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RESUMO

A Baia de Guanabara (BG), segunda maior baia dwralitbrasileiro possui
extensdo que engloba praticamente toda a Regidaooptditana do Estado do Rio
de Janeiro. Esta baia se destaca por ser um estusgndo, desta forma, um
ambiente particularmente fértil que abriga uma iseservariedade de formas
marinhas que se alimentam, crescem e se reprodueste local. Entretanto, esta
Baia, € um ecossistema eutrofizado e sujeito aagoimtacdo quimica de diversas
origens, como por Hidrocarbonetos Policiclicos Aétimos (HPAs) oriundos
principalmente das atividades petroliferas intensasstentes nesta Baia. Estes
compostos tém potencial mutagénico e genotoxicémalde representar uma
ameaca ao ecossistema aquatico como um todo ensigdes prolongadas. Desta
forma, a utilizacdo de biomarcadores em peixessemqmostrado bastante eficaz na
avaliacdo dos efeitos da contaminacéo por estaselde compostos. Diante disso,
0 objetivo principal deste estudo foi avaliar o gqutial do uso de metabdlitos de
HPAs em biles de peixes como biomarcador da contagdio por esta classe de
compostos. Para tanto, foram utilizadas duas eepéde peixesChilomycterus
spinosus spinosus (Baiacu-de-espinho) Blicropogonias Furnieri (Corvina). Estas
espécies foram coletadas na Baia de Guanabaraipu I{aegido controle). O
metodo para esta avaliagcdo baseou-se na fluoresc@estes compostos. Nas
biles dos peixes coletados foram analisados os bndétas de Naftaleno, Pireno,
Benzo(a)pireno através do método de Fluorescéndea HFF) e o 1 -
Hidroxipireno por Fluorescéncia Sincronizada (SFS8)Em disso, foi avaliada a
influéncia de parametros biolégicos e biométricosmo sexo e comprimento dos
peixes, na determinacdo destes metabdlitos. Avadmainda o Fator de Condicéo
para Baiacu e Corvina de ambas as regides. Da mdemmaa, pretendeu-se
observar se havia alteracdo da variabilidade dodoslade determinacdo dos
metabolitos através de sua normalizacao pelas iprdebiliares totais. A partir da
determinacdo de HPAs em Corvina foi encontrada rdifea estatisticamente
significativa entre a Baia de Guanabara e ltaiptaps metabodlitos de Pireno e
Benzo(a) pireno e para o 1l-Hidroxipireno. Na avgdi@ realizada em Baiacu
observou-se diferenca significativa entre BG epltiadapenas para os metabadlitos de

Naftaleno. Entretanto, ap0s a normalizacdo desseosl pelas proteinas biliares,
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observou-se para Corvina, diferencas significatipasa todos os metabdlitos de
HPA em estudo; para Baiacu néo foi mais observafdaehca significativa para as
regides estudadas. No que se refere aos parantatilggjicos e biométricos, tanto

0 Sexo quanto o comprimento, ndo mostraram teu@mtia sobre a determinacao
dos metabdlitos de HPAs. Foi ainda observada difgaesignificativa entre BG e

Itaipu, tanto para Baiacu como para Corvina, no sgigefere a avaliacdo do Fator
de Condicdo. De forma geral, observou-se que argehacdo dos metabdlitos de
HPAs em biles de peixes pode ser uma ferramentian@ti monitoramento da

contaminacdo ambiental por esta classe de contat@aanostrando-se apropriada

para este tipo de avaliacao.
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ABSTRACT

Guanabara Bay (GB), the second largest bay in tha&ziBan Coast, encloses
nearly all metropolitan region of Rio de Janeir@atgt GB it is an estuary, being
the habitat for reproduction and growth of manya@ps, including fishes. It is a
particularly fertile environment, which receives amormous variety of marine
species, which feed, grow and reproduce in thatllo&imultaneously GB is an
euthrophized ecosystem, subjected to chemical coim@ion from different
origins, as Polycyclic Aromatic Hidrocarbons (PAH&Rt mainly originated from
intensive petroleum related activities on the Balis compounds have mutagenic
and genotoxic potential, and represent also a thieshe aquatic ecosystem as an
all on long term exposure. In this way, the useébmfmarkers in fishes has shown
to be efficient on the evaluation of the effectsamntamination by this class of
compounds. In face of that, the principal objectofehis study was to evaluate the
potentiality of using PAHs metabolites from fishlédias biomarker of the
contamination by this class of compounds. For tived fish species were used:
Chilomycterus spinosus spinosus (Baiacu-de-espinho) @&licropogonias Furnieri
(Corvina). Fish were sampled at GB and Itaipu astiad region. The evaluation
method is based on the fluorescence arising fronH®And its metabolites. Fish
bile were analyzed for metabolites originated frawaphthalene, Pyrene and
Benzo(a)pyrene by Fixed Fluorescence (FF) and 1lrbtyiggyrene by Synchronous
Fluorescence (SFS). Furthermore, the influence dadlolgical and biometric
parameters, as sex and length, on metabolites metation was also evaluated.
Condition Factor for Baiacu and Corvina from bo#ygions was also evaluated. In
the same way, the evaluation of the change on tmgability of the data from
metabolites determination by total biliary protemmrmalization was pretended.
From the determination of PAHs in Corvina, statiati difference was found
between GB and Itaipu for Pyrene and Benzo(a)pymeéabolites and also for 1-
Hydroxypyrene. From the evaluation on Baiacu stat@é significant differences
between GB and Itaipu was only found for Naphthalemetabolites. After
normalization of these data by biliary proteinsy foorvina significant statistical
differences were found for all PAHs metabolites endtudy. Regarding biological

