogréfico GPC.

Equipamento GPC LC-10AD Shimadzu CBM

Coluna Shodex CLNpak EV2000

Detector Flurorescéncia SPD-10AV Shimadzu

Comprimento de onda (A) 254 nm
Solvente Acetona : Ciclohexano
0,
Gradiente fase mével 7 0?)/2 éigtc:)fwtg:;no
Fluxo 4,0mLmin”
Volume de Injecdo 2mL

4.2.3.3.
Fracionamento dos compostos aromaticos

Para realizar este processo, foi empregada uma coluna fina de vidro (Figura
4.5) de 1,3 cm de diametro interno com 30 cm de comprimento, previamente
descontaminada. A coluna, contendo 1/3 de diclorometano, foi preenchida com 7g de
alumina 2% desativada, 10g de silica 5% desativada e 1 g de sulfato de sédio para
remover qualquer resquicio de agua. Eluiu-se o dilcorometano até o topo da coluna e
trocou-se o solvente com 20 mL de hexano. Apds adicdo da amostra na coluna, a
fracdo 1 (F1- compostos alifaticos) foi eluida com 35 mL de hexano e descartada. A
fracdo 2 (F2 - compostos aromaticos) foi recolhida depois da eluicdo de 75 mL da

solucdo diclorometano: hexano (1:1, v/v). O extrato foi recolhido e reduzido no
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sistema Turbo Vap Il (Caliper Life Sciences), concentrando a amostra a 1 mL, sob

N2, e acrescentando-se 25 pL do padrdo interno da fragéo 2 (Pl F2).

Figura 4.5 Fracionamento dos compostos em coluna de silica-gel. Foto: T. Pedrete.

4.2.3.4.
Quantificacéao

A metodologia utilizada para a determinacdo dos HPAs por cromatografia em
fase acoplada a espectrometro de massas (CG EM), seguiu, com algumas
modificagdes, o método EPA-8270D. A quantificacdo incluiu os 16 HPAs
controlados pelo método (naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno,
benzo(ghi)perileno), além do dibenzotiofeno, perileno e benzo(e)pireno. Além destes
compostos também foram quantificados os seguintes HPAs alquilados: C1 a C4
naftalenos, C1 a C3 fluorenos, C1 a C3 dibenzotiofenos, C1 a C4 fenantrenos, C1 e
C2 pirenos, e C1 e C2 crisenos, totalizando 37 compostos. O C1 naftaleno € resultado
da soma do 1-metil e 2-metilnaftalenos.

A quantificacdo foi baseada na padronizacdo interna, utilizando-se como
padrdo interno uma mistura de concentracio igual a 4 ug mL™, contendo naftaleno-

ds, acenafteno-d,o, fenantreno-dio, criseno-di, e perileno-d;,. Devido a dificuldade de
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obtencdo de padrdes de HPAs alquilados, estes foram determinados utilizando-se a
curva de calibracdo dos seus homologos ndo alquilados. SolugBes padrdo foram
utilizadas em duas faixas para quantificagdo: uma para baixos niveis de concentracao
(2, 5, 10, 20 ,50 e 100 ng mL™) e outra para altos niveis de concentrac&o (50, 100,
200, 400 and 1000 ng mL™). Uma correlacéo linear (R* >0,990) foi obtida para as
curvas de calibragdo realizadas. Para cada conjunto de amostras analisadas, uma
solugéo padréo foi injetada a fim de verificar condi¢es instrumentais de calibracao.
Um branco analitico era analisado a cada injecdo de um lote de amostras.

Todas as amostras foram injetadas no sistema cromatografico CG EM (Figura

4.6), sob 0s mesmos parametros instrumentais apresentados na Tabela 4.2.

Figura 4.6 Cromatdgrafo gasoso com espectrometro de massas. Foto: T. Pedrete.

Tabela 0.2 Condi¢des instrumentais do sistema cromatografico CG EM.

CG - Thermo Finnigan modelo TraceGC

Equipamento EM - Thermo Finnigan modelo Polaris Q

J&W DB-5ms (30 m, 0,25 mm de diametro

Coluna interno e 0,25 um de filme)
50 °C durante 5 min
Programa de 5 °C min™ até 80 °C
temperatura 6 °C min™ de 80 °C a 280 °C
280 °C durante 25 min
Gas de arraste Hélio 1,2 mL min'l

Volume de Injecéo 1,4 uL
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O limite de quantificacdo do método para cada HPA foi calculado utilizando-
se a menor concentracéo da curva de calibragdo (2 ng mL™) e dividindo-a pela massa
média de amostra. O limite de detec¢do para compostos individuais consiste em trés
vezes 0 desvio padrdo da injecdo de uma série de 8 réplicas de uma solucdo de um
padrdo, cuja altura do pico cromatografico esteja compreendida entre trés e dez vezes
o ruido. O limite de deteccdo é fungdo das condi¢des do equipamento, bem como do

volume de amostra usado na extracao.

4.2.4.
Determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em agua por
CG/EM

4.2.4.1.
Extracao

Amostras de &gua (aproximadamente 4L cada) foram submetidas ao
procedimento de extracdo dos hidrocarbonetos, baseada no método EPA-3510C.
Antes de iniciar as extra¢des, uma aliquota de 100 uL de surrogate de F2 (p-terfenil-
dis, 1 pg mL?) foi adicionada. A adicdo destes padrdo avalia 0 desempenho da
metodologia empregada, que é considerada adequada caso a recuperacdo esteja na
faixa entre 40 e 125 % (Sauer & Boehm, 1995).

A extracdo foi realizada inicialmente com 150 mL de MeCl, por agitacdo da
mistura (150 rpm) por cerca de 3 min em mesa agitadora TE-1401 da Tecnal, seguida
de repouso por 10 min, conforme ilustrada na Figura 4.7. A fase organica foi
recolhida em frasco de vidro e todo o procedimento foi repetido por mais duas vezes,
com 100 mL de diclorometano cada.

Apos extracdo com diclorometano, o volume do extrato foi reduzido para
cerca de 5 mL no sistema Turbo Vap Il (Caliper Life Sciences), sob fluxo de No.
Durante este processo, procedeu-se a troca do solvente da extracdo (MeCl,) para

hexano para posterior fracionamento das fracGes alifaticas e aromaticas.
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Figura 4.7 Procedimento de extracdo de amostra de 4gua de 4L. Foto: T. Pedrete.

4.2.4.2.
Fracionamento dos compostos aromaticos e quantificacdo

A separacdo da fracdo aromatica no extrato bruto é a mesma realizada para 0s
tecidos, conforme descrito no item 4.2.3.3. A fracdo aromatica foi concentrada no
sistema Turbo Vap Il (Caliper Life Sciences) e o padrdo interno de quantificacéo
(Naf ds, Ace dig, Fen_dio, Peril dip, Cris dio, 4 pg mL™) foi adicionado. As
amostras foram avolumadas a 1 mL com diclorometano. A adicdo de padrao interno €
importante, a fim de assegurar-se da padronizacdo das condicdes de analise. A

quantificacdo dos HPAs foi baseada no método descrito no item 4.2.3.4.

4.3.
Biomonitoramento ativo com a esponja Hymeniacidon heliophila

A coleta foi realizada em maio e julho (depuracdo) e dezembro (acumulacao)
de 2012. Parametros fisico-quimicos, como oxigénio dissolvido e temperatura, foram
aferidos, a fim de se obter uma realidade préxima do ambiente natural das esponjas
durante os bioensaios. Os pontos de amostragem dos dois tipos de bioensaio sdo
ilustrados na Figura 4.8. Diversos procedimentos foram aplicados nas amostras de

esponja, agua e filtro para analise de HPAs (Figura 4.9).
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Figura 4.8 Pontos de coleta para os bioensaios. (A) Urca; (B) Itaipu. Fotos: T.Pedrete.
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4.3.1.
Amostragem de 4gua e parametros fisico-quimicos

A amostragem de &gua foi realizada nos mesmos pontos da coleta das
esponjas, para avaliar o fator de acumulagdo (concentracdo do composto no
organismo, dividida pela concentracdo do composto na &gua). Além disso, é
importante a verificagdo das condi¢cbes ambientais nas quais as esponjas estdo
expostas. A coleta de amostras de agua foi feita conforme descrito no item 4.2.1 e a
determinacdo dos hidrocarbonetos aromaticos por cromatografia em fase gasosa com

detector de espectrometria de massas (CG EM) foi realizada segundo item 4.2.4.

4.3.1.1.
Parametros fisico-quimicos

A analise do oxigénio dissolvido foi realizada segundo 0 método desenvolvido
por Winkler (1888). A amostragem de agua em campo para analise do oxigénio
dissolvido foi realizada com uma garrafa VVan Dorn, transpondo a agua coletada para
frascos a@mbar de volume aproximado de 125 mL, enchendo-os por completo até
ocorrer o transbordamento, sempre evitando a formacao de bolhas. A fixacédo foi feita
com a adi¢do de 1 mL de cloreto de manganés (MnCl,) e 1ml de iodeto alcalino (KI +
KOH). Os frascos foram tampados e o excesso descartado. O oxigénio dissolvido foi
controlado periodicamente nos aquarios em laboratorio. A titulacdo da amostra foi
realizada, adicionando 1 mL de &cido sulfurico (H,SO,4) na amostra para quebrar a
reacdo entre os fixadores adicionados em campo. A solucdo foi homogeneizada,
retirando o excesso. Em um erlenmeyer, colocou-se 50 mL da amostra e 1 mL de
amido, como indicador, e titulou-se com tiossulfato de sodio (Na,S,03) até a solucédo
ficar incolor. Anotou-se o volume titulado ao final da reacéo.

O nivel de aménia foi estimado utilizando-se teste de aquario para agua
salgada da NUTRAFIN. A temperatura, pH e salinidade foram medidos em campo e
controlados periodicamente nos aquarios com o auxilio de termémetro, pHmetro e

salinbmetro, respectivamente.
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4.3.2.
Amostragem e tratamento das amostras de filtro

Amostras de dgua foram coletadas para analise do material particulado em
suspensdo, segundo procedimento descrito no item 4.2.1, para avaliar o fator de
acumulacdo através das particulas em suspensdo. Uma vez no laboratério, as amostras
foram filtradas com o auxilio do suporte para filtros de 142 mm da Millipore, até que
o filtro atingisse a saturagcdo e o volume foi aferido (Figura 4.10). Cada filtro

representa uma amostra.

Figura 4.10 Sistema de filtracdo de 4gua para material particulado. Foto: T. Pedrete.

Apos a filtracdo das amostras de agua, os filtros, contendo o material
particulado, foram congelados a — 20 °C e liofilizados. Posteriormente, as amostras
foram extraidas em Soxhlet com baldo de 250 mL (Figura 4.3) por 24h com 200 mL
de diclorometano. Uma aliquota de 50 pL surrogate de F2 (p-terfenil-dys, 2 pg mL™)
foi adicionada previamente a extracdo. O volume foi reduzido no sistema Turbo Vap
Il (Caliper Life Sciences) e houve a troca de solvente para hexano.

O fracionamento dos compostos aromaticos e posterior quantificacdo

seguiram os procedimentos descritos nos itens 4.2.3.3 e 4.2.3.4, respectivamente.
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4.3.3.
Amostragem e preparacao das amostras de H. heliophila

Esponjas (de aproximadamente 20g) foram coletadas com auxilio de faca,
separadas por individuos e mantidas vivas em caixas térmicas contendo agua do mar
local. As esponjas foram mantidas em contato com &gua todo o tempo possivel.
Apenas na biometria, elas foram rapidamente retiradas do meio. No laboratério, para
ndo causar estresse, somente organismos epifiticos foram retirados da superficie dos
individuos. Apenas apds os bioensaios, as esponjas foram eficientemente limpas,
retirando-se a areia. Medidas morfométricas foram aferidas para avaliar possivel

perda de biomassa durante o experimento (Figura 4.11).
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Figura 4.11 Limpeza (A) e medidas morfométricas (B) e (C) da esponja H.
heliophila. Fotos: T. Pedrete.
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4.3.4.
Bioensaios

Os bioensaios foram realizados no Laboratério Evolugdo e Desenvolvimento
do Instituto de Ciéncias Biomédicas do Centro de Ciéncias da Saude (Universidade
Federal do Rio de Janeiro), com a cooperagédo do Dr. Cristiano Coutinho.

Os aquérios de 100 L foram preenchidos com 70 L de &gua artificial marinha
preparada com dissolucdo do sal marinho artificial Coralife (microprocessado e de
grau cientifico) em &gua destilada, e a oxigenacdo dos aquéarios foi mantida com
bombas Sarlo Better 3000 L h™.

Durante os bioensaios, as esponjas foram mantidas sob temperatura de 21 °C
+ 1 °C. Parametros fisico-quimicos, como pH, oxigénio dissolvido e amdnia, foram
monitorados ao longo dos bioensaios. As esponjas ndo foram alimentadas durante os
bioensaios. As esponjas foram amarradas com linhas em tubos falcon para evitar a
adesdo destas ao vidro dos aquérios e agitacdo destas pelo fluxo da bomba.

Partes das esponjas foram retiradas para analise histoldgica, ensaio do
vermelho neutro e micronicleo nos tempos estabelecidos em cada bioensaio. O
restante dos espécimes da esponja H. heliophila foi congelado a - 80 °C e depois
liofilizado (ModulyoD da Thermo), para posterior analise dos HPAs. A determinacao
destes compostos por cromatografia gasosa com espectrémetro de massas realizou-se

conforme o item 4.2.3.

4.3.4.1.
Depuracéao

O bioensaio de depuracdo consiste em avaliar a capacidade do organismo de
eliminar contaminantes presentes em seu interior, retirando o animal de um local sujo
e colocando-0 em um local limpo (in situ) ou em aquarios com agua limpa (in vivo).
As esponjas foram coletadas na Urca, local considerado por estudos (Silva, 2010;
Fontes, 2011) como relativamente poluido, com wuso de esponjas como
bioindicadoras. Foram coletadas 21 amostras de esponja, separadas em triplicata e 3

amostras de esponja, representando o tempo 0 h (TO), como amostra de campo, para
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comparar a concentracdo inicial dos HPAs com as concentracfes analisadas apos
cada periodo do bioensaio.

As esponjas foram distribuidas em triplicata nos 7 aquarios, contendo &gua
marinha artificial, de modo que cada aquério representasse um tempo de ensaio,
como ilustrado na Figura 4.12. O experimento transcorreu por um periodo de 336
horas (h). Foram coletadas esponjas (N=3) a cada 24 h ap6s o inicio do bioensaio até
96 h. Posteriormente, as amostras foram coletadas nos tempos (h) de: 168, 240 e 336
h. Porém, somente nos dois Ultimos tempos, ndo foi possivel a realizacdo de
triplicata, devido ao tamanho pequeno das esponjas coletadas, sendo insuficiente para
analise dos hidrocarbonetos aromaticos. O bioensaio foi repetido para comprovar

tendéncia de depuracdo e comparar com o primeiro.
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Figura 4.12 Esponjas distribuidas nos aquérios. Foto: T. Pedrete.

4.3.4.2.
Acumulacéo

O bioensaio de acumulacdo consiste na exposi¢cdo do organismo a um
determinado contaminante e sua consequente acumulacdo nos tecidos dos
organismos. A estratégia do ensaio inclui inicialmente o uso de meio homeostatico,

em funcdo da elevada taxa de filtracdo da esponja reportada na literatura, mantendo
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um fluxo continuo dos HPAs. Este procedimento ndo foi realizado, pois ndo foi
possivel monitorar a concentracdo do HPAs de maneira rapida e eficiente ao longo do
experimento. A concentragdo na agua deve ser conhecida e monitorada
instantaneamente para aplicar fluxo continuo e ter controle da concentracdo do HPA
nos aquarios.

As esponjas foram coletadas em Itaipu, no municipio de Niterdi, por ser um
local considerado por outro trabalho (Fontes, 2011) como area controle. No caso do
bioensaio de acumulacdo, as esponjas devem provir de um local livre de
contaminantes ou possuir uma contaminacdo minima, para que estes organismos
tenham uma acumulagéo significativa do composto de exposicao.

Esponjas foram expostas ao hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA),
criseno, composto com potencial de carcinogenia. O padréo foi preparado em 10 mL
de diclorometano, obtendo-se uma concentracdo de 56 mg mL™. A solucdo de
trabalho foi preparada, diluindo-se 1 mL da solucdo padrdo em 10 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO), resultando em uma concentragdo de 560 pg mL™.
Posteriormente, adicionou-se 5 mL desta solucdo em cada aquario, obtendo-se a
concentracdo final de 40 ug L. O DMSO é um solvente utilizado como veiculo na
inoculagédo de xenobidticos nos animais (Eickhoff, 2003).

Durante o bioensaio, individuos de cada aquario foram recolhidos
periodicamente (24, 48, 72 e 96 h), como mostra a Figura 4.13. O tempo 0 h foi
representado por dois individuos como amostras de campo. O N amostral inferior ao
outro bioensaio pode ser explicado por ndo haver muitos individuos na area de coleta,
e pela dificuldade de coletar no dia devido a ocorréncia de ondas sul-sudoeste,
tornando o mar mais agitado. N&o foi possivel repetir o bioensaio para comprovar
tendéncia de incorporacdo das esponjas e para aperfeicoar a metodologia do ensaio,

devido ao curto tempo para anélise eficiente dos dados.
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Figura 4.13 Ensaio de acumulacéo do criseno em esponjas. Foto: T. Pedrete.

Concomitantemente ao bioensaio, um teste foi realizado para verificar perda
da concentracdo por volatilizacdo e por outros processos fisicos e quimicos. Neste
teste, criseno (40 ug.L™) em DMSO foi adicionado a um aquério, contendo 70 L de
agua marinha artificial, com as mesmas condi¢Ges do bioensaio realizado com as
esponjas. Porém, o teste foi feito sem estes organismos.

A concentracdo do criseno na agua foi mensurada ao longo do teste e do
bioensaio. Para isso, amostras de agua foram coletadas em garrafas de 1 L para
posterior analise de HPAs por cromatografia gasosa com espectrometro de massas,
adotada no item 4.2.4. Para o teste, a diferenca entre a concentracdo final e a inicial
foi atribuida a perda do composto por volatilizagdo e por outros processos fisicos e

quimicos.

4.3.5.
Biomarcadores celulares e histoldgicos

4.3.5.1.
Extracao celular

Os ensaios de microndcleo e do vermelho neutro foram aplicados
concomitantemente em todos 0s bioensaios descritos. As esponjas foram limpas em
um recipiente contendo agua do respectivo aquario. Posteriormente, estas foram
picotadas em meio salino e lavadas novamente com este para que nao tivessem

resquicio de &gua marinha (Figura 4.14).
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Figura 4.14 Corte da esponja em meio salino. Foto: T. Pedrete.

As ceélulas da esponja foram extraidas em um meio salino sem caélcio e
magnésio, suplementada com um quelante (CMFSW-EDTA: Calcium-Magnesium
Free Sea Water with EDTA), para enfraquecer as adesbes celulares, seguindo
protocolo descrito pelo LabCel (USP, 2009). Este meio foi preparado com 13,4 g de
cloreto de sodio (NaCl 460 mM), 0,49 g de sulfato de sodio (Na,SO4 7 mM), 0,37 g
de cloreto de potéssio (KCI 10 mM), 1,19 g de Hepes (10 mM) e 0,47 de EDTA (2,5
mM) em 450 mL de agua Milli-Q. O pH foi ajustado em torno de 8,0-8,2 com NaOH
1M. A solucdo final foi, entdo, avolumada para 500 mL.

Para tal, as esponjas foram colocadas em tubos siliconizados, contendo de 30
a 40 mL de CMFSW-EDTA, e estes foram deixados em rotacdo lenta por 30 min, em
mesa agitadora Speci-Mix, da Thermolyne, para remover 4gua do mar e célcio
residual dos fragmentos e facilitar dissociacdo posterior (Figura 4.15). Em seguida, a
solucdo foi descartada e adicionou-se novamente a mesma quantidade colocada
anteriormente CMFSW-EDTA e os tubos foram novamente deixados sob agitacéo
por 60 min, tornando o liquido com aspecto turvo. Este foi filtrado em uma malha de

nylon (50-100 pm), obtendo-se células para realizar ambos os testes.

Figura 4.15 Extragéo celular em meio salino. Foto: T. Pedrete.
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4.35.2.
Ensaio do vermelho neutro

O ensaio do vermelho neutro (VN) foi realizado conforme método adaptado
de Lowe et al. (1992). Para realizar o procedimento do vermelho neutro, a seringa foi
preenchida com 100 pL de solugdo salina, previamente preparada, e suspensao celular
(1:1), sendo as amostras rapidamente transferidas para tubos de Eppendorf
siliconizados. A solugéo salina foi feita com 4,77 g Hepes (20 mM), 1,47 g CaCl, x
2H,0 (10 mM), 13,06 g MgSO4 x 7H,0 (53 mM), 25,48 g NaCl (436 mM) e 0,75 g
KCI (10 mM), diluindo em agua destilada, avolumada a 1L em baldo volumétrico. O
pH foi ajustado para 7,36 com 1 M de NaOH.

O tubo foi cuidadosamente vertido para mistura. Cerca de 30 uL das células
em suspensdo (mistura hemolinfa/solucdo salina) foram transferidos para uma lamina
de microscopio limpa. As laminas foram mantidas em uma camara escura e imida a
20° C (temperatura ambiente) por 15 min, permitindo adeséo das células. Apos 12
min, removeram-se as laminas individualmente da cAmara e o excesso de células em
suspensdo foi retirado, retornando as laminas imediatamente para a cAmara escura.
Apos este periodo, uma aliquota de 30 pL da solucdo de trabalho do vermelho neutro
foi colocada sobre a camada de células. Esta solucdo foi preparada com 5 pL da
solucdo estoque de VN (20 mg do vermelho neutro em 1 mL de DMSOQO) diluida em
995 uL de solucédo fisiologica. Apds 15 min de incubagdo na cAmara escura Umida, as
laminas foram examinadas sistematicamente em microscépio éptico Quimis Q708PL
em aumento de x10, primeiramente, e depois em aumento de x40. Apds mais 15 min
de incubacédo, as laminas foram examinadas novamente em intervalos de 30 min para
determinacdo do tempo em que ha evidéncia da perda do corante dos lisossomos para
o0 citosol. O teste de cada lamina determina quando ha perda evidente de 50 % do
corante dos hemdcitos granulares. O tempo de retencdo (Neutral Red Retention Time)

foi entdo calculado para cada amostra.
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4.3.5.3.
Ensaio do micronucleo

O procedimento do micronldcelo (MN) (Figura 4.17) foi realizado em
duplicata para cada individuo, utilizando o método de Nudi et al. (2010). Aliquotas
de 50 pL de células foram transferidas para laminas, previamente tratadas com
solucdo de adesdo celular (dgua destilada:Poli-L-Lisina 1:10, v/v), espalhando-as
cuidadosamente com ajuda da ponteira da micropipeta. Em seguida, as laminas foram
depositadas em uma cadmara Umida, por aproximadamente 30 min para que as células
aderissem as laminas. Apds secagem das laminas aor ar livre, estas foram fixadas
com solucdo Carnoy (metanol:acido acético 3:1, v/v) por 20 min, e novamente
colocadas para secar. As laminas, entdo, foram coradas com solucdo Giemsa (corante
diluido em tampéo) a 3 % por 20 min e lavas com agua destilada. Depois de secas,
laminas foram cobertas com laminulas com Entellan® e foram examinadas em
microscopio 6ptico Quimis Q708PL, através da contagem de 1000 células por lamina

com aumento de 40x. A porcentagem de MN foi calculada através da equacéo 4.4.

Figura 4.16 Etapas do ensaio do micronucleo: 1 - Espalhamento da suspensdo celular

na lamina; 2 - Cadmara umida; 3 - Fixacgdo; 4 - Coloracgdo. Fotos: T. Pedrete.
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nimero de células contendo micronicleo

MN% = x 100 (4.4)

numero total de células contadas

4.3.5.4.
Glutationa

A andlise da glutationa reduzida foi realizada no Laborat6rio de Bioanalitica
(PUC-RI0), em colaboracdo com a Dra. Rachel Ann Hauser-Davis.

A extracdo da proteina GSH foi realizada através da técnica de Beutler (1963),
com modificagcdes por Wilhelm-Filho (2005), usando o reativo de Elmann (acido
5,5’-ditio di-2-nitrobenzoico — DTNB). As amostras (200 mg) foram homogeneizadas
em tampéo fosfato de sddio 0,1 M pH 7,0, contendo sacarose 0,25 M e colocadas em
Eppendorf. Posteriormente, estas foram centrifugadas a 13.500 rpm por 30 minutos a
4 °C, para precipitar as proteinas, transferindo cuidadosamente o sobrenadante para
outros microtubos. Ao sobrenadante (75 uL) foram adicionados 150 puL de DTNB
0,25 mM em tampéo fosfato 0,1 M pH 8,0 e 75 uL de agua Milli-Q.

Apos o procedimento de preparo das amostras e da curva analitica, aliquotas
foram colocadas na microplaca para incubagdo por 15 minutos, previamente a leitura
das amostras. A formacdo do anion tiolato, que resulta da reacdo da GSH com o
reativo de EImann, foi determinada em espectrofotometro com leitor de microplacas
(Hamilton 190 SpectraMax) a A =412 nm. O contetdo de GSH foi expresso em nmol
g™ proteina™. A concentracdo de GSH é estimada, utilizando uma curva analitica
(Tab 4.3) plotada com GSH (glutationa reduzida) como padrdo externo. Para tal, foi
necessario o preparo de solucdo estoque de GSH 10 mM. Os pontos da curva analitica
(em puM) foram: 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 500, 750 e 1000, avolumando a
solucdo com tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0. A cada ponto da curva analitica
(75 pL) foram adicionados 150 uL DTNB em tampao, descrito anteriormente, e 75
pL de agua Milli-Q.
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4.3.5.5.
Histologia

A quantificacdo relativa de cavidades (canais aquiferos e cémaras
coanocitérias) foi realizada a partir do método de observacdo de cortes histoldgicos
corados por Hematoxilina/Eosina (HE), adequados para evidenciar caracteristicas
estruturais. Enquanto a analise estereoldgica das fibras colagenas foi obtida pela
visualizacdo de cortes histologicos corados através da técnica histoquimica de
Picrosirius, que é especifica para colageno.

Para ambas as técnicas, uma parte da esponja foi retirada, de maneira com que
0 corte apresentasse a base até o apice. Tal parte da esponja foi colocada em 40 mL
de solucdo fixadora de Bouin por 6 h e lavado com etanol 70 % repetidamente por 30
min cada para que a cor amarelada, indicativa da presenga do fixador, ndo fosse mais
observada. A fixacao paralisa 0 metabolismo celular e preserva as estruturas do tecido
para 0s tratamentos posteriores. Este processo consiste basicamente na estabilizacdo
da estrutura das proteinas, por coagulagdo. O processo de fixagdo procura preservar a
estrutura celular, sem alterar a quimica da celula. Apos a fixacdo, trés etapas de
preparo das amostras foram realizadas: emblocamento, corte e coloracdo, de acordo

com métodos padréo de histologia, modificados de Behmer et al. (1976):

e Emblocamento:

Para o emblocar com parafina, a amostra da esponja fixada foi colocada em
cassetes, previamente lavados e identificados. O processo de desidratacdo remove a
agua dos tecidos fixados e endurecidos, para que a parafina possa penetrar no tecido,
tornando o material resistente ao corte por microtomo. Para desidratar o fragmento,
empregou-se uma série etandlica, na qual o material passou sucessivamente por
solucdes de etanol (70, 100 e 100 %), por 30 min cada. Quando a matriz escolhida é
insoltivel em etanol, este deve ser substituido gradualmente por um solvente, no qual
a mesma seja sollvel, para que possa penetrar no interior do tecido. No caso da
matriz ser parafina, apos desidratacdo, o material foi submetido a dois banhos de 30
min cada em xilol puro, tornando-o apto a receber a matriz. Os cassetes, contendo o

material a ser analisado, foram entdo, imersos em dois banhos de parafina fundida por
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30 min cada, preenchendo-os de modo a formar um pequeno bloco, que

posteriormente foi retirado do molde.

o Corte:

O bloco devidamente aparado foi colocado sobre suporte, fixado no
microtomo RM 21-55 (Leica, Alemanha) e seccionado. Cortes com tamanho de 7 um
realizados foram um pouco mais grossos que o normal, devido ao tecido esponjoso. A
fita formada com os cortes foi esticada em superficie de dgua quente até distensdo dos
cortes, quando estes ficam translucidos. Os cortes foram, entdo, colocados na lamina
e levados a estufa a 20 °C por 48 h para secar. Dos diversos cortes realizados, foram
selecionados quatro cortes por lamina para HE e trés para picrosirius.

e Coloracéo:
Como os corantes sdo hidrofilicos, as laminas foram colocadas em estufa a 60°

C por 30 min, para derretimento da parafina. O excesso desta matriz foi retirado com
imersdo em xilol. Em seguida o xilol foi substituido por agua, através de banhos
sucessivos de alcool de concentracdo decrescente 100, 100, 70 % e agua, durante 30
min cada. Para coloragdo por hematoxilina e eosina (HE), as laminas foram colocadas
em solucdo de hematoxilina de Harris por 10 min e lavadas com agua destilada.
Posteriormente, foram imersas em solucdo de eosina por 1 min e lavadas novamente
com agua destilada acética. Para coloracdo das fibras de colageno por picrosirius, foi
utilizado o método modificado, descrito por Dolber & Spach (1993). As laminas
foram colocadas por dois minutos em uma solucdo de acido fosfomolibdico e, em
seguida, na solucdo de picrosirius por 90 min, abrigadas da luz. Posteriormente, as
laminas foram imersas em écido cloridrico 0,01 mol L™ por 1 min e, em seguida, em
alcool 70% por 45 s.

Apos a coloracdo, a resina Entellan foi usada pra fixar a laminula na lamina. O
corte teve que ser desidratado novamente para receber a resina. Para isto, as laminas
foram banhadas em uma nova série etanolica ascendente (70, 100, 100%) e em xilol
puro por trés vezes por 5 min cada, para os cortes ficarem transparentes.

Os cortes histologicos corados por HE foram serialmente fotografados e uma
imagem completa foi digitalmente montada. No total, cerca de 100 fotos por corte

foram tratadas. A area do corte foi selecionada e a quantidade relativa de cavidades
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(canais aquiferos e cadmaras coanocitérias) foi estimada. O microscépio déptico de
campo claro AxioPlan (Zeiss, Alemanha) com objetiva de 10x e ocular de 20x, a
camara fotografica Axiocam MRm (Zeiss, Alemanha) e o programa AxioVision
foram utilizados para obter as imagens As fotos foram juntadas, formando o corte
inteiro. Para isso, foi necessario utilizar o photoshop Adobe Photoshop CS 5.1 e as
imagens foram tratadas no programa ImagelJ, no qual somente as areas selecionadas
foram analisadas e 0s espacos vazios contabilizados dentro destas.

A quantificacdo do colageno € baseada na intensidade da coloragdo, mas a cor
tem que se destacar do background para ser computada. Se o colageno for fabricado,
mas ficar disperso, o background sera alto e o valor seré& baixo. Valor alto representa
colageno organizadamente concentrado em pontos especificos. A avaliagdo do
colédgeno no tecido foi feita com o microscopio de fluorescéncia ApoTome (Zeiss,
Alemanha) em comprimento de onda referente a rodamina (cor vermelha, filtro
Schott-Zeiss, Alemanha). Foram capturadas 20 fotos por corte, totalizando 60 fotos.
O processamento e tratamento das fotos foram feitas pelo programa ImageJ e depois

foi calculada a média das 60 fotos.

4.4.
Tratamento estatistico

Técnicas avancadas de estatistica ndo form usadas devido a caracteristica mais
descritiva do conjunto de dados. Matrizes e graficos com nivel de 95% de confianca
foram realizados para verificar nivel de correlacdo, como a relacdo entre o0s
biomarcadores e a concentracdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
no tecido. Gréficos de regressdo linear (p<0,05) foram empregados para avaliar a
distribuicdo relativa dos HPAs leves e pesados. O célculo ndo-paramétrico, de
Wilcoxon-Mann-Whitney, foi realizado para avaliar significativamente (p<0,05) a
diferenca entre amostras agrupadas por tempo no ensaio de depuracdo. O teste de
Spearman foi empregado para avaliar a correlacdo entre o tempo de retengdo do
vermelho neutro e a acumulacao do criseno e a relagdo entre as analises histologicas e
os tempos de duracdo de cada bioensaio. As analises estatisticas foram realizadas no
Programa STATISTICA 6.0 da StatSoft®.
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5.1.
Biomonitoramento passivo com a esponja Hymeniacidon heliophila

5.1.1.
Anélise de HPAs em amostras de agua da Baia de Guanabara

A concentracdo dos 16 HPAs prioritarios (>.16HPAs) e dos HPAs totais
(>38HPAs) foi de 0,78 ng L™ para ambos em ltaipu, 10,2 ng L* e 17 ng L™ na
Praca XV e 56,3 ng L™ e 105,1 ng L™ na Urca. Os resultados para os compostos
individuais nos trés locais de coleta estdo reportados no Anexo I.

Comparando os valores encontrados aqui com concentracGes
anteriormente reportadas para 0 mesmo ambiente, assim como ambientes
similares no mundo, nota-se que 0s mesmos sdo inferiores a maioria dos estudos
(Tab 5.1). Vale ressaltar que os dados de HPAs do PDBG (2000) séo posteriores
ao derrame do 6leo MF380 em 18 de janeiro de 2000 (aproximadamente 1280
m®). Pode-se observar que houve uma diminuicio nos valores das concentracdes
de HPAs nos trabalhos realizados nos ultimos 15 anos, o que pode ser interpretado
como uma melhora na qualidade da agua na Baia de Guanabara. No entanto, as
concentracdes de contaminantes nas aguas Sao muito variaveis no tempo e espaco,
logo, ndo é possivel afirmar que as dguas da Baia de Guanabara encontram-se
menos poluidas atualmente. As estacBes de coleta do presente estudo se situam na
porcdo da baia onde ocorre uma maior renovagdo de suas aguas, diferentemente
dos pontos escolhidos pelos outros autores. Fatores como proximidade da fonte
poluidora, tipo de fonte e da estacdo do ano podem influenciar na concentragéo de
HPAs na 4gua do mar (Bihari et al., 2007).
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Tabela 0.1 Concentra¢des de HPAs em &gua em outros estudos.

NO
Localizag&o Data Faixa (ng L™) Referéncia
HPAs
Baia de Guanabara NOV 95 38 930 - 2970 Hamacher (1996)
: AGO 38 120 - 1750
Baia de Guanabara Azevedo (1998)
DEZ 96 38 290 - 1480
] ) Zhou & Maskaoui
Baia de Daya, China AGO 99 16 4228 — 29325
(2003)
5 16 76 — 328
Baia de Guanabara JAN 00 PDBG (2000)
32 11185-5446
Baia de S. Francisco, USA 93a01 25 5-47 Oros et al. (2007)
Baia de Guanabara SET/OUT 16 09-104
Pedrete (2010)
(Portos) 10 38 1,5-20,4
Baia de Guanabara 16 10,2*/56,3*
FEV 11 Este estudo
(Praga XV/ Urca) 38 16,9*/105,1*
Itaipu MAR 11 16 0,780* Este estudo

*Amostra Unica

As amostras de agua da Baia de Guanabara e de Itaipu apresentaram
influéncia pirogénica devido a presenca de HPAs ndo-metilados (parentais) em
maior concentracdo quando comparados aos HPAs metilados (alquilados) e
devido a maior abundancia relativa de compostos com maior nimero de angéis
aromaticos. Esta caracteristica também foi apresentada pelas amostras de Itaipu.
Soma-se a isto a variacdo na distribuicdo dos HPAs leves e pesados nas amostras.
Todas essas apresentaram pouca abundancia de HPAs leves, com 2 a 3 aneis
aromaticos, havendo uma maior dominancia de HPAs pesados, contendo 4 a 6
anéis, podendo-se inferir como de origem pirogénica. Segundo Neff (1979),
compostos de 4 a 6 anéis aromaticos tendem a predominar no processo de
combustdo e 0s compostos alquilados sdo 0s de menor contribuicéo.

Fontes (2011) analisou a concentracdo de HPAs em agua da Baia de
Guanabara e de Itaipu e encontrou valores maiores que nas amostras do presente
estudo. Em Itaipu, as concentracBes foram as mais significativas (1100 ng L™ para
HPAs totais) e obteve amostras com maior proporgéo de HPAs compostos por 4 a
6 anéis, caracterizando o local com indicios de fonte pirogénica. As amostras

coletadas na Urca (500 ng L™ para HPAs totais) apresentaram influéncia de fonte


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111825/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111825/CA

5 Resultados e Discussao 94

petrogénica, pois ali dominaram os HPAs de baixo peso molecular e grande
quantidade relativa de HPAs alquilados.

A Figura 5.1 ilustra a distribuicdo de HPAs leves (2-3 anéis) e pesados (4-
6 anéis) nas amostras de &gua coletadas em Itaipu, Praca XV e Urca. O
somatdrio, tanto dos leves, quanto dos pesados, quando inclui apenas 0s 16 HPAs
e exclui os alquilados, o perileno e os dibenzotiofenos, compostos presentes no
petréleo, a contribuicdo de HPAs revela uma maior contribuicdo pirogénica, ou
seja, de uma maior abundancia dos HPAs de alto peso molecular (4 a 6 anéis).
Esta contribuicdo na Praca XV pode ser devida ao despejo de efluentes e ao
trafego de veiculos préximo ao local. Apds ser realizada esta mesma divisao entre
leves e pesados, considerando os HPAs totais, pode ser verificada que na amostra
de Itaipu, ndo ha presenca de alquilados e o crescimento de até 30% dos
compostos leves nas demais estaces ocorreu pela inclusdo dos alquilados e dos
dibenzotiofenos, que possuem origem petrogénica, 0 que pode indicar uma
mistura de fontes. O perfil dos dibenzotiofenos, por exemplo, é tipico de Oleo
degradado. Séries alquiladas de dibenzotiofeno indicam uma tipica degradacao de

Oleo caracterizada com a distribuicdo Cy<C;<C,<C3 (Wang et al., 1999).
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Figura 5.1 Distribuicdo de HPAs e leves e pesados nos locais de amostragem de
agua. A — 16 HPAs; B- 38 HPA:s.