and biometric parameters, both sex and length, it show any influence on
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metabolites determination. A significant statisticafference was observed from
GB to Itaipu, both for Baiacu and Corvina, relativeCondition Factor. Generally,
it was observed that metabolites determinationish bile can be a useful tool on
monitoring environmental contamination by this dasf pollutants, furthermore

showing to be adequate for this kind of monitoring.
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1-INTRODUCAO

1.1 — Importancia dos ambientes aquaticos

Os oceanos cobrem aproximadamente 71% da supelfigianeta, tendo papel
dominante nos processos biogeoquimicos, quer ealaelral, regional ou global
Estes ecossistemas abrigam grande diversidade rdg, secluindo algas, bactérias,
macrdfitas, artropodes (crustaceos e insetos) &hrados’. Em torno de 80% da
producdo de oxigénio da Terra € realizada por ltogons provenientes dos
ecossistemas marinhos. Ressalta-se, ainda, que d@0%da a populacdo marinha
advém de areas costeiras, sobretudo das zonasalrapisubtropical. Essas areas
costeiras sao essenciais a manutencdo da biodiadesi proporcionando locais de

reproducéo, desenvolvimento e crescimento paramagpécies

A diversidade e produtividade dos ecossistemas nimagi sdo igualmente
importantes para a sobrevivéncia e o bem-estar mantgstes habitats fornecem fonte
de alimento e de renda para as populagbes, musmulais vivem das atividades
pesqueiras, 0 que torna a pesca um importante tsupoondmico e social para varias
regides’.

O Brasil € um pais que apresenta ambientes mariobiwgplexos e Unicos
abrigando um mosaico de ecossistemas de alta neilav@mnbiental. Ao longo do litoral
brasileiro podem ser encontrados manguezais, gestirdunas, praias, ilhas, costbes
rochosos, baias, brejos, falésias, estudrios,egedi® corais, eté. Alguns destes
ecossistemas sdo extremamente importantes do gentsta ecoldgico, econémico e
social, como, por exemplo, os estuarios. Estes emrtds sdo, por definicdo, corpos
d’agua formados quando a agua doce oriunda doseiosistura com aguas salgadas
vindas do oceano. Esta mistura de agua doce edsalg@a um ambiente Unico
abundante em nutrientes, contribuindo para umaupiradade bioldgica extremamente
alta °. Os estuarios sdo o habitat para a reproducdcsendelvimento de diversas
espécies, incluindo diversos peixes, 0s quais migoara oS estuarios durante seus
periodos de reproducéo

O litoral sudeste brasileiro estende-se do Rec@nBaiano até Sdo Paulo. Além
de possuir areas caracteristicas de falésias,ese€f praias de areias monaziticas
(mineral de cor marrom-escura), este litoral € daad pela Serra do Mar
apresentando, desta forma, uma costa muito reegrtamn varias baias e pequenas

enseadas. No litoral do Estado Rio de Janeiro,epemplo, sdo encontradas baias,

-1 -



como a Baia de Sepetiba e de llha Grande dentgras, algumas possuem grande
importancia, como a Baia de Guanabara (B@)ém disso, neste litoral ha regides de
enseada, que formam areas semi-abrigadas, poréraropta comunica¢cdo com o matr,
como o caso da regi&o costeira de Itaipu em Niferoi