Segundo a Resolucdo CONAMA (N° 357/2005), o limites maximo
reportados para alguns compostos em agua, como criseno, dibenzo(a,h)antraceno,

benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(k)fluoranteno, benzo(b)fluoranteno e
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indeno(1,2,3-cd)pireno, é de 18 ng L. A Agéncia de Protecdo Ambiental
Norte-Americana (US EPA) define para o benzo(a)pireno um limite de
concentracdo 10 vezes superior ao da regulamentacdo brasileira (200 ng L™),
Neste estudo, todos os valores obtidos para estes compostos estiveram abaixo do

limite méaximo legal.

5.1.2.
Teor de lipidios e anélise de HPAs em esponja

O teor de lipidio variou entre 1,72 e 3,70 %, 2,76 a 4,28 %, 2,31 a 3,64 %
nas esponjas de Itaipu, Praca XV e Urca, respectivamente, como mostrado na
Tabela 5.2. Houve correlagdo estatisticamente significativa entre o teor de lipidios
e a concentracdo dos HPAs no tecido das esponjas apenas para as amostras
coletadas em Itaipu (r = 0,73 a p<0,05), como € ilustrada na Figura 5.2. Os
processos de acumulacdo, biotransformacdo e eliminacdo dependem de fatores
como as propriedades fisico-quimicas do contaminante, a capacidade do sistema
enzimatico de metabolizar o composto e do teor de lipidios do animal (Newman et
al., 2002). A correlacdo entre a concentragdo de HPAs no tecido de esponjas e 0
teor de lipidios pode ser que ndo seja aleatdria, ja que o teor pode influenciar na
acumulacéo destes compostos e a auséncia da correlagdo em esponjas nos demais

locais estudados pode ser devido a fatores intrinsecos e extrinsecos.
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Figura 5.2 Correlacdo entre teor de lipidios e concentracdo dos HPAs em Itaipu.
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Tabela 0.2 Teor de lipidios das amostras de tecido de Hymeniacidon heliophila.

Teor Teor
Local Individuo lipidio Local Individuo lipidio Local
(%) (%)
1 1.72 1 3.45
2 3.64 2 3.78
3 2.38 3 4.28
4 1.86 4 3.74
Itaipu 5 3.41 Praca 5 2.76 Urca
6 3.79 XV 6 3.82
7 3.05 7 3.69
8 3.70 8 3.04

Teor

Individuo lipidio

(%)

3.31
2.31
3.16
3.64
3.32
3.35
2.40
3.36
3.44
2.84

Boo~vwouswN e

A média das concentracdes das amostras de tecido da esponja
Hymeniacidon heliophila dos 16 HPAs prioritarios (3 16HPAs) e dos HPAs totais
(>38HPAs) foi de 126,1 pg kg™ e 855,8 ug kg™ em Itaipu, 874,9 pg kg™ e 2639,2
ug kg™ na Praca XV, 286,9 ug kg™ e 2065,9 pg kg™ na Urca. Os niveis de HPAs

individuais, nos trés locais de amostragem, estdo reportados nos Anexos I, Il e

IV, respectivamente.

Comparando os valores encontrados no presente estudo com concentragoes

obtidas para 0 mesmo ambiente, assim como em ambientes similares no mundo,

verifica-se que sdo superiores aquelas da maioria dos trabalhos (Tabela 5.3).

Tabela 0.3 Concentragdes de HPAs em tecido de Hymeniacidon heliophila e

outras espécies de esponjas em diversos estudos.

NO
Localizagdo Data Média (ug kg™) Referéncia
HPAs
Denton et al.
Guam (portos) 05 16 46-722
(2006)
) 15* 135,36
Itaipu JUN 10 Fontes (2011)
38 254,51
Baia de Guanabara 15*/38 339, 67 /2267,08
JUL 10 Fontes (2011)
(Urca/Praga XV) 15*%/38 859,51/ 2453,44
Baia de Guanabara 16/38 874,9/2639,2
FEV 11 Este estudo
(Praca XV/Urca) 16/38 286,9 / 2065,95
) 16 126
Itaipu ABR 11 Este estudo
38 855,8

*O fluoreno néao foi detectado.
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Fontes (2011) avaliou a concentragdo dos HPAs no tecido da esponja
Hymeniacidon heliophila, coletadas durante o inverno de 2010 e encontrou
maiores valores na estagdo Praca XV com média de 2453,44 pg kg™ para os HPAs
totais. Os menores valores foram das amostras coletadas em Itaipu, com 254, 51
ug kg™ para o somatério dos HPA totais. Quando comparados aos niveis dos
HPAs realizados no presente estudo, nas amostras do biomonitoramento passivo,
as concentracOes foram altas na Praca XV e foram baixas na Urca. Em relacdo as
amostras de Itaipu, os niveis reduziram para 0s 16 HPAs e os dos totais cresceram
significativamente.

As amostras de tecido em Itaipu e na Urca apresentaram maior abundancia
de HPAs leves, podendo-se dizer que ha influéncia petrogénica nestes dois locais,
ao contrario das esponjas da Praca XV, que apresentaram um perfil pirogénico.
Nas amostras coletadas por Fontes (2011), as esponjas da Praca XV e de Itaipu
mostraram um carater de contaminacéo pirogénica, enquanto as esponjas da Urca
apresentaram um perfil petrogénico. Uma possivel explicagdo para que as
amostras coletadas em Itaipu, do presente estudo, tenham um perfil petrogénico é
a transitoriedade da qualidade da &gua, ou seja, a composicdo pode mudar
rapidamente em funcdo das condigdes ambientais e da presenca de fontes
descontinuas, além do trafego de pequenas embarcacGes pesqueiras, que chegam a
praia na parte da manhd, quando a coleta foi realizada em maré baixa. A
combinacdo destes fatores deve ter colaborado para a verificacdo de compostos
leves e alquilados nas esponjas.

A Figura 5.3 ilustra a distribuicdo de HPAs leves (2-3 anéis) e pesados (4-
6 anéis) nas amostras de esponja coletadas em Itaipu, Praca XV e Urca. A grande
maioria dos trabalhos publicados se restringe ao no maximo determinar os 16
compostos parentais. Com o0 somatério de apenas estes HPAs, as amostras
apresentaram uma maior contribuicdo pirogénica, devido a maior abundancia dos
compostos pesados. Com o somatédrio de HPAs totais, pode ser verificado que
houve um crescimento de até 70 % na soma dos HPAs leves, que foi ocasionado
pela inclusdo dos alquilados e dos dibenzotiofenos, os quais possuem origem
petrogénica, o que pode indicar mistura de fontes em Itaipu e na Urca. As

amostras da Praca XV continuam com caracteristicas de processo de combustéo.
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Figura 5.3 Distribui¢cdo de HPAs e leves e pesados nos locais de amostragem de

esponja para o biomonitoramento passivo e ativo. (A) 16 HPAs; (B) 38 HPAs.

Denton et al. (2006) analisaram niveis de HPAs em diversas esponjas nos
portos de Guam. As esponjas Dysidea sp. e Stylotella aurantium apresentaram
maiores valores do somatdrio dos HPAs prioritarios, com grande contribui¢do dos
HPAs de alto peso molecular, sugerindo assim, a origem pirogénica dos HPAS nas
esponjas. A maior incorporacdo dos HPAs pesados pelas esponjas da Urca, da
Praca XV e algumas de Itaipu, possivelmente, acontece devido a adsor¢édo destes
compostos em particulas suspensas, que posteriormente, podem ser sedimentadas
ou incorporadas atraves da filtracdo por organismos marinhos. As esponjas filtram
estas particulas e, logo, assimilam aqueles compostos que estdo adsorvidos. As
razdes pelas quais os HPAs pesados sofrem o processo de adsorcdo sdo a baixa
volatilidade e alta lipofilicidade, que fazem com que estes sejam rapidamente
adsorvidos ou depositados no sedimento (Neff, 1979).

O gréfico de regressao foi realizado para identificar a distribuicdo relativa
dos HPAs leves e pesados nas amostras de agua e de tecido de esponja. As
amostras apresentaram uma fonte comum, com tendéncias diferentes entre leves e

pesados (Figura 5.4). A correlacdo foi significativa (p<0,05).
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Figura 5.4 Log-log plot da soma dos HPAs de alto e baixo peso molecular. EI —
esponja Itaipu; EPXV — esponja Praca XV; EU — esponja Urca; Al — agua Itaipu;
APXYV —agua Praca XV; AU — agua Urca.

A Figura 5.5 mostra a diferenca entre as tipologias dos HPAs presentes no
tecido da esponja H. heliophila nas trés estacdes de coleta. Nas amostras de Itaipu
ocorreram as maiores concentracdes dos HPAs leves; naguelas oriundas da Praca
XV, compostos pesados e alquilados tiveram maior contribui¢do, e nas amostras
da Urca predominaram compostos leves e alquilados. Todas as amostras
mostraram alta proporcdo relativa de compostos alquilados, com a abundancia
crescente na seguinte ordem: Praca XV < ltaipu < Urca. Um maior grau de
alquilacdo usualmente pode caracterizar uma origem petrogénica, pois durante a
formacdo do petroleo ha formacdo mais abundante de HPAs alquilados. O
processo de degradacdo pode alterar a assinatura original da fonte e assim pode

afetar a avaliacdo desta.
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Figura 5.5 Variacdo na tipologia dos HPAs em esponjas coletadas em Itaipu (A),

Praca XV (B) e Urca (C) para o biomonitoramento passivo.

Grande parte das amostras de Itaipu e as amostras da Praca XV
apresentaram  distribuicdo  Co<C;<C,<C3; dos alquilados de naftaleno,
dibenzotiofeno e fenantreno, indicando éleo degradado. As demais amostras de

Itaipu mostraram esta caracteristica e mais a distribuicdo dos homaologos
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alquilados do fenantreno em formato de sino, que segundo Wang et al. (1999), é
caracteristico de Oleo recente. Uma possivel explicagcdo para essas distribuices
numa mesma amostra é a indicacdo de fonte natural para as séries de alquilados. A
contribuicdo relativa do perileno nestas amostras evidencia a entrada de
hidrocarbonetos naturais. Este composto € encontrado associado com a matéria
organica continental e com condigdes redox (Wakeham, 1977). Enquanto as
amostras da Urca foram caracterizadas com os dois tipos de dleo, tanto degradado,
quanto 6leo recente com a distribuicdo dos alquilados de fenantreno em formato
de sino. Este fato pode ser interpretado como consequéncia de diversos tipos de

entrada de HPAs combinados.

5.2.
Biomonitoramento ativo com a esponja Hymeniacidon heliophila

5.2.1.
Depuracéao

5.2.1.1.
Concentracdo de HPAs em amostras de agua e filtro

A média das concentracdes dos 16 HPAs prioritarios (3> 16HPAs) e dos
HPAs totais (>.38HPAS) nas amostras de agua e de filtro de campo (TO) foi de
72,8 ng Lt e 103,7 ng L? e 108,7 ng L™ e 300,1 ng L™, respectivamente. Os
resultados para os compostos individuais estdo reportados no Anexo V.

Verificaram-se indicativos da procedéncia e o perfil dos HPAs nas
amostras de agua e filtro para avaliar as caracteristicas de exposicdo das esponjas
no ambiente (Figura 5.6). As amostras de agua da Urca apresentaram uma
tipologia de HPAs que sugere influéncia pirogénica devido a menor abundancia
de HPAs alquilados. Além disso, as amostras possuem maior influéncia de
compostos pesados, contendo 4 a 6 anéis, tipicamente de origem pirogénica.
Enquanto as amostras de filtro mostraram distribuicdo Cy<C;<C,<C;3; dos
alquilados de fluoreno, dibenzotiofeno, fenantreno e criseno, indicando Oleo

degradado.
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Figura 5.6 Tipologia dos HPAs em amostras de campo de agua e filtro.

As amostras de filtro apresentaram em media 94 % dos 16 HPAs na forma
de compostos pesados. Esta alta contribuicdo demonstra a tendéncia dos HPAS
pesados adsorverem em particulas, devido a alta lipofilicidade. (Gschwend &
Schwarzenbach, 1992). Entretanto, no caso do material particulado encontrou-se
também uma alta propor¢édo de alquilados, principalmente dos HPASs leves que
atingiram até 61% dos alquilados. Em relacdo aos HPAs totais, os alquilados de
menor massa molecular alcancaram até 51%, 0 que caracteriza a presenca tambem
de material de origem petrogénica nas amostras. Somente com a quantificacdo dos
HPAs alquilados, foi possivel verificar a presenca de componente petrogénico

nessas amostras.

5.2.1.2.
Teor de lipidios e concentracdo de HPAs em esponja

A Tabela 5.4 mostra a variacdo do teor de lipidios em uma faixa de 1,69 a
4,79 % nas esponjas de campo (TO) e aquelas analisadas durante o bioensaio.
Neste estudo, a correlacdo entre os teores de lipidios e concentracdo de HPAS nos
tecidos foi estatisticamente significativa (r=0,49, p<0,05) (Figura 5.7). A reducao
de lipidios pode ser visualizada na Figura 5.8, que a partir do tempo de 96 h,
corresponde ao decréscimo da concentracdo de HPAs no tecido de esponjas. Por

se tratar de individuos diferentes, a variagdo do teor de lipidios nas primeiras 48 h
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é aceitavel, pois é pouco provavel obter a mesma resposta para todos o0s
individuos. Como explicado no item 5.1.2, os processos de acumulagdo e
eliminacdo dependem do teor de lipidios, ou seja, esta relacdo pode nédo ter
ocorrido aleatoriamente, segundo dados de correlagdo encontrados.

Tabela 0.4 Teor de lipidios em esponjas do bioensaio de depuracéo.

Bioensaio Individuo ";I%?g ?f/o)
T0-R1 1,80
T0-R2 2,75
TO0-R3 2,51
T24-R1 4,79
T24 - R2 3,25
T24-R3 1,79
T48 -R1 2,21
T48 - R2 2,42
T48 - R3 1,69
T72-R1 2,93

Depurago T72 -R2 2,84
T72-R3 3,37
T96 - R1 3,03
T96 - R2 2,57

T96 - R3 2,73
T168- R1 2,76
T168- R2 2,75
T168- R3 2,25
T240- R1 1,81
T240- R2 2,99
T336- R1 1,88
T336- R2 2,34

5,0

4,5

4,0

3,5

3,0

Teor de lipidio (%)

2,5

2,0

o - o o TL =,96975 +,00111 * [HPAs]
s _ , r=.49376

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
=38HPAs ug kg™t [ > 95% confianca

Figura 5.7 Correlacdo entre teor de lipidios e concentracdo dos HPAs no tecido.
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Figura 5.8 Média do teor de lipidios em cada tempo do bioensaio.

A diferenca entre a concentracdo final e inicial em relacdo ao somatério
dos HPAs totais foi de 749,9 pg kg™. Os resultados para os compostos individuais
de todas as replicatas estdo reportados nos Anexo VI e VII.

A concentracdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) no
tecido de esponjas variou minimamente até T96, sendo mais significativa e
acentuada apds T168 (Figura 5.9). A taxa de depuracéo calculada foi de 2,6 ug kg
' 'h'! apbs T96. A variacdo da concentracio dos HPAs totais (338HPAs) em
funcdo do tempo de depuracdo é ilustrada na Figura 5.10, a qual salienta a reducéo
significativa dos HPAs a partir de T168. Apesar dos dados até T96 nao
apresentarem uma tendéncia de variacéo, o ajuste linear do conjunto de resultados
é caracterizado por elevado r, significante a p<<0,05. O ajuste linear foi escolhido
para estimativa da taxa de depuracio global (1,95 pg kg™ h™), uma vez que o teste

para cinética de segunda ordem ndo foi significativo.
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Figura 5.9 Variagdo das somas dos HPAs durante o bioensaio de depuracéo.
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Figura 5.10 Variacdo de HPAs totais com tempo de depuracao.

Uma significativa depuracdo ndo € notada para os HPAs prioritarios

(3 16HPAs), os quais variaram muito pouco, 0 que ndo é perceptivel na Figura

5.9. Logo, os demais HPAs, principalmente os homologos alquilados, foram os

maiores contribuintes para a depuracdo. Além disso, esta € mais acentuada em

compostos alquilados de alta massa molecular. Ndo ha uma explicacdo para que as

esponjas eliminem preferencialmente os HPAs alquilados; talvez pelo motivo da

metilacdo destes compostos. H4 uma maior facilidade na quebra da liga¢&o entre o

radical metila (-CH3) e o anel aromatico do que entre o0s proprios anéis
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condensados, que sdo mais estaveis. A Figura 5.11 ilustra um exemplo de um
HPA parental, o dibenzotiofeno, e sua série homologa, revelando maior atenuagéo
da concentracdo com o aumento do tempo de depuracdo e do peso molecular
destes compostos.

4,0 24

o Média [[JMédiatDP T Min-Max o Média [JMédiatDP T Min-Max
3,5 22 —
20 —
3,0
18
2,5
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Tempo (h) Tempo (h)
Figura 5.11 Variacdo das concentracdes (ug kg™) dos dibenzotiofenos nas
replicatas de esponja conforme o tempo de depuragdo. A—- DBT; B - C1DBT; C —
C2DBT; D — C3DBT.

A curva do somatdrio das concentracdes deste HPA e seus homdlogos em
funcdo do tempo de depuracdo é mostrada na Figura 5.12. A elevada correlacéo
entre 0 somatério dos dibenzotiofenos e o tempo de depuracdo comprova a
depuracdo mais significativa a partir de T168 e que varia lenta e gradativamente

nas primeiras 96 h.
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Figura 5.12 Correlagdo do somatdrio dos dibenzotiofenos com o tempo de

depuracéo.

As Figuras 5.13 e 5.14 ilustram a distribuicdo dos HPAs leves e pesados
nas amostras de esponja ao longo do bioensaio de depuracdo, considerando apenas
0s 16HPAs e com os totais, respectivamente. A contribuicdo de HPAs de alto e
baixo peso molecular, considerando apenas os 16 HPAs prioritarios, revela uma
maior contribuicdo pirogénica. Com o somatorio dos 38 HPAs, as concentracdes
dos compostos leves cresceram em relacdo aos pesados em quase todas as
amostras, revelando influéncia petrogénica. Mais uma vez fica evidente a
relevancia da determinacdo dos compostos alquilados na identificacdo de fontes.
Apenas nos dois Ultimos periodos do experimento ndo ocorreu esta
predominancia, quando pode ter ocorrido a depuracdo dos compostos leves em

comparacdo aos niveis apresentados no inicio do bioensaio.
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Figura 5.13 Distribuicdo dos HPAs leves e pesados, considerando apenas os 16
HPAs.
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Figura 5.14 Distribuicdo dos HPAs leves e pesados, considerando os HPAs totais.

A Figura 5.15 apresenta a variacdo das replicatas em cada tempo de
ensaio. A concentragdo dos HPAs totais (3 38HPAs) apresentou um amplo desvio
no tempo Oh, o qual se reduz no tempo de experimento, alcancando o minimo em
336h, quando ocorreu uma menor variacao entre os individuos na depuracdo dos
HPAs. Por serem individuos diferentes, as variacbes foram esperadas, pois a
resposta dos organismos dentro de uma populacdo ndo é igual. O segundo
bioensaio de depuragdo foi realizado apenas para comprovar a tendéncia de
depuracdo entres os especimes de esponja, como mostra a Figura 5.16. A

diminuicdo significativa do HPAs também ocorreu a partir de T168. A
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concentragcdo dos HPAs prioritarios se manteve na mesma faixa ao longo do
experimento, assim como no primeiro bioensaio de depuracdo, atribuindo aos
HPAs totais a razéo pelas reducdes significativas na concentragdo. Entretanto, a
variacdo desta nos HPAs totais (3 38HPAs) das replicatas de esponja ndo foi
atenuada com o aumento do tempo de depuragdo, como ocorreu no primeiro
bioensaio, no qual a variacdo das replicatas foi muito menor. N&o houve diferenca

significativa entre a depuracéo dos HPAs e o tempo de bioensaio.
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Figura 5.15 Variacdo dos HPAs totais ao longo do 1° ensaio de depuracgéo.
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Figura 5.16 Variacdo dos HPAs totais ao longo do 2° ensaio de depuragéo.
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Amostras foram agrupadas, separando o0s tempos de bioensaio em dois
grupos: 0-96h e 168-336h, para melhor comparacdo entre os tempos e melhor
interpretacdo e visualizacdo da depuragdo (Figura 5.17). As médias diferem por
400 pg kg™ e esta diferenca é significativa (p=0,032), segundo o teste de Mann-
Whitney.
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Figura 5.17 Variacdo dos HPAs totais em amostras agrupadas.

A variacdo da concentracdo de cada HPA nas replicatas de esponja no TO
(amostra de campo) e no tempo T336 € ilustrada na Figura 5.18. Nota-se que 0s
desvios foram reduzidos ao longo do experimento, como discutido anteriormente.
O desvio padréo das esponjas no T336 foi bem inferior quando comparado com as
amostras de campo. Isto mostra que, as esponjas podem depurar os HPAs e a
variabilidade da concentracdo dos HPAs se torna menor, fazendo com que as
replicatas sejam representativas da populacdo de esponjas. Os compostos
alquilados foram os principais responsaveis para a reducdo da concentracdo dos
HPAs leves durante o bioensaio, enquanto os compostos parentais contribuiram
para a diminuicdo dos HPAs de mais alta massa molecular. Os compostos
alquilados variaram entre 61 e 77 % do somatério dos HPAs totais. Os HPAs
alquilados de fenantreno e dibenzotiofeno foram os mais representativos,
especialmente o C3Fenantreno e o C3Dibenzotiofeno, que foram o0s mais
abundantes em todas as replicatas. A alta contribuicdo dos alquilados caracteriza a

contaminagdo petrogénica das amostras (Boehm, 1984). As tipologias dos HPAs
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assim como as replicatas dos demais tempos de depuragéo estdo nos anexos VIII

ao XIII.
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Figura 5.18 Tipologia da variacédo das replicatas nos tempos TO (A) e T336 (B).

5.2.2.
Acumulacéo

5.2.2.1.
Concentracdo de HPAs em amostras de agua e filtro

A média das concentracGes em TO nas amostras de agua e de filtro para os
16 HPAs prioritarios (3. 16HPAs) e os HPAs totais (Y.38HPAs) foi de 219,5 ng L™
e392,6ng Lt ede231,8ngL™" e 718,2 ng L™, respectivamente. As concentracdes
dos HPAs individuais sdo apresentadas no Anexo XIV.

Verificou-se a tipologia dos HPAs nas amostras de agua e filtro (Figura

5.19) para analisar as concentracBes as quais as esponjas estavam expostas no
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ambiente. As amostras de agua (TO — campo) de Itaipu apresentaram influéncia
pirogénica, ou seja, sdo constituidas em sua maioria de HPAs parentais e de
compostos de 4 a 6 anéis aromaticos, segundo critérios estabelecidos por Boehm
(1984). A amostra de filtro apresentou 68% de HPAs alquilados e considerando
apenas os 16 HPAs, 92% dos HPAs quantificados foram compostos pesados. Esta
alta contribuicdo dos HPAs pesados foi discutida anteriormente para as amostras
de depuragdo, no item 5.2.1.1., como a tendéncia destes a adsorver em particulas.
Houve ainda uma alta concentracdo dos compostos alquilados de compostos leves,
cuja proporgéo foi a 59%, que sugere um componente petrogénico, com dois tipos
de 6leo: degradado, com distribuicdo Cy<C,<C,<Cs, e recente, em formato de
sino, como é o caso da série do fenantreno. Estes dois tipos de dleo presentes na
amostras indicam fonte natural para as séries de alquilados. Pode-se dizer que ha
uma mistura de fontes em Itaipu, com mior tendéncia a hidrocarbonetos de origem

petrogénica.

160 -
140 -
120 -

EAgua
100 - | Filtro

ug kg™

Figura 5.19 Tipologia dos HPAs em amostras de campo de agua e filtro.

O teste para verificar possiveis perdas na concentracdo do criseno durante
0 bioensaio, sem utilizar as esponjas nos aquarios, foi realizado e mostrou que em
96h, 30% da concentracdo inicial do criseno sdo perdidas por volatilizacdo ou
aderéncia nos vidros do aquario. N&o foi possivel calcular a taxa de volatilizacéo,
devido & baixa recuperacdo das amostras nos tempos 24h e 48h. Os valores do

criseno mensurados na agua sdo reportados no Anexo XV.
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5.2.2.2.
Teor de lipidios e concentracdo de HPAs em esponja

O teor de lipidios variou entre 2,74 a 4,04 % (Figura 5.20) em individuos
diferentes, enquanto no mesmo individuo a variacdo foi de 1,59 a 3,98 % (Figura
5.21). Sabe-se que os HPAs sdo contaminantes lipofilicos, logo tendem a se ligar
mais facilmente a substancias lipidicas e como ja discutido no item 5.1.2, a
eliminacdo e a acumulagdo destes contaminantes podem ser influenciadas pelo
teor de lipidios. Em relacdo aos diferentes individuos de esponja deste estudo, o
perfil do aumento do teor de lipidios, seguido de um decréscimo em T96, pode ser
comparado a variacdo da concentracdo de HPAs no tecido. O decréscimo do teor
de lipidios no mesmo individuo, é grande entre TO e T24 e depois pouco varia,
pode ser explicado pela perda de tecido durante o experimento, ja que partes da
esponja foram retiradas do mesmo individuo. Além disso, a reducdo pode ser
atribuida ao estresse que esta remogéo pode ter causado.

A relacdo entre o teor de lipidios e a concentracéo do criseno no tecido das
esponjas em diferentes individuos mostrou uma correlagéo significativa (r= 0,95 a

p<0,05), através da matriz de correlacéo, ilustrada na Figura 5.22.
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Figura 5.20 Teor de lipidios do mesmo individuo durante exposicédo ao criseno.
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Figura 5.21 Teor de lipidios do mesmo individuo durante exposi¢do ao criseno.
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Figura 5.22 Correlacdo entre o teor de lipidios e a concentragdo do criseno.

A concentracdo do criseno acumulado variou entre 4729,9 pg kg™ e

7992,7 pg kg™ no mesmo individuo e entre 10330,1 ug kg™ e 18172,6 pg kg™ em

individuos diferentes durante o bioensaio. As concentracbes dos compostos

individuais estdo reportadas nos Anexos XVI e XVII.

A concentracdo do criseno no tecido da esponja Hymeniacidon heliophila

aumentou durante o bioensaio de acumulacdo (Figura 5.23). Houve rapida e

intensa acumulacdo nas primeiras 24 h e ap0s este tempo, a concentracdo

aumentou gradativamente, no mesmo individuo da esponja. Em diferentes

individuos, a concentragdo do criseno diminuiu no dltimo tempo do bioensaio

(Figura 5.24). A concentracdo do criseno em diferentes individuos resultou no
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dobro da concentragdo deste HPA no memo individuo. Isto pode ser interpretado
como uma paralisacdo parcial da filtracdo de dgua. Apds a retirada de parte da
esponja em TO, pode ser que tenha havido um direcionamento de energia para
reparar o tecido perdido, reconstruindo os canais aquiferos e toda a estrutura
tecidual. Outros possiveis efeitos serdo discutidos posteriormente, com a

contribuicdo dos dados dos biomarcadores, no item 5.2.3.
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Figura 5.23 Variacdo da exposic¢ao ao criseno no mesmo individuo de esponja.
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Figura 5.24 Variacdo da exposicdo ao criseno em diferentes individuos de

esponja.
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Glyzina et al. (2002) expuseram a esponja de &gua doce Lubomirskia
baicalensis ao antraceno e pireno a uma concentracdo final de 80 pg L™ na agua
do aquério. Esta espécie mostrou grande sensibilidade e capacidade de acumular
estes HPAs em 36 h, retirando da agua cerca de 90 % da concentragdo. Além
disso, 0 decremento desses compostos na agua foi proporcional ao aumento da
massa da esponja. No presente estudo, ndo foi notada variacdo e correlacdo do
volume de esponja com o aumento da concentragdo no tecido. A variagdo da
concentragcdo de criseno no mesmo individuo e em diferentes individuos é
ilustrada na Figura 5.25 e 5.26, respectivamente. A espécie Hymeniacidon
heliophila mostrou-se capaz de acumular elevadas concentracdes de criseno,
mostrando-se apta como biomonitora de HPAs. A taxa de acumulagdo em
diferentes individuos, de 250 pg kg™ h™, foi relativamente alta, quando comparada
a taxa de depuracdo. Apesar disso, as esponjas incorporaram ao longo do
experimento cerca de 15 % da quantidade do criseno disponivel nos aquarios.

A Figura 5.27 mostra a comparacao da concentra¢do do criseno no tecido
da esponja H. heliophila nos bioensaios de depuracdo e acumulacdo. A variacéo
da concentracdo deste HPA durante a depuracdo ndo pode ser visualizada, pois 0s
valores acmulados foram relativamente muito altos. Portanto, a esponja pode
suportar altas concentracdes de HPAs e pode ser considerada como biomonitora

destes xenobidticos.

9000 y = -1,7397E5 + 1738,3654*x; r = 0,8990; p = 0,0380
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Figura 5.25 Correlacdo entre concentracdo de criseno no mesmo individuo e

tempo de exposicéo.
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Cr pgkg™
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Figura 5.26 Correlagéo entre concentragdo de criseno em diferentes individuos e

tempo de exposicéo.
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Figura 5.27 Variacdo do criseno durante os bioensaios de depura¢do e acumulacao

até T96.
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5.2.3.
Biomarcadores

5.2.3.1.
Vermelho Neutro

O tempo de retengé@o do vermelho neutro permaneceu em 120 min durante
todo o bioensaio. Isto deve-se ao fato de que, mesmo retirando os individuos de
esponja de um local consideravelmente contaminado e transferindo-os para
aquarios, contendo agua limpa, uma condi¢do para que possam diminuir o estresse
do ambiente de origem, as células permaneceram no estado de salde que se
encontravam no campo.

O tempo de retencdo do vermelho neutro diminuiu ao longo do ensaio de
acumulacéo, apresentando uma boa correlagdo com o tempo de exposicdo amostra
de individuos diferentes e no mesmo indiviuo (Figura 5.28). Em uma célula
saudavel, o tempo de retencdo do vermelho neutro é de 150 a 180 minutos para o
mexilhdo Perna perna (Lima, 2001). Em 96 h de ensaio, a salde das esponjas
diminuiu significativamente, devido a reducdo do tempo de retencdo, ficando

retido o corante vermelho neutro em menor tempo nos lisossomos (Figura 5.29).

y= ;g?g;:zm y=-0,625% + 114
120 =0 120 R?= 0,892

Tempo de retengéo
(min)

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tempo de acumulagao (h) Tempo de acumulacgéo (h)

Figura 5.28 Variacdo do tempo de retencdo do vermelho neutro em individuos

diferentes (A) e no mesmo individuo (B), conforme tempo de exposicao.
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Figura 5.29 Vermelho neutro no interior das células da esponja exposta ao criseno
em T96 de individuo diferente.

No ensaio de acumulacdo, o tempo de retencdo do vermelho neutro (TR-
VN) diminuiu em ambos os grupos testados. No final do experimento, este tempo
permaneceu em 60 min para o mesmo individuo de esponja, embora a
concentracdo do criseno tenha aumentado (Figura 5.30). Pode-se dizer que em
geral houve decréscimo do TR-VN com aumento da concentracdo de criseno,
embora nem sempre pareado. Mesmo assim, ha correlacdo negativa e significativa
pelo teste de Spearman (-0,949 a <0,05), o que confirma estatiscamente variagdo
do TR-VN com o aumento da concentracdo do criseno e o efeito deste HPA sobre
as células de esponjas. Tal correlacdo ndo foi observada no grupo de diferentes
individuos, ja que o TR-VN diminuiu constantemente apesar da concentracdo do
criseno no ultimo tempo de ensaio (T96), diminuir (Figura 5.31), possivelmente,

pelo fato de se tratar de individuos diferentes com respostas distintas.
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Figura 5.30 Tempos de retencdo do vermelho neutro conforme concentragdo de

criseno ao longo do ensaio de acumula¢do (mesmo individuo).
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Figura 5.31 Tempos de retengdo do vermelho neutro conforme concentragéo de

criseno ao longo do ensaio de acumulagéo.

A Fig 5.32 ilustra a correlacdo entre a concentracdo do criseno e 0 TR-VN,
que foi relativamente elevada. A correlacéo entre a concentracao do criseno e TR-
VN foi menos importante quando se tratou de individuos diferentes, pois estes
podem apresentar respostas diferenciadas quanto a acumulacdo (Figura 5.33).
Apesar disso, a correlacdo pode ser considerada boa, por se tratar de um
biomarcador cuja variacdo altamente proporcional em relacdo a exposicdo é
raramente obtida. A aplicacdo do teste no mesmo individuo para avaliar o

biomarcador vermelho neutro mostrou melhor proporcionalidade.
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Figura 5.32 Correlacdo entre o tempo de retencdo do vermelho neutro no mesmo

individuo e a concentracdo de criseno.
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Figura 5.33 Correlagdo entre o tempo de retencdo do vermelho neutro em

individuos diferentes e a concentracdo de criseno.

5.2.3.2.
Micronucleo

O ensaio do micronucleo ndo teve éxito, devido a alta associagdo das
celulas. As células foram extraidas com sucesso e as laminas foram muito bem
confeccionadas, porém a alta densidade das células e a falta de dissociacdo das
mesmas fizeram com que ndo fosse possivel identificar com precisdo 0s
micronucleos. Novos testes serdo realizados para aperfeicoar para separar mais

eficientemente as células com uso de solucdo salina apds extracao.

5.2.3.3.
Glutationa

A glutationa (GSH) é uma proteina que indica o nivel de estresse oxidativo
ocasionado por um determinando fator que induz sua expressdo (Hayes et al.,
2005). Durante o bioensaio de depuracdo, niveis de GSH variaram ao longo do
experimento, ndo apresentando uma correlacdo (Figura 5.34). Esperava-se que a
expressdo da GSH reduzisse, pois as esponjas foram mantidas em aquarios sem
contaminantes que pudessem ter induzido a GSH e estes organismos foram
capazes de depurar os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS). Isto pode
ser explicado pelos seguintes fatores: 1) ndo ha uma linearidade na expressao de
GSH devido as amostras serem de espécimes diferentes, logo, cada individuo

apresenta um nivel de resposta distinto; 2) o estresse dos espécimes de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X12002482#bib0095
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permanecerem em aquario por muito tempo sem material particulado pode ter
feito com que os niveis de GSH aumentasse um pouco, conservando sua acao
protetora. N&o houve correlacdo entre o aumento da GSH e a redugdo da
concentracdo de HPAs totais (338 HPAs) e nem com o somatério dos 16 HPAs
prioritarios (3,16 HPAs).

3,0 4
2,5 1

2,0 1

1,5
1,0 1
0,5 1
0,0 - T T T
0 24 48 72 96 168 240 336

Tempo de depuragéo (h)

umol gt GSH

Figura 5.34 Média da expressao da glutationa em esponja durante depuragéo.

No ensaio de acumulagéo, a expressao de glutationa (GSH) em diferentes
individuos € diretamente proporcional a concentracdo de criseno, ao longo do
experimento (Figura 5.35). A elevada expressdo da GSH em TO ocorreu,
possivelmente, devido: 1) a influéncia de outros contaminantes presentes no
ambiente, uma vez que a concentracdo de criseno em campo é muito inferior
aquela utilizada nos aquarios; 2) ao fato de ser um espécime diferente com
resposta distinta; 3) ao possivel estado de salde deste individuo, que poderia estar
com elevado estresse oxidativo ou 4) a possibilidade de corresponder ao nivel
basal, antes da intervencdo ou alteracdo no meio. Em T24, a expressdao da GSH do
individuo foi relativamente baixa, ocasionando, provavelmente, em uma rapida e
intensa acumulacdo do criseno. Apds este tempo, a acumulacdo do HPA foi
gradativa e acompanhada por um crescimento dos niveis de GSH, retornando
possivelmente ao nivel basal. Sua inducdo pode ter acontecido para reduzir as
concentrages do criseno no tecido da esponja, atraves da conjugacdo e,
consequentemente, eliminar este HPA. No ultimo tempo do experimento, a

elevada expressdo da GSH refletiu o decréscimo na concentragdo do criseno. Isto
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indica que é necessario um determinado limite minimo de producdo de GSH para
que a depuragdo sobrepasse a acumulagdo. A eliminagdo pode ter acontecido
durante o experimento, mas deve ter sido minima, ndo sendo perceptivel. A
conjugacdo da glutationa (GSH) com os xenobidticos, como os HPAs, que
permite a depuragdo, pois 0s tornam mais sollveis na dgua, € espontanea ou €

catalisada pela enzima glutationa-S-transferase (GST) (Hayes et al., 2005).
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Figura 5.35 Variacdo de glutationa em diferentes individuos de esponja durante

exposi¢do ao criseno.

O crescimento da expressdo de GSH com o tempo de exposi¢do ao criseno
se ajusta bem a uma curva exponencial conforme mostra a Fig 5.36. A correlacéo
entre a GSH e a concentracdo do criseno foi relativamente baixa, devido a

diminuicdo do nivel deste HPA em T96.
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Figura 5.36 Correlacdo entre a glutationa e tempo de exposicdo (A) e

concentracdo do criseno (B) em diferentes individuos de esponja.

Ao contrario do que ocorreu com a glutationa em diferentes individuos, a

expressao da glutationa diminuiu no mesmo individuo (Figura 5.37). Como partes
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da esponja foram retiradas em cada tempo de acumulacdo, provavelmente, houve
um direcionamento de energia para a esponja reparar 0 tecido perdido,
reconstruindo os canais aquiferos. Logo, a concentracdo do criseno aumentou,
mas menos do que no teste com diferentes individuos, em funcdo do mesmo
processo de restauragéo, e houve inibicdo da expresséo da GSH. As correlagdes da
GSH com o tempo e exposi¢do ao criseno séo bastante altas (Figura 5.38). O teste

com diferentes individuos mostrou melhor resposta em relagcdo a GSH.
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Figura 5.37 Variacéo de glutationa no mesmo individuo de esponja.
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Figura 5.38 Correlacdo da inibicdo da glutationa com o tempo (A) e com a

acumulacdo do criseno (B) no mesmo individuo de esponja.