Dos 850 km de extensdo litoranea do estado do Ridlaheiro, 131 km
correspondem ao perimetro da Baia de Guan&h#igura 1). Esta é a segunda maior
baia do litoral brasileird e localiza-se entre os meridianos 043°00’ — 043/2@ entre
as latitudes 22°40’ —23°00"8. Tem extensao de 384 ke area superficial total e 328
km? de espelho d’agud, extensdo esta que engloba praticamente toda #dReg
Metropolitana do Estado do Rio de Janéiréossui 1,9 x T0m* de volume d’agua
médio, 4.080 krh de bacia de drenagem e 100 + 60 gh de vaz&o hidrica, que é
principalmente atribuida (ca. 75%) aos 35 rios duenam em direcdo a baia e o
restante (ca. 25%) a transposicdo de aguas doaraild do Sul. A profundidade da
baia ndo € uniforme. Ao longo do canal principak gegue o eixo principal da baia, a
profundidade média é de 20 m, enquanto que no restraoroeste da baia a
profundidade é em torno de 1 m durante a baixa2m@rclima da Baia de Guanabara é
tipico de regido estuarina: tropical Uumido com eerguentes e chuvosos e invernos
frios e secos. A temperatura de ar anual média,#@3e a umidade relativa anual
média é 78% ao nivel do mar. A Baia de Guanaba&aracterizada por possuir altas
salinidades e temperaturds

Do ponto de vista das caracteristicas naturaigia 8a Guanabara apresenta se
como um estuario originado pelo afogamento marshdama complexa bacia fluvial,
limitada por alinhamentos rochosos e condicionadapmpartimentos estruturais. Em
poucas palavras, € um conjunto de vales afogados estuario de origem tectonica, o
que resulta em permanente e variavel mistura dasagjpces - provenientes das bacias
fluviais contribuintes, e de aguas salinas, queefpam em seu interior devido ao
movimento oscilatorio das marés. Essas condicodgraim definem um ambiente
particularmente fértil, do ponto de vista da pr@dugrimaria, o que abrigou um
conjunto diversificado de ecossistemas, desde a Mé#éntica nas encostas até os
manguezais que se estendem na margem da baia. @ s&to no entorno da Baia da
Guanabara é marcado pela forte antropizacdo decauasteristicas naturais originais.
O conjunto de terras baixas e mal drenadas, liastaetlos alinhamentos rochosos da
Serra do Mar e do Macico Carioca, foi um sitio feyiado para o desenvolvimento da

atividade humana desde os primérdios da coloniz&cado



Ja a regido costeira de Itaipu esta localizadarl@aoseanica do municipio de
Niterdi, Rio de Janeiro (22° 53'14"S, 43° 22'48"W5ua linha de costa ocupa uma
extensdo de 4,5km e apresenta uma formacéo sauacino sentido leste-oeste, sendo
dividida na sua porcédo mediana pelo canal da ldgdtaipu. O perfil da praia €, na sua
maior parte, ingreme e reflexivo, com profundidadese 3 a 28m e uma cobertura
sedimentar homogénea, constituida predominantenportereia média com alguns
pontos de depdsitos arenosos mais finos provesieltecanal de Itaipu. A enseada é
limitada em direcdo ao oceano pelo alinhamentadldas do Pai, da Mae e da Menina
13(Figura 1).

Tanto a Baia de Guanabara como a regido costeiltaigge sdo zonas que
desempenham um importante papel de ligacdo entssistemas terrestres e marinhos,
possibilitando trocas genéticas e de biomassa,cteataando-as como ambientes
dindmicos e biologicamente diversificados. As ali@gaconcentracdes de nutrientes, a
presenca de gradientes termohalinos, o fornecimeatabrigo para reprodugcdo e o
suporte a alimentacao inicial de um grande numerespécies, sdo alguns dos fatores
que atraem para as zonas costeiras a atencao gueotservacado de recursos naturais
e a manutencao da biodiversidade. Muitas espéa@esimas utilizam diferentes habitats
costeiros em fases distintas do seu desenvolvimeatopletando assim os seus ciclos
de vida. Por exemplo, varias espécies de peixamdid Sciaenidae utilizam habitats

estuarinos quando juvenis e &reas marinhas adggceuando adultds



Figura 1 —Foto de satélite da Baja de Guanabara e da zoteiraate Itaipu*.

1.2 — Poluigéo dos ambientes marinhos

A historia da poluicdo ambiental aquatica remontanigio da historia da
civilizacdo humana. Entretanto, a poluicdo aquat&a recebeu muita atencéo até que
fosse atingido um limite a partir do qual se podicgber conseqiiéncias adversas nestes
ecossistemas e em seus organismos. A partir dgg sm interesse global em relacao
as questodes referentes a poluicdo aquatica, embwta haja muitos paises produzindo
cargas enormes de poluicdo com fortes tendénciasrdentd”.