5.2.3.4.
Analises histoldgicas

A quantidade relativa de cavidades (canais aquiferos e camaras
coanocitérias) foi reduzida durante o bioensaio de depuracdo (Figura 5.39). Esta
reducéo se deve, possivelmente, ao estresse causado pela falta de alimento. Apos

T96, a esponja mostra pequena recuperagdo, aumentando e mantendo as
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cavidades, mas um novo decréscimo ocorre em T336. Ndo houve correlagdo entre
a quantidade relativa de cavidades e a concentracdo dos HPAs prioritarios
(3.16HPAs) e dos HPAs totais (> 38HPAs), apenas com o tempo do experimento.
Este biomarcador pode ser considerado como indicativo do estado de salde das
esponjas durante o bioensaio. A contracdo do tecido da esponja pode ter
desorganizado as cavidades (canais aquiferos e cdmaras coanocitarias) e estas,
muitas vezes, sdo rompidas. As imagens obtidas dos cortes em cada tempo de
ensaio sdo ilustradas na Figura 5.40. Nota-se que o tecido das esponjas vai se
tornando mais denso e espesso por conta da contracdo deste, ocasionado

possivelmente pelo estresse causado durante o bioensaio.
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Figura 5.39 Reducéo das cavidades durante ensaio de depuracéo.
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Figura 5.40 Cortes histologicos para a contagem das cavidades durante ensaio de

depuracéo das esponjas.

No ensaio de acumulagdo, a quantidade relativa de cavidades (canais
aquiferos e camaras coanocitarias) aumentou ao longo do tempo de experimento.
Este aumento de cavidades em T96 pode ser interpretado como um processo de
regressao, apresentando grandes aberturas.

No corte representativo do TO, as cAmaras coanocitarias na esponja foram
bastante abundantes e apresentaram tamanho normal, relativamente pequeno.
Neste tempo nao houve divisdo em diferentes tipos de morfologia, pois o corte foi
mais homogéneo. O corte histologico de T96 foi dividido cinco partes, trés destas
caracteristicas de um tipo de morfologia e as demais de um outro tipo
morfologico (Figura 5.41). Na morfologia tipo 1, o tecido encontrou-se contraido,
com regibes condensadas e com morfologia alterada, caracterizadas pela
desorganizacdo celular e com menor quantidade de camaras coanocitarias, porém
com canais maiores, em comparacdo com TO. Enquanto na morfologia tipo 2, o
tecido apresentou canais aquiferos anormais, com tamanho relativamente maior e
apresentou estruturas com grandes aberturas. Este tipo de morfologia nunca foi

estudado, uma das teorias € que a esponja ainda pudesse estar em fase de transicao
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para 0 estado de contracdo, e que as estruturas teciduais ainda estivessem em
movimentacdo para tal. Outra possibilidade é o tecido ter sofrido a alteracdo na
morfologia permitindo a esponja aumentar sua capacidade de filtracdo, por
incremento do tamanho dos canais e diminuicdo no nimero de camaras
coanocitarias, num esforco para depurar o criseno acumulado no tecido. Em T96,
a concentragédo deste HPA diminuiu, e pode ter sido um resultado da alteragdo do
tamanho dos canais aquiferos, que ficaram maiores. Foi realizado um grafico com
0 TO e com a média ponderada das regides do T96 (Figura 5.42). A ponderacdo
serve para normalizar a diferenca de tamanho das regides. Nao ha correlagdo entre
a quantidade relativa de cavidades e a concentracdo dos HPAs prioritarios
(3>_.16HPAs) e nem dos HPAs totais (3. 38HPAs). As imagens obtidas dos cortes no

tempo inicial e final do experimento sao ilustradas na Figura 5.43.
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Figura 5.41 Quantidade de cavidades (canais aquiferos e caAmaras coanocitarias)

durante exposicdo ao criseno e diferentes tipologias em T96.
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Figura 5.42 Média ponderada da quantidade de cavidades em TO e T96.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111825/CA


PUC-RiIo - Certificagéo Digital N° 1111825/CA

5 Resultados e Discussao 128

Figura 5.43 Cortes histologicos para a contagem das cavidades em TO (A) e T96
(B) do ensaio de acumulacdo.

A proteina colageno decresceu durante o bioensaio de depuracdo. Foi
realizado um ajuste linear do conjunto de resultados, torando o decaimento
estatisticamente significativo (r = -0.83, p<<0,05). O ajuste linear foi escolhido
para estimativa da taxa de reducdo do colageno (0,01% h™), uma vez que o teste
para cinética de segunda ordem néo foi significativo (Figura 5.44). Esta reducéao
ocorreu, provavelmente, devido ao estresse causado pela falta de particulas como
alimento. Ndo ha correlacdo entre os canais e a concentracdo dos HPAS
prioritarios (3.16HPAs) e nem dos HPAs totais (3 38HPAs), apenas com 0 tempo
do experimento. Houve correlagdo de Spearman negativa (-0,929) e significante a
<0,05, em relacdo ao tempo de depuracdo As fibras colagenas diminuiram
diferentemente dos HPAs, havendo uma rapida reducgdo até T96 e permanecendo
quase constante apos este tempo. Enquanto a concentra¢do dos HPAs se manteve
até T96 e apos teve um decaimento considerdvel. Este biomarcador pode ser
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indicativo da salde das esponjas em relacdo ao bioensaio, assim como a

quantidade relativa de cavidades.
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Figura 5.44 Reducéo do coldgeno em tecido da esponja com tempo de depuracéo.

Segundo Silva (2010), a esponja Hymeniacidon heliophila possui o
mesoilo denso, com pouca quantidade de fibras de espongina circundando as
espiculas de silica. Desta forma, as maiores concentraces de Mn, Ni, Cd, Pb, Cr e
Zn encontradas em H. heliophila no trabalho deste autor, podem estar
relacionadas a presenca de uma maior quantidade de colageno. No presente
estudo, a quantidade de coladgeno diminuiu ao longo do experimento, assim como
a concentracdao de HPAs, mas nao ha correlacdo entre estes dois parametros.

A Figura 5.45 mostra como o colageno é contabilizado. O software ImageJ
apenas faz a contagem dos pontos vermelhos que representam o colageno e como
e de que maneira este esta distribuido e concentrado no tecido. A quantidade de
coladgeno e as mudancas na estrutura tecidual das esponjas ao longo do ensaio de
depuracdo sdo mostradas na Figura 5.46. Pode ser verificada que o colageno esta
perfeitamente concentrado nas bordas do tecido e ao redor dos canais aquiferos no
TO. O colageno se concentrou mais internamente no tecido, com a desorganizagéo
das cavidades e conseqiiente rompimento dos canais aquiferos, ao decorrer do

bioensaio de depuracao.
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B B

Figura 5.45 Demonstracdo da estrutura do tecido da esponja (A) e dos pontos

vermelhos representados pelo colageno (B).
oh 24h
168h - 336h -

Figura 5.46 Reducédo do colageno em tecido da esponja com tempo de depuracao

mudancas na estrutura tecidual da esponja.

A proteina colageno decresceu durante o bioensaio de acumulacdo. De
acordo com o gréafico (5.47), possivelmente poderia ter tido uma degradacao de
colageno, mas na Figura 5.48 ha menos colageno organizadamente envolvendo os

canais aquiferos no ultimo tempo de experimento em relacdo ao primeiro. Isto
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corrobora a hipotese de processo de contracdo com desorganizacdo dos canais

aquiferos e formacdo de cavidades largas.
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Figura 5.47 Reducdo do coldgeno em tecido da esponja com tempo de

acumulagao.

Figura 5.48 Reducéo do colageno em tecido da esponja com tempo de depuracao

mudancas na estrutura tecidual da esponja.

No TO, a distribuicdo do colageno encontrou-se perfeitamente concentrada
ao redor dos canais aquiferos e das camaras coanocitarias. Ao passar do tempo,
conforme a contracdo foi progredindo, o colageno foi se dispersando e a
diminuicdo significativa de caAmaras coanocitarias pode ter sido em consequéncia
da disperséo do colageno ou pode ter acontecido em funcao contraria, mas pode-
se dizer que hd uma relacéo entre essas estruturas.

O resultado dos cortes histoldgicos relativos ao ensaio de acumulagdo ndo
apresentaram alteracBes significativas comparaveis aquelas encontradas nas

analises histologicas do ensaio de depuracdo. Provavelmente, se o ensaio de
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acumulacéo tivesse a mesma duracdo que o de depuracgdo, maiores efeitos seriam
conferidos.

A variacdo da concentracdo dos HPAs ndo mostrou relagdo com o0s
biomarcadores histolégicos nos dois bioensaios. As esponjas sao organismos com
grande atividade microbiana, caracteristicas celulares peculiares, um intricado
metabolismo secundario (Vogel, 1977; Ribeiro et al., 2010), que somados a
estrutura tecidual, podem resultar em elevada complexidade para entender os

processos que ocorrem na esponja e relaciona-los a contaminagao quimica.

5.3.
Comparagéo entre os biomonitoramentos

As concentragfes na agua de Itaipu foram muito elevadas em relagéo as
amostras coletadas no mesmo lugar, mas em épocas diferentes. Esta diferenca
pode ser interpretada, possivelmente, como uma influéncia do tempo no dia da
coleta. Quando a amostragem foi realizada em dezembro de 2012, pancadas de
chuva ocorreram durante a semana e 0 mar estava agitado por conta disto,
podendo ter alterado na concentracdo dos HPAs na agua. Além disso, pode ter
havido uma contribuicdo das aguas da Baia de Guanabara, durante a vazante
destas, pois no dia da coleta, uma corrente Sul-Sudoeste, que € a corrente que sali
da baia, entrou para a regido de Itaipu, enquanto no dia da amostragem em
fevereiro de 2011, a corrente era de Leste, ou seja, ndo tinha influéncia das aguas
da Baia de Guanabara. Na Urca, as amostras de agua coletadas em 2012
apresentaram concentracGes maiores dos 16HPAs e menores dos totais, quando
comparadas as amostras coletadas em 2011. Esta diferenca na Urca pode ser
explicada, possivelmente, pela influéncia do tempo no dia da coleta. Quando a
amostragem foi realizada em maio de 2012, havia chovido bastante durante a
semana, podendo ter alterado a concentracdo dos HPAs na agua. A diferenca
pequena entre 0s somatérios dos 38 HPAs das amostras da Urca decorreu da
diminuicdo dos alquilados, juntamente com o aumento dos leves na amostra do
Gltimo ano, comparada com a do ano anterior (Figura 5.49). A série alquilada do
fluoreno, dibenzotiofeno, fenantreno, pireno e criseno foram considerados para

calcular a soma dos HPAs alquilados.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111825/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111825/CA

5 Resultados e Discussao 133

400

350 1

300

250 A
I S16HPAs

B S38HPAs

ng kgt

200
150 - B Alquilados
100 1

50

- ——

0 * w
Itaipu fev/11 Itaipu dez/12 Urcamar/11 Urca mai/l2

Figura 5.49 Distribuicdo dos HPAs em &gua entre 0os meses de coleta.

As concentragcdes dos HPAs em esponjas coletadas na Urca foram
superiores as concentracdes nas esponjas procedentes de Itaipu (Figura 5.50). As
esponjas coletadas em Itaipu, em fevereiro de 2011, apresentaram maior media
dos 16 HPAs prioritarios em relacdo a amostra de individuo diferente (TO),
coletada no mesmo local, em dezembro de 2012, para o ensaio de acumulagéo.
Porém, a concentracdo dos HPAs totais ndo seguiu essa distribuicdo, ou seja, 0s
niveis destes sdo maiores na amostra coletada para o bioensaio de acumulacéo.
Logo, houve uma maior contribuicdo por parte dos HPAs que ndo sao
considerados prioritarios, constituidos na sua maior parte, de homologos
alquilados. Inversamente a estes fatos, na Urca, as esponjas coletadas para o
biomonitoramento passivo apresentaram concentracdes menores dos 16HPAs e
maiores dos totais, quando comparadas as amostras coletadas para a realizacdo do
bioensaio de depuracdo. O aumento e o decréscimo dos 38 HPAs decorrem de
variacbes nos compostos alquilados. A série alquilada do fluoreno,
dibenzotiofeno, fenantreno, pireno e criseno foram considerados para calcular a
soma dos alquilados. As diferencas entre as concentra¢fes dos HPAS totais entre
os locais de amostragem em ambos os biomonitoramentos sdo ilustradas na Figura
5.51.
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Figura 5.50 Distribuicdo dos HPAs em tecido de esponja entre 0os meses de coleta

para 0s biomonitoramentos passivo e ativo.

40040
3800
3000
2 2500 U=
2
w Zﬂﬂﬂ o
&
o
5 1500 E
n L
1000 El - D
] o Media
500 1 médiathFP
T Min-Max
0
Itaipu Praga XV Urca Itaipu Urca
Biomonitoramento passivo Biomonitoramento ativo

Figura 5.51 Distribuicdo dos HPAs em tecido de esponja entre 0s meses de coleta

para 0s biomonitoramentos passivo e ativo.

A diferenca no perfil dos HPAs em amostras de campo (TO), coletadas
para 0 bioensaios de depuracdo, na Urca, e para o de acumulacdo, em lItaipu, é
apresentada na Figura 5.52. As concentracdes dos HPAs leves (2 a 3 anéis) sao
maiores em ltaipu, enquanto os HPAs pesados (4 a 6 anéis) sdo mais
representativos nas amostras coletadas na Urca. Os alquilados do fenantreno
(C2Fe a C4Fe) apresentaram concentragOes superiores aos demais HPAS nas

amostras procedentes da Urca, principalmente o C3Fe.
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Figura 5.52 Tipologia dos HPAs em esponjas em TO, coletadas em Itaipu (A) e

Urca (B), para os bioensaios de acumulacéo e depuracgéo, respectivamente.

Avaliou-se o fator de acumulacdo para averiguar a capacidade das
esponjas de acumularem os HPAs e nivel de incorporacdo destes compostos. A
particdo dos compostos hidrofobicos entre a forma particulada e dissolvida é
influenciada pela solubilidade em agua, assim a distribuicdo dos compostos entre
a agua e material particulado € diferente para os varios HPAs, como ja descrito
anteriormente. Os HPAs possuem propriedades fisico-quimicas distintas e uma
das mais importantes € a solubilidade em agua, que é diferente para cada HPA,
determinando o destino deste no ambiente na particdo agua-particulado. O fator de
acumulacdo (FA) é a razdo da concentracdo do composto presente no tecido de
esponja sobre a concentracdo do mesmo composto presente na matriz principal de
incorporacdo dos HPASs, como no caso deste estudo, usou-se os valores reportados

para agua e material particulado.
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C .
Cégua ouMP

Onde:
FA — fator de acumulacéo

Chiota— concentracdo de HPAs na biota

Csgua— concentracdo de HPAs na agua ou material particulado

Os fatores de acumulacdo (FA) foram calculados para HPAs individuais,
para 0s somatdrios dos HPAs prioritarios (3>.16 HPAs) e para o somatério de todos
os compostos (>.38HPAs) em amostras da esponja Hymeniacidon heliophila do
biomonitoramento passivo e para 0 bioensaio de depuracdo (T0). Para o bioensaio
de acumulacdo (TO), o FA foi apenas calculado para o criseno (T0). O fator de
acumulacdo em funcdo das amostras de filtro foi calculado apenas para o
biomonitoramento ativo. As médias dos somatorios estdo reportadas na Tabela
5.5.

Tabela 0.5 Média do fator de acumulagcdo em tecido da esponja Hymeniacidon

heliophila dos biomonitoramento passivo e ativo.

Biomonitoramento passivo Bioensaio de depuracéo
Praca XV Urca TO
16HPAS 7
16HPAs 86 5
38HPAS 16
16HPAS A
(filtro)
38HPAs 155 20
38HPAS
(filtro)
Bioensaio de acumulacgéo
TO T24 T96
Criseno 1,6 4,9 6,1
1,8 (filtro) - -

No biomonitoramento passivo, os fatores de acumulagéo calculados, tanto
para Y'16 HPAs quanto para Y 38 HPAs, das amostras da Praca XV foram maiores

que aqueles obtidos nas amostras da Urca, por conta das concentragdes menores
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de HPAs encontrados na &gua deste local. A Figura 5.53 ilustra a variagao do fator
de acumulagéo entre os HPAs. Pode ser verificado que a acumulagdo ocorreu, na
sua grande maioria, representada por compostos pesados (4-6 anéis).
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Figura 5.53 Fator de acumulacdo em esponja do biomonitoramento passivo.

No biomonitoramento ativo, o fator de acumulacao verificado em funcéo
das amostras de agua oriundas da Urca foi maior, tanto para > 16 HPAs quanto
para Y38 HPAs, que aquele calculado em funcdo das amostras de filtro. O FA
calculado para os HPAs analisados em amostra de filtro obteve valores cerca de
duas vezes menor, indicando a &gua como a principal matriz pela qual as esponjas
incorporam estes contaminantes. Entretanto, as esponjas de Itaipu (T0), coletadas
para o bioensaio de acumulagdo, apresentaram valor de FA medido pelo filtro
superior ao FA pela 4gua, sugerindo que os HPAs adsorvidos nas particulas sdo os
principais contribuintes na acumulacdo. Outro aspecto interessante é que a
diferenca entre FA do Y 16 HPAs e do >38 HPAs no filtro é pequena, implicando
em grande acumulacdo dos HPAs prioritarios e parentais, ja que os HPAs totais
sdo constituidos, em sua maioria, por compostos alquilados.

A Fig 5.54 mostra a variacao do fator de acumulacéo entre os HPAs. O FA
calculado em funcdo da agua apresentou valores elevados em comparacdo com o
FA obtido pelo filtro, devido as concentracdes menores encontradas na agua da
Urca. Pode ser verificado que a acumulacdo nas esponjas ocorreu através do
material particulado por compostos pesados (4-6 anéis). Enquanto a acumulacéo

pela dgua, os HPAS leves (2-3 anéis) e os compostos alquilados predominaram.
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Figura 5.54 Fator de acumulacdo em esponja do biomonitoramento ativo (TO-
Urca).

Durante o bioensaio de exposicdo ao criseno, o fator de acumulacéo deste
HPA nas esponjas aumentou significativamente, triplicando nas primeiras 24
horas, enquanto o fator de acumulacgéo cresceu 1,5 vezes entre T24 e T96, (Figura
5.55). O teor de lipidios cresceu gradativamente ao longo do bioensaio e
decresceu no ultimo tempo de exposi¢do. Entretanto, o teor lipidico ndo aumentou
durante as primeiras 24 h para ter um fator de acumulacdo alto e consequente
acumulacdo rapida do criseno, sugerindo um questionamento da possivel relagédo
entre o teor de lipidio e a concentracdo de HPAs acumulada no tecido. Com o
nivel de glutationa (GSH), que atua como protecdo da célula, muito baixo em
T24, em comparacdo com TO, provavelmente ocasionou em um intenso acumulo
do criseno em T24. Os valores dos HPAs individuais das amostras de agua dos
aquarios para calcular o fator de acumulacdo do criseno estdo reportados no
Anexo XV.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111825/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111825/CA

5 Resultados e Discussao 139

7,0 -|

6,0

5,0 -

o

3,0

FA - Cr

2,0 -

1,0 'L

0,0 T T T
TO T24 T96

Figura 5.55 Fator de acumulacdo em tecido de esponja durante exposicdo ao

criseno.

O coeficiente octanol-agua (Kow) simula a particdo dos compostos entre
agua e os lipidios bioticos, caracterizando a tendéncia de uma molécula se
acumular nas membranas biolégicas nos organismos vivos, havendo uma elevada
correlacdo entre o logKow € o fator de bioconcentracdo (Neff, 1979).

Segundo Neff (2002), a bioconcentracdo de HPAs através da agua pelos
organismos marinhos €é diretamente proporcional aos respectivos valores do
coeficiente de particdo n-octanol-agua (Kow), cujo log para HPAs estéo presentes
numa faixa entre 3,3 e 7,0 e é proporcional ao peso molecular. Portanto a razdo
FBC/logKow também cresce conforme o aumento da massa molecular (Neff,
2002). Além disso, muitos fatores (bioticos e fisicos) afetam a relacdo FBC/Kow.
Fatores bioticos incluem metabolismo ativo e excrecdo do agente quimico, a
espécie, o teor de lipidios e distribuicdo no animal (que depende da idade, sexo e
fase do ciclo reprodutivo), estado de alimentacdo e taxa metabdlica do animal
(que varia com a espécie, idade e estado nutricional do animal). Enguanto que os
fatores fisicos que afetam a relacéo entre 0 FBC e Kow incluem a temperatura, a
salinidade, e a forma fisica dos agentes quimicos na dgua ou sedimentos (Meador
et al., 1995).

A razdo FA/ Kow para amostras do biomonitoramento passivo foi maior
para 0s compostos mais pesados (4-6 anéis) nas amostras procedentes da Praca
XV (Figura 5.56). Na Urca, a razdo ndo variou entre os HPAs prioritarios por

conta dos baixos valores de FA calculados. Enquanto nas amostras de campo,
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destinadas ao bioensaio de depuracéo, a razdo FA/ Kow foi maior em amostras de
agua e para compostos de alto peso molecular (Figura 5.57).
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Figura 5.56 Razdo FA/logKow para HPAs prioritarios em amostras do

biomonitoramento passivo.
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Figura 5.57 Razdo FA/logKow para HPAs prioritarios em esponjas (T0) do

bioensaio de depuracao.

Modelos de bioacumulacdo geralmente assumem que tanto a taxa de
absorcdo constante (k1) e a constante da taxa de eliminacéo (k2) estdo diretamente
correlacionados com Kow. Eliminacdo passiva através de particionamento de
equilibrio pode ser rapida para HPAs de baixo peso molecular, mas é muito lenta
para compostos de alto peso molecular com alto Kow e solubilidade aquosa baixa
(Meador et al., 1995).
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A avaliacdo de fontes de contaminacdo nas amostras de tecido de esponja,
de &gua e de filtro foi realizada, usando razdes diagnosticas de origem. Existe um
vasto numero de razdes tendo como base o0s hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) individuais e séo utilizados, principalmente com diagramas bi-
plot, como Fl/(FI+Pi) e BFI/(BFI+BePi), para avaliar a contribui¢do relativa de
HPAs petrogénicos e/ou pirogénicos nos ambientes, determinando, assim, a
origem destes compostos. Além disso, 0 uso de razbes diagndsticas possibilita a
avaliacdo do tipo de material queimado, como 6leo, diesel, carvdo, biomassa, etc.
(Wang et al., 1999; Yunker et al., 2002). Entretanto, h& incertezas inerentes a
aplicacdo desses indices em amostras ambientais, geradas por alguns fatores,
como temperatura de combustdo, degradacéo diferenciada dos HPAs e a presenca
de materiais e Oleos provenientes de diversas fontes no ambiente, que podem
influenciar na assinatura original de fontes especificas de HPAs (Wang et al.,
1999).

No biomonitoramento ativo (Figura 5.58), apesar de nédo ter sido obtida
forte correlacédo entre os grupos de HPAs, como aconteceu no biomonitoramento
passivo, a correlacdo foi significativa (p<0,05). As esponjas coletadas em Itaipu
apresentaram tendéncia de contaminacéo por fonte petrogénica, em contraste com
as amostras de agua. Isto pode ser explicado pelo local de fixacdo das esponjas,
que se situa na zona entremarés, facilitando a filtracdo de agua superficial, onde se
encontra o filme de 6leo. Uma das amostras de esponja da Urca mostra este perfil
e as outras estdo proximas deste limiar. Este fato também ocorreu no estudo de
Francioni et al. (2007), no qual foram relatadas concentracdes de HPAs
petrogénicos no mexilhdo Perna perna e foram atribuidas a filtracdo da agua

superficial, contendo filme de 6leo.
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Figura 5.58 Log-log plot da soma dos HPAs de alto e baixo peso molecular. AU —
agua Urca; FU — filtro Urca; Al — agua Itaipu; FI — Filtro Itaipu; EI — esponja
Itaipu; EU — esponja Urca; EI — esponja Itaipu; EInd — esponja Itaipu mesmo

individuo.

Os graficos tipo cross-plots foram feitos para avaliar o tipo de material e
determinar possivel fonte das amostras, sendo ela pirogénica, petrogénica ou
mistura de ambas as fontes (Figura 5.59). A maioria das amostras dos dois tipos
de biomonitoramento apresentou uma distribuicdo caracteristica de fontes de
combustdo de vegetacdo, madeira e carvdo. Entretanto, este resultado ndo é
condizente com os locais de amostragem, como por exemplo, as amostras
provenientes da Praca XV indicaram o tipo de combustdo citado. Este local ndo
possui caracteristicas para estar sujeito a este tipo de fonte predominante, ja que
existem muitas embarcacGes e encontra-se proximo ao porto do Rio de Janeiro.
Esta contradicdo € descrita em um estudo recente (Wagener et al., 2012), no qual
razdes diagndsticas das amostras de sedimento de areas altamente industrializadas
da Baia de Guanabara e do porto mostraram combustdo como fonte principal, com
contribuicdo de HPAs pirogénicos, mesmo naquelas amostras que possuem
concentracdes relativamente altas de alquilados de naftaleno e outros homdlogos
alquilados; tais razOes ndo revelaram mistura de fontes. Outro problema

relacionado ao uso de razdes diagnosticas para determinacdo de fontes dos HPAs


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111825/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111825/CA

5 Resultados e Discussao 143

é sua aplicabilidade em organismos marinhos. Para tal, a taxa de incorporagdo dos
HPAs que compde cada razdo tem que ser a mesma. Os organismos podem
incorporar preferencialmente um determinado HPA em detrimento de outro
também utilizado em uma determinada razdo diagndstica de fonte. As esponjas
sdo organismos filtradores que incorporam particulas, nas quais estdo adsorvidos
principalmente os HPAs pesados. E, como j& discutido anteriormente, algumas
amostras de esponja possuem uma maior quantidade relativa de HPAs leves por
estarem fixadas na regido entremareés, filtrando agua superficial que contém filme
de 6leo. Logo, é questionavel o uso das razbes de origem dos HPAs em esponjas,
por conta da mistura de fontes que estes organismos podem estar expostos.

N&o foi possivel calcular algumas razdes diagndsticas, pois em certas
amostras, tanto de biota, quanto de agua, alguns compostos ficaram abaixo do

limite de deteccdo e outras sdo caracterizadas apenas pelos alquilados.
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Figura 5.59 Cross-plots das razbes diagnosticas aplicadas nas amostras dos
biomonitoramentos. E- esponja (I — Itaipu, PXV — Praga XV, U — Urca, Ind —
mesmo individuo); A - agua (I — Itaipu, PXV — Praca XV, U — Urca); F — filtro (I
— Itaipu, U — Urca).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111825/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111825/CA

6
Conclusoes

O presente estudo demonstrou o potencial de se utilizar esponjas da
espécie Hymeniacidon heliophila em monitoramentos ambientais de sistemas
estuarinos. Os resultados dos bioensaios e estudos de campo, provaram que estes
organismos podem mostrar a atual situacdo do ambiente e dos impactos causados
nos mesmos, assim como as relagbes dos efeitos dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAS).

No biomonitoramento passivo, todas as amostras mostraram alta
proporcao relativa de compostos alquilados e os niveis da concentracdo destes
apresentaram-se na seguinte ordem: Pragca XV < Itaipu < Urca. As concentracdes
dos HPAs nos tecidos aumentaram razoavelmente na Praca XV e
significativamente nas amostras de Itaipu, quando comparadas com as amostras
analisadas por Fontes (2011). Enquanto os niveis dos HPAs diminuiram na Urca.
A quantidade relativa de alquilados em Itaipu no presente estudo, contribuiu para
que houvesse uma maior influéncia petrogénica em relacdo ao ano anterior,
possivelmente, devido as condicdes ambientais e da presenca de fontes
descontinuas que podem alterar a distribuicdo dos HPAs. A continua influéncia
pirogénica na Praca XV ndo condiz com as caracteristicas do local, pela
diversidade de entradas de HPAs petrogénicos no ambiente, que sdo mais intensas
que o fluxo de material pirogénico, proveniente de fluxo de veiculos e despejo de
efluentes domésticos.

Com o biomonitoramento ativo, foi possivel verificar as taxas de
incorporacdo e depuracdo e avaliar a capacidade da esponja de responder aos
possiveis efeitos causados pelos HPAs. No bioensaio de depuracéo, a eliminagdo
foi gradativa nas primeiras 96 horas de experimento e foi mais significativa a
partir do tempo de 168h. Essa reducdo foi verificada principalmente para os HPAs
totais, sendo bastante atenuada nos dltimos tempos. No bioensaio de exposicéo, a
acumulacdo do criseno foi rapida e intensa nas primeiras 24 horas e depois tornou-

se gradativa. A taxa de acumulacdo foi relativamente alta em comparacdo com a
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taxa de depuracdo. A concentracdo deste HPA em tecido do mesmo individuo
resultou na metade da concentragdo encontrada em individuos diferentes. Isto
pode ter acontecido pelo fato do mesmo individuo gastar energia para reparar 0s
canais aquiferos destruidos com a retirada de parte do tecido para a analise dos
HPAs, ocorrendo a possivel paralisacdo parcial da filtracao.

O uso dos biomarcadores possibilitou a verificagdo da magnitude da
contaminagdo por HPAs e a avaliacdo da resposta imediata frente a exposicéo
destes compostos no ambiente e em laborat6rio. Nenhuma alteracdo foi verificada
referente ao tempo de retencdo do vermelho neutro (TR-VN) e da expressdo da
glutationa (GSH) durante o bioensaio de depura¢do. O TR-VN diminuiu conforme
a acumulacdo do criseno no tecido, sugerindo como consequéncia do efeito deste
HPA nas células. O ensaio do vermelho neutro obteve melhor resultado no mesmo
individuo no ensaio de acumulacdo, devido a menor variacdo da resposta.
Enquanto a glutationa apresentou melhores resultados em diferentes individuos. O
crescimento gradativo dos niveis de GSH durante a acumulacdo refletiu o
decréscimo na concentracdo do criseno no ultimo tempo de experimento, ou seja,
foi necessario um determinado limite minimo de producdo de GSH para que a
depuracdo fosse superior a acumulagéo. Isto revela que a esponja foi capaz de
tolerar altas concentracdes do criseno e a conjugacdo da GSH com este HPA
permitiu sua eliminacdo. N&o foi obtido éxito com o ensaio do microndcleo
devido a alta associagdo das células. As células foram extraidas com sucesso e as
laminas foram muito bem confeccionadas, porém a alta densidade das células e a
falta de dissociacdo das mesmas fizeram com que ndo fosse possivel identificar
com precisdo 0s micronucleos. Novos testes serdo conduzidos para aperfeicoar a
dissociacdo celular. Os biomarcadores histolégicos podem ser considerados para a
avaliacdo da salde de esponjas em bioensaios, pois ndo houve correlacdo com a
concentracdo dos HPAs, apenas com o tempo do experimento. Tanto no ensaio de
depuracdo quanto no de acumulacdo, a desorganizacdo celular foi conferida, em
consequéncia da contracdo da parede dos tecidos. Muitas das cavidades foram
rompidas e com isso o colageno se dispersou para o interior do tecido, sugerindo
uma forte associacdo desta proteina com as camaras coanocitarias.

A esponja Hymeniacidon heliophila se mostrou uma excelente monitora de
HPAS por ser resistente a altas concentracGes do criseno e por também revelar

efeitos imediatos em fungdo da exposicdo a estes xenobioticos. Além disso, esta
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espécie apresentou grande capacidade de acumular rapidamente e eliminar HPAs,
apesar da depuracéo ter sido lenta, foi significativa em longo prazo, apresentando-
se apta como biomonitora de HPAs.

Novos bioensaios serdo conduzidos com maior cautela a fim de aprimorar
0s biomarcadores e obter melhor acompanhamento da dindmica de depuragéo e
acumulagdo, medindo niveis dos HPAs na &gua diariamente e adquirindo aquério
controle para melhor comparagdo entre os biomarcadores. Testes para verificar
volatilizagdo dos HPAs serdo novamente realizados, adquirindo um meio de
avaliar a concentragdo diaria do HPA dissolvido no aquério.
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Anexo |. Concentracdes de HPAs em agua (ng L™) das trés estacdes.

Composto Itaipu  PracaXV Urca
N 0.385 0.201 ND
CiIN ND ND ND
C2N ND ND ND
C3N ND ND ND
C4N ND ND ND
ACF ND ND 0.697
ACE ND 0.357 ND
F ND ND ND
C1F ND ND ND
C2F ND ND ND
C3F ND ND ND
DBT ND ND ND
C1DBT ND 0.277 0.663
C2DBT ND 0.792 1.876
C3DBT ND 1.275 3.334
Fe ND 0.183 0.856
ClFe ND 0.445 2.482
C2Fe ND 1.175 6.916
C3Fe ND 0.992 7.572
C4Fe ND ND 6.594
A ND ND 0.387
Fl 0.395 2.638 7.667
Pi ND 1.465 6.663
C1Pi ND 0.911 4.951
C2Pi ND 0.569 5.494
BaA ND 0.386 5.568
Cr ND 0.499 4.615
CiCr ND 0.361 4.110
C2Cr ND ND 3.698
BbFI ND 0.807 7.165
BKFI ND 0.369 2.424
BePi ND 0.454 2.980
BaPi ND 0.660 5.980
Per ND ND 1.100
I-Pi ND 0.579 5.004
DBahA ND ND 1.646
BghiPer ND 1.600 4.659
TERFd4 24.802* 47.217 42.199
Z16HPAs 0.780 10.197 56.312
238HPAs 0.780 16.994 105.102

Legenda: N:Naftaleno; CIN: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2
naftalenos; C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; F:
Fluoreno; C1F: C1 fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT: Dibenzotiofeno;
C1DBT: C1 dibenzotiofenos; C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3 dibenzotiofenos; Fe:
Fenantreno; C1Fe: C1 fenantrenos: C2Fe: C2 fenantrenos: C3Fe: C3 fenantrenos: C4Fe: C4
fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno; Pi: Pireno; C1Pi: C1 pirenos; C2Pi: C2 pirenos;
BaA: Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno; C1Cr: C1 crisenos; C2Cr: C2 crisenos; BbFI:
Benzo(b)fluoranteno; BkFI: benzo(k)fluoranteno; BePi: Benzo(e)pireno; BaPi: Benzo(a)pireno;
Per: Perileno I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno; DBahA: Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe:
Benzo(ghi)perileno; TERFdi4: para-terfenil_deuteradois; X16HPAs: somatério dos 16HPAs

prioritarios USEPA; £38HPAs: somatorio dos HPAs totais; ND= ndo detectado. *recuperacdo
baixa, concentragfes recalculadas.
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Anexo 1. Concentracdes de HPAs em esponjas (g kg™ peso seco) de Itaipu.
Composto IR1 IR2 IR3 IR4 IR5 IR6 IR7 IR8
N 3.424 ND 4008 4.474 5273  3.200 ND 4509
CIN ND ND ND 2185 2853 2166 ND ND
C2N 9.425 11725 10930 9.154 12.857 14.313 4.136  7.888
C3N 16.768 21.077 22.741 19.797 29.928 42.235 7.977  9.120
C4N 32306 48.039 42311 31.871 58573 81.339 15.663 14.814
ACF ND ND ND ND ND ND ND ND
ACE ND ND ND ND ND 3.933 ND ND
F ND ND ND ND ND 3.056 ND ND
CIF 10.858 19.404 17.757 12.276 21.689 21.190 10.781 12.955
C2F 30.630 49.796 44.811 31.143 49.846 62986 52.409 ND
C3F 70.767 114.063 245.099 101.077 129.422 153.243 212.474 193.044
DBT 2460 3935 3133 2756 5460 8570  6.487 5745
CIDBT | 20.058 25.016 25.170 19.843 32,952 47.644 42.037 40.274
C2DBT | 55590 66.164 90.585 45375 92559 127.024 88.954 83.553
C3DBT | 44.024 57.487 66.412 36.119 68.757 89.224 88.355 84.297
Fe 4987 7195 6790 6.155 8271 18.907 7.907  7.226
ClFe 14.697 23.360 24.705 16.236 29.094 39.595 24.181 22.045
C2Fe 36.003 48.906 68.994 31.878 59.518 86.551 50.047 53.726
C3Fe 35.783 52121 56.974 40.349 59.877 79.313 68.455 60.939
C4Fe 41.393 66.671 69.057 43.617 46.197 57.360 55.235 59.056
A ND ND ND ND ND ND ND ND
FI 15.253  19.979 20.299 13.627 24.491 40.269 33.701 37.562
Pi 12.997 16270 16.649 11.887 21.221 34.371 23554 29.250
C1Pi 19.121 24488 26.099 16.043 26.037 29.835 25.943 31.025
C2Pi 13.026  20.998 23.490 13.122 20.251 22.876 23.490 22.274
BaA 2629 5459 4253 2746 4508 10.874 4424 5192
Cr 6.467 10572 8709  6.248 9292 14.628 13.646 16.666
CiCr 7.783 13933 13.060 8.648 13.025 16.289 16.434 17.202
C2Cr 7.975 12996 15823 8433 14.198 21633 19.720 16.931
BbFI 7.738 14416 12.065 9.085 13507 24.404 13.081 14.296
BKFI 2849 7239 5023 3337 5822 10325 6560 7.015
BePi 3202 7247 5517 3859 6.804 12702 10.115 9.523
BaPi 2196 4725  3.383 3.064 4156 5215 5607 6.385
Per ND ND ND ND ND 1.644  1.365 1559
I-Pi 5.847  10.179  9.498  6.352 10.498 22.496 14.835 14.456
DBahA 1.407  1.717 ND 1.364 2182 4751 1736  1.740
BghiPer 3134 5813 5190 3525 6.031 12318 9.628  9.337
TERFd;, | 62.157 56.063 60.254 64.411 50.870 60.184 83.157 74.163
$16HPAs | 72.130 110.811 101.382 75.724 122.055 218.395 144.793 163.156
¥38HPAs | 540.798 790.990 968.531 565.645 895.148 1226.484 958.935 899.604

Legenda: N:Naftaleno; CIN: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2
naftalenos; C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; F:
Fluoreno; C1F: C1 fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT: Dibenzotiofeno;
C1DBT: C1 dibenzotiofenos; C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3 dibenzotiofenos; Fe:
Fenantreno; C1Fe: C1 fenantrenos: C2Fe: C2 fenantrenos: C3Fe: C3 fenantrenos: C4Fe: C4
fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno; Pi: Pireno; C1Pi: C1 pirenos; C2Pi: C2 pirenos;
BaA: Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno; C1Cr: C1 crisenos; C2Cr: C2 crisenos; BbFI:
Benzo(b)fluoranteno; BkFI: benzo(k)fluoranteno; BePi: Benzo(e)pireno; BaPi: Benzo(a)pireno;
Per: Perileno I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno; DBahA: Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe:
Benzo(ghi)perileno; TERFdi4: para-terfenil_deuteradois; Z16HPAs: somatério dos 16HPAs
prioritarios USEPA; 238HPAs: somatorio dos HPAs totais; ND= n&o detectado.
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Anexo 1. ConcentracBes de HPAs em esponjas (g kg™ peso seco) da Praca XV.
Composto | PXVR1 PXVR2 PXVR3 PXVR4 PXVR5 PXVR6 PXVR7 PXVR8