Com o crescimento exacerbado da industrializacéa arbanizagdo ocorridos
nestas Ultimas décadas, estes ecossistemas pasaarsofrer grandes impactos
decorrentes destes processos. Atividades indsstregricolas e domésticas sao
responsaveis pelo uso de mais de um terco da ampeatessivel, além disso, estas
atividades s@o grandes responsaveis pela contaoirdgstas aguas por numerosos
compostos sintéticos. Estas aguas contaminadageatios rios, lagos, nascentes e
oceanos contendo uma infinidade de produtos quémé&n diversas concentracoes.

Podemos somar a estas formas de contaminacdo das, & derramamentos de
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petréleo e seus derivados, que representam ouprartamte fonte de poluicd8. Esta
poluicdo é extremamente danosa aos ecossistemascaguuma vez que muitos dos
poluentes que atingem estes ecossistemas sao axtegite tOxicos para 0S organismos
vivos 7. Além disso, outras atividades humanas, tais cpesra, a introducdo de
espécies exodticas e o0 crescimento desordenado tomal livém causando danos
significativos a estes ecossistemas e s&o umassgeaca a biodiversidade marirtha

Em relacdo ao Brasil, podemos dizer que a intedsida processo de ocupacao
desordenado vem colocando em risco todos 0s emBeas presentes na costa litoranea
do pais. A densidade demografica média da zonai$irasileira fica em torno de 87
hab./knf, cinco vezes superior & média nacional que é deab7kni. Pela densidade
demografica nota-se que a formacéo territoriak&truturada a partir da costa, tendo o
litoral como centro difusor de frentes povoadoeasgda em movimento na atualidade.
Hoje, metade da populacédo brasileira reside nuira te até duzentos quildmetros do
mar, 0 que equivale a um efetivo de mais de 70dedhde habitantes, cuja forma de
vida tem impacto direto nos ecossistemas litorangése ha davida em definir as zonas
costeiras do Brasil como as maiores fontes de gonggdo do meio marinho no
territorio brasileiro. Além do mais, as grandesadies litoraneas abrigam um grande
namero de complexos industriais dos setores dernmaacto sobre o meio ambiente
(petroquimica, quimica, celulosk)A regido Sudeste é um exemplo claro deste modelo
de organizacdo urbana desordenado. Esta regidoi possior densidade demografica
e constitui o maior polo econdémico e industrialps. Destaca-se o eixo Rio - Sao
Paulo que, por sua localizagédo na zona costeimcexnfluéncia direta como presséao
desestabilizadora dos ecossistemas aquaticos. iAdes@ isso estdo os portos (fontes
reais e potenciais de poluicdo quimica), os tenwmipetroliferos, as atividades de
cultivo aquatico (incluindo a introducdo de espgadxodticas) e 0 aporte de aguas

fluviais contendo fertilizantes e agrotéxic8s

Alguns ecossistemas aquaticos da regido Sudestsugios caracteristicas
peculiares, 0 que o0s torna particularmente susegptiaos efeitos dos impactos
antropogénicos. Como exemplo, pode-se citar olpdfientorno dos estuarios e das
baias costeiras do Sudeste que € constituido dea¢bes intrinsecamente frageis.
Devido ao seu complexo dinamismo e as suas confdesae dimensdes, esses
ambientes, quando alterados por disturbios nateraiantropogénicos, podem sofrer

danos irreversiveis, comprometendo as importanteges que realizaffl



As baias do Estado do Rio de Janeiro sdo exemfdosscdos processos de
poluicdo que vém ocorrendo nas ultimas décadasaiA e Guanabara pode ser citada
como um ecossistema eutrofizado e sujeito & contg@o quimica de diversas origens,
além da poluicdo gerada pela grande quantidadesgetoe doméstico ndo tratado
despejado neste loca’. Dos 11 milhdes de habitantes residentes na regido
metropolitana do Rio de Janeiro, cerca de 7,8 redhgeram esgotos domésticos que
sdo lancados diretamente nesta bhialém disso, outras fontes potenciais de poluicdo
sao os 14.000 estabelecimentos industriais, 14rarsnmaritimos de carga e descarga
de produtos oleosos, dois portos comerciais, digerstaleiros, duas refinarias de
petroleo, mais de mil postos de combustiveis e intmencada rede de transporte de
matérias-primas, combustiveis e produtos industaidbs permeando zonas urbanas
altamente congestionadasA maior parte das atividades petroliferas do d&iaJaneiro
esta concentrada em torno da Baia de Guanabaaadgecomo conseqiéncia para esta
Baia, alta taxa de contaminac&o por hidrocarborf@to8lém dos impactos diretos
causados neste ecossistema aquatico e em suadbfatty de qualidade ambiental da
Baia vem também acarretando perda de qualidadéddeda populacdo que vive em
funcdo de seus recursos naturais, e com isso, nusaprejuizo de suas atividades

econdmicas e sociais

Ja a regido costeira de Itaipu é considerada uee l@@m preservada, muito
embora a intensa urbanizacdo desta area junto r&smeéu e condigcbes sanitarias
precarias deste sistema natural venha provocandtificagdes em seus atributos
fisicos, quimicos e biol6gicds.

1.3 — Poluigdo dos ambientes aquaticos por HPAs

De forma geral, dentre as diversas fontes de Emuidos ecossistemas
aquaticos, em particular a Baia de Guanabara, podiar destaque a contaminacao
destes ambientes por Hidrocarbonetos Policiclicomméticos (HPAS), uma vez que
estes compostos sdo encontrados de forma ubiqua comtaminantes nos diversos
compartimentos ambientais (agua, ar e stlojlém de serem téxicos aos organismos
marinhos™.

As fontes de HPAs podem ser tanto naturais, conmmaepemplo, incéndios de
florestas, vulcdes, ou antropogéncias, como ensspde veiculos, queima de carvéo,

processos industriais, como producdo de aluminioelalose, derramamentos de



petréleo entre outraS. De forma geral, as fontes naturais S&0 respoiss@ve uma
menor contribuicdo do total de HPAs que atingememrambienté®.

Os HPAs podem atingir os ecossistemas aquaticdsvdesas formas, como por
deposicdo atmosférica, carreamentos superficiaisepcoamento de agua de chuva,
descargas de esgotos domésticos, efluentes iradsistterramamentos de petréleo, etc
27 No meio ambiente, estes compostos normalmenteséontrados como misturas

complexas de HPAs, pois raramente s&o liberaddgdodimente para os ambient&s
1.4 — Caracteristicas gerais dos HPAs

Os HPAs sdo uma vasta classe de compostos, cantuestjuimica semelhante,
caracterizadas por possuirem 2 ou mais anéis dommatondensadoS. Podem ter
origem pirogénica (formados pela combustdo de matéganica, como combustiveis
fésseis, em um curto periodo de tempo, a altas @mhpas e tipicamente baixa
pressdo); petrogénica (oriundos do petroleo, foomagor processos geoldgicos a
baixas temperaturas por longos periodos de tempussivelmente pressédo elevada);
diagénica (formados nos sedimentos por processioedj quimicos e biolégicos apos a
deposicdo de matéria organica); e biogénica (foom@m animais, plantas, fungos e
bactériasf®*°

A figura 2 mostra a representacédo estrutural deHF@As, dentre os quais temos
o Naftaleno que tém origem petrogénica e o Pirergelzo(a)pireno que possuem

origem pirogénicad’.
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Figura 2 —Representacao estrutural do Naftaleno, Pireno eda)pireno.



1.4.1 — Propriedades fisico — quimicas dos HPAs

De forma geral, os HPAs sdo sélidos a temperaannbiente e sdo pouco
soliveis em agua, com tendéncia de diminuicdo digbiidade com aumento do
ndmero de anéis (massa molecufarj*

Apesar de possuirem estruturas quimicas similawas propriedades fisico-
guimicas sado bastante variadas. Os HPAs que posaifetnés anéis benzénicos sdo
chamados de HPAs de baixo peso molecular (BPMyasriq os que possuem mais de
trés sdo denominados HPAs de alto peso molecuRMJAEstes grupos gerais, BPM e
APM, sdo uteis pois seus membros partilham caiatiters similares. De fato, as
diferencas de peso molecular determinam, em graade, as propriedades fisico-
quimicas dos HPA¥.

Os HPAs de BPM possuem baixos pontos de ebuli¢ésd® e também baixos
coeficientes de particdo octanol/agua,K alguma solubilidade em agua (o que os
torna mais facilmente degradaveis), e maior predsagapor comparada aos HPAs de
APM. No grupo dos HPAs de APM sdo encontrados cetogocom alto ponto de
ebulicdo e fuséo, baixa solubilidade em agua, resiky,, e alta toxicidade para plantas
e animais” *

E importante salientar que o coeficiente de paotioctanol/agua descreve a
tendéncia de particdo de um composto entre umadagica e uma fase aquosa.
Referindo-se a afinidade que um composto tem conatgria organica. Desta forma,
este parametro tem sido correlacionado com fatigdsoconcentracdo nos organismos

vivos, ja que simula a particio da substancia enégua e o tecido adipo¥o®
A tabela 1 apresenta as propriedades fisico-qusndiealguns HPAS.