N ND 11.260 8.332 5.348 5.258 2.008 4.997 4.994
CiIN ND ND ND ND ND ND ND ND
C2N ND 14178 12574  10.339 8.640 9.728 9.349 11.813

C3N 13.422  21.265  13.237 5.934 11.907 21.878 15.214  15.350
C4N 29.001 37.674  26.530 8.074 23.227 44222 32136  29.910

ACF 3.465 3.809 4.669 4.980 3.911 4.590 4.182 3.937
ACE 2.045 5.239 3.315 ND 2.694 3.154 2.740 7.023
F 2.750 3.235 2.862 6.294 2.764 3.977 2.733 6.941

C1F 17.451 22,688 17902 20.231 14.458 21.215 17.633 18.279
C2F 73556  75.408 68.038 66.460 67.215 83.111 75529 62.295
C3F 234.223 283.374 285.530 621.403 254.447 264.479 210.049 198.148
DBT 7.393 7.932 6.276 9.280 6.356 12.356 8.368 7.770
Ci1DBT 44,438 44400 37.672 32528 38.243 61.300 46.829  37.572
C2DBT | 103.304 116.157 94.091 109.632 89.868 141.011 117.927 85.945
C3DBT | 193.570 187.280 177.107 227.286 187.872 207.868 182.370 132.226
Fe 10.078 9.353 8.322 11.630 7.745 13.090 8.441 33.954
CilFe 25.764  27.306 23.748 35.048 22540 35115 29.251  35.292
C2Fe 78.880 85.266 64.548 81.516 74.638 101.020 75.389  71.470
C3Fe 164.165 183.923 157.084 165.230 156.250 194.437 171.288 132.175
CéFe 190.450 195.832 212.325 165.332 152.451 223.713 181.552 156.557

A 5.626 4.001 5.703 6.082 5.190 6.029 4.887 18.326
Fl 69.279  68.623 67.261 61.216 68.462 87.553  74.432  99.599
Pi 63.113  66.997 55258 136.602 59.673 76.028 70.375  96.726

C1Pi 127.406 153.535 140.273 239.360 117.381 155590 127.744 140.967
C2Pi 118.611 132.547 142.669 244.030 133.569 154.515 120.794 126.427
BaA 57.633 67.337 75914 83.135 57.793 74551 55,506  89.822

Cr 72.483  76.409 87.374 105954 69.340 85.767 69.405 84.478
CiCr 86.562  89.422 121.149 122.068 99.628 112.326 90.059  96.838
C2Cr 78.383 92191 112.008 136.176 73.446 102.475 95.273  88.305
BbFI 116.283 111.284 144.264 148.686 114.301 144.983 105.979 122.913

BKFI 58.269 60.293  79.528 66.656 61.182 73.367 57.843  64.504
BePi 67.660 65.485 84.034 88.069 68.396 77.188 66.849 71.436
BaPi 71.649 74809 99.544 103.694 76.487 90.164 66.203  90.613
Per 16.301  16.130 22.339  50.077 17.956 23.839  15.355  18.846
I-Pi 77.416  75.877 100.807 119.173 68.345 100.766 73.822  85.416

DBahA 19.849 22376  29.459  52.833 17,571 26.932 21.199  26.423
BghiPer 65.707 67.214 78378 87.151 64.755 89.162 67.073 74.169

TERFd,, | 132.549* 78.629 80.261 112.972* 68.925 74.269  68.955  65.875

Y16HPAs | 760.556 790.366 932.163 1081.207 751.103 955.333 753.933 974.333
¥38HPAs |2366.187 2580.109 2670.125 3437.507 2303.958 2929.507 2378.775 2447.459

Legenda: N:Naftaleno; CIN: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2
naftalenos; C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; F:
Fluoreno; C1F: C1 fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT: Dibenzotiofeno;
C1DBT: C1 dibenzotiofenos; C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3 dibenzotiofenos; Fe:
Fenantreno; Cl1Fe: C1 fenantrenos: C2Fe: C2 fenantrenos: C3Fe: C3 fenantrenos: C4Fe: C4
fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno; Pi: Pireno; C1Pi: C1 pirenos; C2Pi: C2 pirenos;
BaA: Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno; CI1Cr: C1 crisenos; C2Cr: C2 crisenos; BbFI:
Benzo(b)fluoranteno; BkFI: benzo(k)fluoranteno; BePi: Benzo(e)pireno; BaPi: Benzo(a)pireno;
Per: Perileno I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno; DBahA: Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe:
Benzo(ghi)perileno; TERFdi4: para-terfenil_deuteradois; Z16HPAs: somatério dos 16HPAs
prioritarios USEPA; X£38HPAs: somatoério dos HPAs totais. ND= ndo detectado. *surrogate
adicionado em maior quantidade.
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Anexo |V. Concentracdes de HPAs em esponja (g kg™ peso seco) da Urca.

Composto | UR1 UR2 URS3 UR4 URS URG6 UR7 URS UR9 UR10
N 4,438 4,138 3,897 ND ND 2,176 ND ND ND 2,877
CiIN ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C2N 6,212 8,087 9,359 6,881 6,037 7,843 3,458 7,793 7,701 7,328
C3N 11,552 14,007 18,335 15,532 13,319 13,010 10,304 13,131 13,615 10,210
C4N 34,925 39,479 42,965 39,118 38,898 37,025 28,504 37,857 35716 23,784
ACF ND ND 2,341 2,801 ND ND ND ND ND ND
ACE ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
F ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C1F 8,883 7,631 8,308 9,007 9,299 6,518 4,450 7,437 9,060 4,717
C2F 42948 61,036 73,205 67,015 53,909 52,722 39,266 61,610 63,498 29,971
C3F 264,973 302,819 348,022 330,413 316,912 246,123 232,866 259,393 322,486 180,441
DBT ND ND 2,280 2,769 ND ND ND ND 2,143 ND
CiDBT | 12,800 15,110 19,500 20,941 12,951 16,644 11978 16,840 16,954 8,428
C2DBT | 44,726 50,318 81,062 80,496 55522 67,094 54,447 60,129 75,813 31,921
C3DBT | 66,599 84,479 133,539 159,083 77,105 111,329 83,368 81,633 121,246 50,096
Fe 9,246 8,948 14,011 12,072 7,745 8,491 5,885 7,867 10,013 4,079
CilFe 45,833 46,877 59,482 61,247 46,083 47,211 34,534 43,839 50,302 22,032
C2Fe 193,000 244,188 259,844 264,341 243,597 210,734 176,695 223,384 262,733 96,983
C3Fe 329,304 393,824 438,817 450,098 455,791 364,833 314,008 377,879 478,863 150,694
C4Fe 264,987 301,747 339,398 358,133 360,137 285,812 244,153 287,949 345,841 130,858
A ND ND 2,028 2,277 ND ND ND ND ND ND
Fl 25988 23,605 40,425 32530 23,974 21,666 16,813 24,393 31,043 10,696
Pi 36,649 34,499 47,628 45845 36,198 31,861 21,995 34,920 78,071 15,733
C1Pi 69,108 65904 86,355 91,316 78,268 59,431 55,060 67,259 86,170 30,081
C2Pi 84,801 95501 116,954 110,322 122,756 76,482 67,375 93,169 125,658 36,722
BaA 18,956 14,876 28,295 24,784 18,097 11,919 11,814 13,436 13,021 6,687
Cr 30,418 28,597 44,485 41,411 35,696 31,119 21,614 28,484 33,691 12,800
CiCr 48,050 42,355 57,687 65,040 64,217 40,136 37,407 49,169 49,020 20,896
C2Cr 68,298 53,128 77,617 85604 87,078 57,391 47,811 58,688 69,649 27,474

Legenda: N:Naftaleno; C1N: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2 naftalenos; C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace:
Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; F: Fluoreno; C1F: C1 fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT: Dibenzotiofeno; C1DBT: C1
dibenzotiofenos; C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3 dibenzotiofenos; Fe: Fenantreno; ClFe: C1 fenantrenos: C2Fe: C2 fenantrenos: C3Fe: C3
fenantrenos: C4Fe: C4 fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno; Pi: Pireno; C1Pi: C1 pirenos; C2Pi: C2 pirenos; BaA: Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno;
C1Cr: C1 crisenos; C2Cr: C2 crisenos; ND= nao detectado.
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Composto | UR1 UR2 URS3 UR4 URS URG6 UR7 URS UR9 UR10
BbFI 42,023 35,677 56,748 54,543 45349 36,461 27,595 37,122 33,596 17,067
BkFI 16,781 16,434 23,444 21,550 17,082 14,380 11,077 15,188 12,382 7,177
BePi 24,272 21,048 33,597 32,260 26,477 21,156 17,028 21,973 24,446 10,290
BaPi 19,083 16,498 33,100 31,024 22,087 17,372 14,000 20,022 18,022 10,018
Per 4,859 3,935 6,840 6,563 4,246 3,969 2,106 4,432 3,538 1,424
I-Pi 33,094 27,759 39,493 45617 36,737 26,468 20,728 30,238 27,798 11,859

DBahA 7,648 7,146 10,006 11,375 9,017 6,678 4,797 7,329 6,143 3,152

BghiPer | 29,988 25,763 42,193 42,738 37,701 27,104 20,941 27,221 35,182 12,272

TERFdy, | 54,114 63,350 64,114 55,933 128,289* 50,209 53,808 103,990* 52,645 26,278

Z16HPAs | 274,312 243,941 388,092 368,566 289,681 235,696 177,259 246,219 298,962 114,418

3 38HPAs | 1900,622 2095,411 2601,259 2624,745 2362,284 1961,160 1642,064 2019,784 2463,413 988,770

Legenda:

BbFI: Benzo(b)fluoranteno; BkFI: benzo(k)fluoranteno; BePi: Benzo(e)pireno; BaPi: Benzo(a)pireno; Per: Perileno I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno; DBahA:

Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno; TERFd14: para-terfenil_deuteradois; £16HPAs: somatério dos 16HPAs prioritarios USEPA; Z38HPAs:
somatério dos HPAs totais; ND= ndo detectado. *surrogate adicionado em maior quantidade.
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Anexo V. Concentracdes de HPAs em &gua e filtro de campo (T0) (ng L™).

Composto | Agua-R1 Agua-R2 Agua-R3 _Fitro-R1 Filtro-R2
N ND ND 5,555 ND ND
CIN ND ND ND ND ND
C2N ND ND ND ND ND
C3N ND ND 2,096 3,622 2,053
C4N ND ND 2,041 5,155 2,959
ACF ND ND ND ND ND
ACE ND ND ND ND ND
F ND ND ND ND ND
ClF ND ND ND 2,393 ND
C2F ND ND ND 7,411 4,993
C3F ND ND ND 30,809 22,405
DBT ND ND ND ND ND
C1DBT ND ND ND 3,035 2,168
C2DBT ND ND ND 9,942 7,369
C3DBT 2,609 2,005 ND 17,538 12,380
Fe 5,707 5,786 3,685 7,000 4,863
ClFe 3,940 4,131 ND 9,250 7,266
C2Fe 4,931 5,323 2,516 21,949 16,459
C3Fe 4,938 4,415 2,453 27,571 19,117
C4Fe 4,223 3,471 2,124 34,964 27,803
A ND ND ND ND ND
FI 15,655 15,437 6,725 17,016 13,227
Pi 13,918 12,761 6,064 16,142 14,234
C1Pi 6,991 6,334 3,149 13,800 10,334
C2Pi 4,199 3,435 ND 13,015 9,694
BaA 7,996 8,525 3,405 8,903 7,287
Cr 8,733 9,437 3,163 7,547 6,127
Ci1Cr 4,869 5,006 ND 10,249 6,032
C2Cr 4,004 3,531 ND 11,936 6,566
BbFI 8,278 10,839 5,789 13,784 11,440
BkFI ND ND 2,141 5,875 4,735
BePi 7,636 6,812 2,677 7,047 5,390
BaPi 7,226 7,503 4,244 10,615 8,761
Per ND ND ND 2,538 ND
I-Pi ND ND 3,393 11,276 8,886
DBahA ND ND ND 2,545 2,170
BghiPer 7,510 8,045 3,725 12,692 9,830
TERFdy4 47,412 52,967 72,884 68,610 67,879
S16HPAs | 82,658 85144 50,565 120,441 96,951
X38HPAs 123,361 122,796 64,943 345,617 254,549

Legenda: N:Naftaleno; C1IN: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2 naftalenos;
C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; F: Fluoreno; C1F: C1
fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT: Dibenzotiofeno; C1DBT: C1 dibenzotiofenos;
C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3 dibenzotiofenos; Fe: Fenantreno; ClFe: C1 fenantrenos:
C2Fe: C2 fenantrenos: C3Fe: C3 fenantrenos: C4Fe: C4 fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno;
Pi: Pireno; C1Pi: C1 pirenos; C2Pi: C2 pirenos; BaA: Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno; C1Cr: C1
crisenos; C2Cr: C2 crisenos; BbFI: Benzo(b)fluoranteno; BkFIl: benzo(k)fluoranteno; BePi:
Benzo(e)pireno; BaPi: Benzo(a)pireno; Per: Perileno I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno; DBahA:
Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno; TERFdi4: para-terfenil_deuteradois; X16HPAs:
somatorio dos 16HPAs prioritarios USEPA; £38HPAs: somatério dos HPAs totais; ND= néo detectado.
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Anexo V1. Concentracdes de HPAs em tecido de esponjas durante o ensaio de depuracéo (pg kg™ peso seco).

Composto TOh TOh TOh T24h T24h T24h T48h T48h T48h T72h T72h
N 2.008 3.574 ND ND ND 2.085 2.927 2.508 2.572 4.867 ND
CIN 2.930 6.622 5.495 2.528 3.138 3.358 6.615 3.637 3.5624 7.129 4.949
C2N 4.422 21.205 36.342 13.470 8.249 15.118 15.479 24.899 19.010 27.377 31.323
C3N 5.579 15.548 11.432 7.942 7.265 6.343 8.429 7.482 8.053 7.885 9.758
C4N 8.319 36.381 29.834 19.860 18.820 13.425 18.017 21.616 16.999 16.296 23.253
ACF 5.346 4.449 3.150 3.301 2.042 2.013 2.255 2.328 2.776 2.424 3.669
ACE ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
F ND 3.807 2.227 2.213 2.402 ND ND 2.171 ND ND ND
ClF 3.385 5.902 3.377 3.260 2.775 2.464 2.906 4.689 2.866 2.885 3.749

C2F 17.829 26.697 23.188 21.111 20.824 16.559 18.712 24.925 15.400 15.359 18.101

C3F 75.926 94.394 58.525 113.981 69.278 63.275 113.255  134.635 75.057 74.788 129.377
DBT ND 3.136 2.340 ND 2.422 ND ND ND ND ND ND
C1DBT 7.732 21.445 16.382 14.527 17.374 10.916 18.779 16.607 8.297 9.577 12.992
C2DBT 39.557 102.139 63.594 75.629 83.748 54.193 82.022 74.225 48.704 62.317 64.175
C3DBT 67.345 178.815 111586 130.981 146.292 123.275 148,956  129.545 78.462 118.273  147.855
Fe 11.255 34.704 14.638 14.887 13.936 8.179 16.255 17.539 6.747 8.111 7.982
ClFe 29.451 69.455 32.539 38.087 39.038 28.883 34.308 29.590 20.787 26.694 27.650
C2Fe 93.269 233.480 117.639 154.313 160.917 149.842 149.103  130.781 96.251 125.184  190.283
C3Fe 132.542  305.937 169.166 236.323 223.072 256.883 235.089 249.525 165.214 202.729  313.235
C4Fe 105.136  251.557 179.236 212.621 202.246 217.063 201.107 171938 136.279 210.808 226.461
A 6.477 12.819 4.602 5.687 4.697 3.150 5.960 3.887 2.598 3.321 3.958
FI 45.211 77.257 30.308 38.976 30.857 21.637 40.508 59.310 21.195 22.054 26.668
Pi 52.499 65.624 43.196 48.885 37.502 20.877 37.011 195.257 20.919 26.202 44.298
C1Pi 47.266 69.523 42.736 51.481 50.987 30.161 38.902 31.450 34.353 37.889 48.413
C2Pi 60.442 85.099 65.401 76.811 76.010 45.927 60.988 59.362 49.188 63.995 88.221
BaA 33.641 41.359 20.476 28.804 15.033 10.688 18.330 17.985 14.102 14.208 17.501
Cr 34.687 41.821 26.435 30.363 20.244 16.185 22.785 19.197 19.088 21.769 30.686
ClCr 47.603 55.271 55.193 50.515 44.144 29.555 42.437 43.509 35.501 47.123 58.273
C2Cr 60.837 81.446 77.187 84.085 74.897 47.884 61.413 97.651 52.880 87.320 79.088
Legenda:

N:Naftaleno; C1N: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2 naftalenos; C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace:
Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; F: Fluoreno; C1F: C1 fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT: Dibenzotiofeno; C1DBT: C1
dibenzotiofenos; C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3 dibenzotiofenos; Fe: Fenantreno; C1Fe: C1 fenantrenos: C2Fe: C2 fenantrenos:
C3Fe: C3 fenantrenos: C4Fe: C4 fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno; Pi: Pireno; C1Pi: C1 pirenos; C2Pi: C2 pirenos; BaA:
Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno; C1Cr: C1 crisenos; C2Cr: C2 crisenos; ND= ndo detectado.
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Anexo V1. Concentracdes de HPAs em tecido de esponja durante o ensaio de depuracéo (g kg™) (continuacio).
Composto | TOh TOh TOh T24h T24h T24h T48h T48h T48h T72h T72h
BbFI 71321 74606  55.616  56.131  41.176  30.747  48.087  43.814  39.945 45286  59.502
BKFI 19.903  22.847  16.992  16.892  11.639 8.161 14.314 11285  10.610  13.041  17.029
BePi 30.714  34.403  27.689 26519  19.730  13.423  21.263  19.753  19.091  22.664  26.134
BaPi 38.969  41.767 25946  26.600  15.084  15.671 25827 23557  19.662  21.326  29.328
Per 7.636 7.949 7.688 5.716 4,506 3.674 6.461 5.788 4,905 6.184 7.288
I-Pi 54,601  57.277  47.717  50.848  34.935  29.461  40.922 34250 38595  40.612  47.491
DBahA | 19.417 21724 16817  17.091  14.888  12.809  17.203 15704  17.613  18.273  16.893
BghiPer | 43.119 48125 39.335  40.774 29541  26.837  31.023 28878 35308 35035  40.017
TERFd;, | 58958 57.136  58.877  61.239 44578 58502  61.871  60.108  62.768 45996  59.457
T16HPAs | 469.167 582.355 372.918 405.759 291.304 221.923 344.671 495252 270.821 299.192  371.154
¥38HPAs | 1286.374 2258.164 1484.024 1721.213 1549.708 1340.722 1607.648 1759.176 1142553 1449.006 1855.596
Legenda:

BbFI: Benzo(b)fluoranteno; BKFI: benzo(k)fluoranteno; BePi: Benzo(e)pireno; BaPi: Benzo(a)pireno; Per: Perileno I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno;
DBahA: Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno; TERFdi4: para-terfenil_deuterado:s;
prioritarios USEPA; £38HPAs: somatorio dos HPAs totais; ND= ndo detectado

216HPAs: somatério dos 16HPAs
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Anexo VII. Concentragdes de HPAs em tecido de esponja durante o ensaio de depuracéo (ug kg™ peso seco).