Tabela 1 —Propriedades fisico-quimicas do Naftaleno, PieeB&nzo(a)pireno.

n° de anéis Peso molecular Pressao de Solubllldade Tempo de
benz&nicos HPA (g/mol) vapor Log Kow em agua meia-vida
9 (Pa, 25° C) (mg/L)  naagua (h)
2 Naftaleno 128 36,4 3,37 31 170
4 Pireno 202 0,0119 5,18 0,132 1700
6 Benzo(a)pireno 252 2,13 x 18 6,04 0,0038 1700
Fonte:* °



1.4.2 — Distribuicéo e degradacéo de HPAs nos amhtes aquaticos

O destino e o transporte dos HPAs no ambiente éndiemte, prioritariamente
de sua hidrosolubilidade. Desta forma, o peso mdedo HPA, ou seja, 0 nUmero de
anéis aromaticos, pode ser considerado o parami® importante na distribuicdo
destes compostos através dos sistemas hidrolédicoBe forma geral, os HPAs
possuem baixa hidrosolubilidade, entretanto, ossnwildveis sdo normalmente
encontrados na coluna d’agua, enquanto os de rpasmr molecular tem tendéncia de
aderir a particulas e ao sedimento podendo seisdagos no fundo dos corpos d’agua
32.

A hidrofobicidade dos HPA% sua conseqiente aderéncia ao sedimento
contribuem de forma significativa para a persisgndestes compostos no meio
aquético e também nos tecidos adiposos de animpis®s®”>. Os HPAs de até quatro
anéis podem ser removidos da coluna d’dgua potizdgdo para a atmosfera, ou
através da ligacdo a particulas suspensas ou sediroe ainda pela captacdo destes
compostos pela biota aquéatiéa Geralmente na coluna d’agua a concentracdo de
HPAs com mais de dois anéis aromaticos € bastama bnquanto a concentracéo de
todos os HPAs nos sedimentos pode ser bastanalaféy

Os principais processos que contribuem para dagéaddos HPAs em agua séo
a fotooxidacdo, oxidacdo quimica e biodegradacao grganismos aquaticos. A
hidrolise ndo é considerada um processo importdetedegradacdo de HPAs. A
contribuicdo individual de cada processo para dirdesinal dos HPAs dependera de
fatores como temperatura, profundidade e estagmwldégdo do corpo hidrico, fluxo de
circulacdo da agua e concentracdo de oxigénio.xA éaextensdo da fotodegradcao
variam amplamente entre os distintos HPAs. A injaia da fotooxidacdo diminuira
sensivelmente com aumento da profundidade e turbifbe corpo d’agua devido a
atenuacao e espalhamento da’luz

De forma geral, a oxidacdo por oxigénio singletradicais peréoxidos sdo o0s
dois processos oxidativos mais importantes na degée de HPAs em aguas poluidas.
Entretanto, estas rea¢gbes ndo sédo consideradagamtps no controle da degradacéo
global dos HPAs em agua. Como j& mencionado, ossHidllem sofrer degradacgéo por
organismos aquaticos, como bactérias e fungos, uzss gsdo responsaveis por
degradac&o parcial ou completa destes HPA®s principais processos de distribuicdo

e de degradacao de HPAs sdo mostrados na figura 3.
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Figura 3 — Principais processos de distribuicdo e degradag® HPAs no meio

aquético®.
1.4.3 — Metabolizacéo e toxicidade dos HPAs

Uma vez no ambiente marinho, os HPAs podem seonadlles pela biota
marinha de diversas formas.

No caso dos peixes, a absor¢do pode ocorrer atil@véisas guelras e superficie
corporal ou também através da ingestdo de comidsedimentos contaminados por
estes compostds.

Apbs serem absorvidos, estes compostos sdo digwibpara diversas partes do
corpo destes animai&lgumas espécies aquaticas, como 0s peixes, t@pazxidade de
metabolizar estes compostos, transformando-os empaxtos mais hidrofilicos e desta
forma excretavei&.

O metabolismo dos HPAs ocorre em duas fases gaddié o principal 6rgdo
envolvido nesta biotransformac&b A fase | envolve reacées de oxidacao, reducéo e
hidrélise dos HPAs, catalisadas principalmente elazimas do complexo citocromo
P-450. A fase Il da biotransformacdo envolve engimae catalisam reacfes de
conjugacao de moléculas endbégenas, como a gluatienmoléculas de HPAs ou aos
metabdlitos formados na fase | da biotransformd€&oA fase | da biotransformacéo
dos HPAs pode gerar metabdlitos altamente reaticospo os epoxidos, dai a
necessidade de conjugacao destes metabdlitos atares como glutationa, acidos
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glicurdnicos etc, o que os torna mais hidrofilieodesta forma possibilita sua secrecao
para a vesicula biliar, onde ficam estocados a&sexcretado§” >