Composto T72h T96h T96h T96h T7d T7d T7d T10d T10d T14d T14d
N 5.116 3.968 2.248 3.212 ND 4.018 2.233 ND 3.864 4.940 ND
CIN 6.885 6.839 6.700 8.648 5.161 7.341 2.960 3.444 6.606 6.739 2.850
C2N 24.340 36.524 34.972 43.371 35.375 34.067 21.910 6.406 20.593 18.544 19.210
C3N 10.169 7.621 12.166 13.937 11.269 11.118 10.396 8.343 9.602 6.643 5.065
C4N 24.130 18.034 ND 44.207 25.609 27.920 23.188 16.598 16.774 9.918 14.551
ACF ND ND 2.454 3.354 2471 3.354 2.771 2.924 4,737 2.339 2.010
ACE ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
F ND ND ND 2.580 1.841 ND 1.885 2.525 2.228 ND ND
ClF 2.924 3.371 3.506 4.275 3.783 3.561 3.548 4.353 3.393 ND 2.537
C2F 24.045 10.144 27.336 28.250 25.465 12.183 11.018 18.291 16.486 10.954 9.799
C3F 119.996 84.165 103.554 102.909 112.728 98.826 73.962 87.944 76.526 49,188 57.281
DBT ND ND ND 2.138 ND ND 1.287 1.854 ND ND ND
C1DBT 12.669 7.945 12.420 15.665 12.737 10.845 11.440 9.080 9.815 5.680 5.989
C2DBT 78.144 48.197 60.281 62.712 63.284 54.485 47.305 35.400 51.693 23.959 32.230
C3DBT 128.738  106.937 100.428 119.971  130.732 94.769 83.145 4.820 92.018 44.430 59.478
Fe 6.796 7.969 8.055 13.695 9.302 9.097 10.967 13.943 11.106 6.393 4.826
ClFe 30.074 21.824 22.959 35.127 23.777 28.838 24.037 23.329 20.481 12.696 11.023
C2Fe 149.750 107.115 130.522 112.477 131.145 115.069 75.510 61.425 81.652 60.747 52.690
C3Fe 227.727 172119 221.648 197.228 228.668 199.585 156.005 113.021 150.532 108.134 108.493
C4Fe 185.421 165.338 189.084 218.665 206.652  184.567 172.050 107.600 159.721  127.813 113.798
A 2.922 2.689 2.973 5.181 3.013 4.163 3.699 4.409 4.547 2.986 2.256
FI 16.942 20.888 19.069 29.971 22.236 23.807 25.486 35.400 33.055 17.152 13.130
Pi 27.419 49.409 29.095 41.290 30.577 33.137 45.382 62.139 56.346 29.054 25.823
C1Pi 37.525 41.744 49.806 55.083 46.646 48.185 35.072 32.469 43.897 24.931 26.454
C2Pi 83.607 74.610 70.563 98.861 72.476 66.043 77.410 54.532 72.836 48.761 46.539
BaA 12.061 15.297 18.897 20.683 15.382 20.118 17.151 20.681 15.523 9.687 8.619
Cr 21.950 24.688 22.990 30.158 23.779 27.141 23.167 25.402 29.155 17.742 15.206
ClCr 52.717 56.387 48.384 57.956 58.966 51.814 47.232 37.273 42.380 29.126 33.004
C2Cr 102.931 91.027 88.269 128.813 92.686 85.744 99.027 65.168 77.878 58.438 62.545
Legenda:

N:Naftaleno; C1N: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2 naftalenos; C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace:
Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; F: Fluoreno; C1F: C1 fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT: Dibenzotiofeno; C1IDBT: C1
dibenzotiofenos; C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3 dibenzotiofenos; Fe: Fenantreno; C1Fe: C1 fenantrenos: C2Fe: C2 fenantrenos:
C3Fe: C3 fenantrenos: C4Fe: C4 fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno; Pi: Pireno; C1Pi: C1 pirenos; C2Pi: C2 pirenos; BaA:
Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno; C1Cr: C1 crisenos; C2Cr: C2 crisenos; ND= ndo detectado.
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Anexo VII. Concentragdes de HPAs em tecido de esponja durante o ensaio de depuracéo (ug kg™) (continuacdo).
Composto |  T72h T96h T96h T96h T7d T7d T7d T10d T10d T14d T14d
BbFI 39.017  49.011 47130  57.555  49.994  53.025  59.505  53.748  65.024 42708  42.676
BKFI 11.392 12993 14875  17.150  14.674 15359  18.926  16.269  18.235 12559  11.232
BePi 20.773 24670  22.799  30.124  23.898  23.394 28996  24.900  33.035  18.952  18.763
BaPi 18.687 21504  21.005  33.310 21.978  24.815 22098 23370  37.230  17.297  19.152
Per 4.811 4,772 3.232 12.228 8.083 6.363 8.455 6.638 7.112 3.923 4.201
I-Pi 30939  37.164 38782  50.266  43.286  44.754 48366  51.968 65210  40.593  41.071
DBahA | 16.874 15729  17.195  17.013 15926  16.949  19.423  16.814 22970  16.504  17.120
BghiPer | 26.281  30.672  33.630 42193  37.140 33.008 34783 42760 57.895 34513  34.310
TERFdy, | 47560  56.365  63.523  59.323  61.985  52.167  47.885 55593  54.623  50.387  51.933
16HPAs | 257.170 316.653 301.196 395.155 313.657 336.138 362.952 394.726  457.933  273.421  256.193
¥38HPAs | 1563.771 1381.365 1487.027 1760.253 1610.741 1477.461 1349.795 1095.238 1420.155 924.046  923.929
Legenda:

BbFI: Benzo(b)fluoranteno; BKFI: benzo(k)fluoranteno; BePi: Benzo(e)pireno; BaPi: Benzo(a)pireno; Per: Perileno I-Pi: Indeno(1,2,3-

cd)pireno; DbahA: Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno; TERFd14: para-terfenil_deuteradois;

16HPAs prioritarios USEPA; £38HPAs: somatério dos HPAs totais; ND = néo detectado.

216HPAs: somatério dos
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Anexo XIV. Concentracdes de HPAs em amostras de &gua e filtro — TO (ng L™).

Composto | Agua-R1 Agua-R2 Agua-R3  Filtro

N ND ND 2.104 ND
CiIN ND ND ND ND
C2N 2.481 ND 2.130 ND
C3N 2.849 2.044 3.088 2,224
C4N 3.310 2.922 4.327 4,021
ACF ND 2.689 ND ND
ACE ND ND ND ND

F ND ND ND ND
C1F ND ND ND 7,598
C2F 2.974 3.596 3.702 28,977
C3F 23.553 27.146 26.746 77,476
DBT ND ND ND 0,863

C1DBT ND ND ND 2,958

C2DBT 2.441 3.503 3.929 12,235
C3DBT 3.417 6.064 5.349 15,383

Fe ND ND 3.575 14,942
CilFe ND 6.744 9.365 24,610
C2Fe 3.922 13.069 14.341 38,258
C3Fe 3.276 11.091 10.940 148,957
C4Fe 2.691 7.462 6.694 42,218

A ND ND ND 3,188

FI ND 44.827 20.700 34,168

Pi ND 62.141 17.372 44,663
C1Pi ND 33.926 17.701 37,207
C2Pi ND 13.376 10.456 21,729
BaA ND 35.214 12.594 21,864

Cr ND 32.909 10.846 19,080
CiCr ND 14.314 7.532 12,730
C2Cr ND 4.494 3.830 5,660
BbFI ND 43.889 12.493 20,193
BkFI ND 19.033 6.022 7,947
BePi ND 27.936 6.067 12,418
BaPi ND 44.528 9.492 19,978

Per ND 8.966 ND 3,251
I-Pi ND 30.900 5.918 15,278
DBahA ND 5.773 1.919 3,496
BghiPer ND 32.066 5.203 14,633

TERFdy4 79.330 93.174  147.055 89,122
216HPAs 0.000 381.905 114.304 231,849
238HPAs 50.914  540.622 244.434 718,204

Legenda: N:Naftaleno; C1IN: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2
naftalenos; C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno;
F: Fluoreno; C1F: C1 fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT:
Dibenzotiofeno; C1DBT: C1 dibenzotiofenos; C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3
dibenzotiofenos; Fe: Fenantreno; C1Fe: C1 fenantrenos: C2Fe: C2 fenantrenos: C3Fe: C3
fenantrenos: C4Fe: C4 fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno; Pi: Pireno; C1Pi: C1
pirenos; C2Pi: C2 pirenos; BaA: Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno; C1Cr: C1 crisenos; C2Cr:
C2 crisenos; BbFIl: Benzo(b)fluoranteno; BkFI: benzo(k)fluoranteno; BePi: Benzo(e)pireno;
BaPi:  Benzo(a)pireno; Per: Perileno I-Pi:  Indeno(1,2,3-cd)pireno; DBahA:
Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno; TERFd14: para-terfenil_deuteradois;
216HPAs: somatério dos 16HPAs prioritarios USEPA; X38HPAs: somatorio dos HPAs
totais; ND= ndo detectado.
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Anexo XV. Concentracdes de HPAs em agua de alguns aquérios (ng L™).

T72 sem T96 sem
Composto esponja esponja U 120
N 5,010 2,655 ND 6,036
CIN ND ND ND ND
C2N 4,899 2,909 3,269 4,162
C3N 5,019 3,115 3,159 4,741
C4N 4,981 2,164 4,625 3,313
ACF ND ND ND ND
ACE ND ND ND ND
F ND ND ND ND
ClF ND ND ND ND
C2F 4,435 2,710 4,856 2,521
C3F 82,022 53,915 90,612 47,247
DBT ND ND ND ND
C1DBT ND ND ND ND
C2DBT 6,174 3,644 3,819 2,789
C3DBT 8,091 8,831 8,807 16,311
Fe 2,709 3,111 ND 2,028
ClFe ND ND ND ND
C2Fe 3,092 ND 2,396 ND
C3Fe 2,080 ND ND ND
C4Fe 2,392 2,662 ND ND
A ND ND ND ND
FI ND ND ND ND
Pi ND ND ND ND
C1Pi 137,770 40,676 5,357 6,417
C2Pi 5,732 ND 2,003 ND
BaA ND ND ND ND
Cr 28040,188 12961,040 2127,308 2606,099
CiCr 112,930 29,723 4,344 3,543
C2Cr ND ND ND ND
BbFI ND ND ND ND
BkFI ND ND ND ND
BePi ND ND ND ND
BaPi ND ND ND ND
Per ND ND ND ND
I-Pi ND ND ND ND
DBahA ND ND ND ND
BghiPer ND ND ND ND
TERFd4 79,444 67,588 61,964 64,432
216HPAs 28047,906 12966,806 2127,308 2614,164
Y38HPAs 28427524 13117,155 2260,556 2705,208

Legenda: N:Naftaleno; C1N: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2
naftalenos; C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno;
F: Fluoreno; C1F: C1 fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT:
Dibenzotiofeno; C1DBT: C1 dibenzotiofenos; C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3
dibenzotiofenos; Fe: Fenantreno; C1Fe: C1 fenantrenos: C2Fe: C2 fenantrenos: C3Fe: C3
fenantrenos: C4Fe: C4 fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno; Pi: Pireno; C1Pi: C1
pirenos; C2Pi: C2 pirenos; BaA: Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno; C1Cr: C1 crisenos; C2Cr:
C2 crisenos; BbFl: Benzo(b)fluoranteno; BkFI: benzo(k)fluoranteno; BePi: Benzo(e)pireno;
BaPi:  Benzo(a)pireno; Per: Perileno I-Pi:  Indeno(1,2,3-cd)pireno;  DBahA:
Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno; TERFd14: para-terfenil_deuteradois;
216HPAs: somatdrio dos 16HPAs prioritarios USEPA; £38HPAs: somatério dos HPAs
totais; ND= ndo detectado.
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Anexo XVI. Concentracdes de HPAs em tecido do mesmo individuo (ug kg™ Peso

Seco).

Composto TOindiv_ T24indiv__ T48indiv_ T72indiv__ T96indiv
N 8,099 5,328 7,160 8,023 11,320
CiIN 6,145 2,252 5,201 3,437 6,404
C2N 57,211 28,446 32,366 32,158 39,175
C3N 11,497 8,091 11,213 14,620 12,580
C4N 19,588 12,482 14,110 19,020 19,850
ACF ND ND ND ND ND
ACE ND ND ND ND ND
F ND ND ND 3,165 ND
C1F 5,795 5,215 5,044 6,599 5,667
C2F 22,092 18,451 26,946 22,375 27,836
C3F 62,457 70,429 91,199 77,332 73,180
DBT ND ND ND ND ND
Ci1DBT 5,649 3,449 4,913 7,020 4,987

C2DBT 16,375 8,250 15,102 12,689 15,691
C3DBT 26,591 15,196 30,695 22,533 22,644

Fe 10,826 14,324 13,094 16,472 11,256
CilFe 17,169 16,116 15,313 15,428 15,231
C2Fe 51,617 40,793 43,319 32,467 41,191
C3Fe 289,681 333,982 481,045 157,663 307,747
C4Fe 60,591 43,929 17,742 45,594 39,730

A ND 1,890 1,473 ND ND

Fl 6,809 12,507 10,046 25,716 7,663

Pi 6,660 11,230 8,187 72,753 7,398
C1Pi 11,979 40,969 53,747 48,466 55,732
C2Pi 15,077 11,508 13,425 9,128 11,923
BaA ND 3,433 ND ND ND

Cr 22,550  4729,952 6173,199 6499,003 7992,754
CiCr 9,719 27,264 35,879 34,514 37,472
C2Cr 9,526 5,232 5,410 6,111 6,075
BbFI 5,351 6,161 4,498 4,713 4,193
BKFI 2,143 2,494 1,684 ND ND
BePi 3,696 3,172 2,543 13,079 2,172
BaPi 2,864 4,145 3,160 7,697 ND

Per ND ND ND ND ND

I-Pi 6,916 3,942 4,159 10,028 4,936

DBahA 1,607 ND ND ND ND

BghiPer 4,762 4,602 5,052 44,115 7,438
TERFdy4 87,101 70,407 80,547 78,622 104,590

216HPAs 82,281  4803,181 6234,256 6701,600 8049,130
238HPAs 781,041 5495236 7136,927 7271,919 8792,244

Legenda: N:Naftaleno; C1N: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2
naftalenos; C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno;
F: Fluoreno; C1F: C1 fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT:
Dibenzotiofeno; C1DBT: C1 dibenzotiofenos; C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3
dibenzotiofenos; Fe: Fenantreno; C1Fe: C1 fenantrenos: C2Fe: C2 fenantrenos: C3Fe: C3
fenantrenos: C4Fe: C4 fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno; Pi: Pireno; C1Pi: C1
pirenos; C2Pi: C2 pirenos; BaA: Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno; C1Cr: C1 crisenos; C2Cr:
C2 crisenos; BbFl: Benzo(b)fluoranteno; BkFI: benzo(k)fluoranteno; BePi: Benzo(e)pireno;
BaPi:  Benzo(a)pireno; Per: Perileno I-Pi:  Indeno(1,2,3-cd)pireno;  DBahA:
Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno; TERFd14: para-terfenil_deuteradois;
216HPAs: somatdrio dos 16HPAs prioritarios USEPA; £38HPAs: somatério dos HPAs
totais; ND= ndo detectado.
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Anexo XVII. Concentragdes de HPAs em tecido de individuos diferentes (ug kg™
peso seco).

Composto T0 124 T48 172 T96
N 4.560 4.507 5.267 11.221 6.684
CiIN 4.379 3.851 4.589 8.283 4.177
C2N 52.902 58.852 55.335 80.744 215.764
C3N 9.966 10.865 10.933 17.775 26.322
C4N 12.532 22.219 16.041 19.848 24.390
ACF ND ND ND ND ND
ACE ND ND ND ND ND
F ND ND ND ND ND
C1F 4.719 6.852 6.498 7.168 9.486
C2F 21.604 23.414 23.257 32.074 37.473
C3F 67.933 129.182 63.228 98.644 169.168
DBT ND ND ND ND ND
Ci1DBT 5.233 5.764 5.441 7.288 8.917

C2DBT 22.618 20.111 19.520 25.209 18.731
C3DBT 27.510 28.103 26.475 37.560 24.162

Fe 8.546 14.494 11.176 15.220 11.407
CilFe 18.394 20.821 15.851 19.746 20.361
C2Fe 68.802 53.035 55.638 76.778 206.380
C3Fe 814.222 685.047  389.715  300.193  173.701
C4Fe 111.148 75.779 61.101 54.921 93.975

A ND ND 1.800 ND ND

Fl 7.112 10.417 9.783 13.049 10.765

Pi 9.939 13.457 11.253 21.583 11.676
C1Pi 22.003 88.872 159.326  169.904  174.986
C2Pi 21.788 20.741 16.337 21.315 21.522
BaA ND ND ND ND ND

Cr 34.597  10330.057 16140.277 18172.636 16027.180
CiCr 7.323 62.072 103.148  124.294  126.470
C2Cr 10.661 9.236 9.328 16.039 9.529
BbFI 4.961 5.919 5.857 8.274 4.985
BKFI 2.737 1.938 2.706 3.898 2.388
BePi 2.224 3.411 3.560 5.225 3.441
BaPi 1.897 3.506 2.929 3.986 1.795

Per ND 1.674 ND 1.603 ND

I-Pi 6.861 7.487 6.619 11.483 5.974
DBahA 1.993 ND ND 1.907 ND
BghiPer 5.947 7.254 7.114 13.378 9.842

TERFdy4 78.254 96.176 87.016 88.761 78.327

216HPAs 91.373  10402.445 16207.439 18280.907 16096.135
338HPAs | 1395.113 11728.933 17246.482 19399.492 17461.650

Legenda: N:Naftaleno; C1N: C1 naftalenos (1-Metilnaftaleno e 2-Metilnaftaleno); C2N: C2
naftalenos; C3N: C3 naftalenos; C4N: C4 naftalenos; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno;
F: Fluoreno; C1F: C1 fluorenos; C2F: C2 fluorenos; C3Flu: C3 fluorenos; DBT:
Dibenzotiofeno; C1DBT: C1 dibenzotiofenos; C2DBT: C2 dibenzotiofenos; C3DBT: C3
dibenzotiofenos; Fe: Fenantreno; C1Fe: C1 fenantrenos: C2Fe: C2 fenantrenos: C3Fe: C3
fenantrenos: C4Fe: C4 fenantrenos; Ant: Antraceno; Fl: Fluoranteno; Pi: Pireno; C1Pi: C1
pirenos; C2Pi: C2 pirenos; BaA: Benzo(a)antraceno; Cr: Criseno; C1Cr: C1 crisenos; C2Cr:
C2 crisenos; BbFl: Benzo(b)fluoranteno; BkFI: benzo(k)fluoranteno; BePi: Benzo(e)pireno;
BaPi:  Benzo(a)pireno; Per: Perileno I-Pi:  Indeno(1,2,3-cd)pireno;  DBahA:
Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno; TERFd14: para-terfenil_deuteradois;
216HPAs: somatdrio dos 16HPAs prioritarios USEPA; £38HPAs: somatério dos HPAs
totais; ND= ndo detectado.
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