De forma geral, os HPAs sdo metabolizados prinmmerde pelas enzimas do
citocromo P-450. Nestas reag¢Oes séo introduziddécolas de oxigénio em varias
posicdes dos HPAs, formando oxidos de areno (epskxiddma vez formados estes
epoxidos podem por acdo das epodxidos hidrolasesafodihidrodiois, ou ainda,
espontaneamente ou pela agéo da glutationa Sdrassefreagir covalentemente com a

glutationa*’. Durante as reacdes de biotransformacdo podenreocproducdo de
radicais, incluindo radicais superéxidos, (Q e hidroxila (OH) e ion hidroxido OH

Os dihidrodidis podem também sofrer nova epoxidagliavés da acdo das
monooxiganases do citocromo P-450 e dar origem xi@éps secundarios (diol
epoxidos)*®. Estes sdo altamente instaveis e, quando ndomesag@damente, S0
hidrolisados a tetr6is”®>. A figura 4 apresenta o metabolismo simplificado d
Benzo(a)pireno.

GH l Citocromao P-450

T ,3-diol-9,10-epdxido-BaP w

]
HO

OH

MN
HO .

Aduto BaP-macromolecula
HO
OH

Figura 4 —Representacao simplificada do metabolismo do Bengiéno.
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Muitos estudos tém sido conduzidos com o intuitoveeficar a reatividade
biolégica dos metabdlitos do HPAs. E sabido quetssudestes metabdlitos sio
citotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos. Atuabmearedita-se a que citotoxicidade
pode ser causada pelas espécies reativas de axigémiadas durante os processos de
biotransformacdo. De todos os metabolitos de HRAsdiol epoxidos sdo os mais
mutagénicos, transformadores celulares e cancedgenEsta alta toxicidade dos didis
epoxidos tem sido explicada através da hipotestRdgiao de Baia”. Esta hipdtese
sugere que epoxidos formados em anéis benzénigodases e saturados, como os do
Benzo(a)pireno, podem exibir alta reatividade qoénilsto porque, o anel angular
forma uma é&rea de impedimento estérico, onde od&apu formacdes de radicais
podem facilmente ocorrer, enquanto a conjugacadoodatores e consequente
detoxicacdo sdo impedidas. Esta alta reatividadmiga é refletida na reatividade
bioldgica destes compostos, tornando os didis dpéxifortes candidatos a potentes
carcinégeno$’.

Estes intermediarios reativos formados duranteocgsso de biotransformacéo
podem se ligar covalentemente ao DNA celular eteasumacromoléculas, formando
adutos e induzindo a danos. Os adutos de DNA t@mcansiderados fator crucial na
etiologia do cancef’.

Cabe ressaltar que, apesar da formacédo de inti&mosd potencialmente
danosos que podem promover dano celular e toxiejdadnetabolismo oxidativo dos
HPAs é um caminho essencial da detoxicacdo e elg@m deste composto do
organismao'’.

Os HPAs sao considerados pela Agéncia American@rdéecdo ao Meio
Ambiente (EPA) como poluentes prioritarios para iwwamento ambiental, que
representam uma ameaca a saude e a integridadentarhe dos ecossistenfds®.
Além disso, alguns HPAs sédo classificados pela gigémternacional de Estudo do
Cancer (IARC) como carcinogénicos (capazes de induz carcinoma, tumor maligno
com tendéncia a produzir metastase) e/ou mutage(oapazes de induzir ou aumentar
a freqiéncia de mutacdo no cromossomo) e/ou gdnofdXcapazes de induzir
alteracdes no material genético de organismossaegfgostos)’ >

De fato, diversos estudos ja foram conduzidos aumito de avaliar a relacao
entre ambientes contaminados com HPAs e desenwaitimde doencas hepaticas,
incluindo neoplasias em peix&s *® 4" *® Embora a toxicidade aguda dos HPAs seja

relativamente baixa, muitos sdo 0s possiveis efattversos observados em peixes

-12 -



expostos a HPAs devido & sua toxicidade crofficaAlguns destes efeitos sub-letais
incluem formacéo de adutos com o DNA e o RNA, megcanortalidade em varios
estagios do desenvolvimento, diminuicdo do crestimeimuno-supressao, diversas
deformidades, lesées do figado, cataratas, tumetes;®’

Dada a gravidade dos danos que os HPAs podem causgem preocupacoes
em relacdo aos impactos da contaminagdo aquaticsies compostos, evidenciando a
necessidade de monitoramento ambiental visandeaava efeitos que os HPAs vém

causando na biota aquatica.

1.5 — Uso de biomarcadores na avaliagcao da contaragéo por HPAs

Durante muitos anos foram realizadas analises dAsHis sedimentos e
superficies das aguas de areas da costa e estizdinesendo informacdes importantes
sobre os niveis e fontes destes contaminantes i an®iente’’. Entretanto, estes
dados nao fornecem informagdes sobre os efeitosegtas substancias causam nos
organismos vivos. O monitoramento ambiental baseaddusivamente em analises
quimicas das aguas e sedimentos ndo € apropriadoapavaliacdo e predicdo dos
efeitos causados por contaminantes como os HPAs

Desta forma, para avaliar os impactos que o0s ptisemém causando na
qualidade dos ecossistemas € pertinente que sajadava exposicdo dos organismos
vivos destes ambientes as substancias estres¥bradleste contexto, um grupo
apropriado de respostas bioldgicas - marcadorédgitos ou biomarcadores - pode ser
atil para determinar o grau de impacto na saudebida, além de identificar os
estressores ou poluentes responsaveis por esites &fe

Os biomarcadores podem ser definidos como altesagideuimicas, celulares,
moleculares ou mudancas fisioldgicas nas célulaisios corpéreos, tecidos ou 6rgaos
de um organismo que s&o indicativos da exposicadeito de um xenobidéticy.

De forma geral, os biomarcadores podem ser cleadds como:

+ Biomarcadores de exposicdoabragem a deteccdo e medida, em algum
compartimento dentro do organismo, de uma substéexbgena ou 0s seus
metabolitos ou ainda o produto da interacdo de gemta xenobidtico e uma
molécula ou célula alvo. Estes biomarcadores paslmusados para avaliar ou

confirmar a exposicdo de individuos ou populacéesna sua substancia em
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particular, ou um grupo de substancias, possibditaque seja feita a conexao
entre a exposicdo externa e dosimetria int&tna

« Biomarcadores de efeito: medidas bioquimicas, fisiolégicas ou outras
alteracbes nos tecidos ou fluidos corporais de uganismo que podem ser
associadas a uma possivel deficiéncia ou doengandcadores de efeito
podem ser usados para fundamentar tanto alterggéedinicas como efeitos
adversos a salde, causados por exposicdo extensardo de um quimicd

+ Biomarcadores de suscetibilidadeséo indicativos de capacidade inerentes ou
adquiridas que um organismo tem de responder aseguode uma substancia
quimica especifica, incluindo fatores genéticoswglancas nos receptores, 0s
quais alteram a suscetibilidade de um organismo xposigdo. Estes
biomarcadores auxiliam na elucidacdo de variacde® @iferentes individuos
em relacdo ao grau de resposta em uma exposic&eanihada substancia

toxica®3,

Ainda com objetivos didaticos, os biomarcadoresepodser classificados em
especificos e ndo — especificos (ger&is)Estes biomarcadores gerais s&o usualmente
indicadores dos efeitos de substancias exdgenasrgasismos vivos. Um exemplo
deste tipo de biomarcador é o Fator de Condicapifidjce que avalia a condi¢édo geral
de saude dos organismos vivos. Este fator consgiemdisponibilidade de comida &
limitada ou se o consumo de alimentos pelos orgargsvivos, COmo 0S peixes, esta
prejudicado devido a fatores estressotéssendo desta forma, inespecifico para
determinado estressor.

Cabe ressaltar que, a despeito das distintas falagSies que os biomarcadores
possam ter, sua maior importancia se da, pois éstasnentas podem ser usadas de
forma preditiva, permitindo que sejam tomadas agiEdiorremediacdo antes que
ocorram danos ambientais irreversiveis com conseifiecolégicaseveras”.

Junto a isso, a avaliacdo dos biomarcadores aatewiyglancas nos altos niveis de
organizacao bioldgica, isto €, populacdo, comurdad ecossistema. Antes da morte
ou de doenca manifesta, os organismos podem respaodtress, atraves de alteracdes
moleculares, celulares, eft

Além disso, os biomarcadores sdo também Uteis dndass de campo que
objetivam caracterizar areas impactadas, onde omg@lexa mistura de poluentes esta

normalmente presenté A avaliacdo desta ferramenta fornece importaingises da
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carga total externa de contaminantes que estaspidiivel para os organismos destes
ecossistemay.

Outra caracteristica importante dos biomarcadoresue estes podem detectar
exposicao aos/ou os efeitos téxicos dos composkeie metabdlitos, que em alguns
casos sao rapidamente metabolizados e eliminadasgémismo, como no caso dos
HPAs *’, que sdo metabolizados, principalmente pelo figadicam armazenados na
vesicula biliar até serem excretados.

A presenca destes metabdlitos de HPAs na bile éeemastrado como um fator de
riSCo para as espécies expostas a esta classengesto, devido a seus efeitos toxicos.
Diante disso, a andlise biliar de metabdlitos deA#iRepresenta um excelente
biomarcador de exposicédo de organismos vivos @aponacdo de ambientes aquaticos
por HPAs, podendo ser utilizado de forma ampla eognamas de monitoramento

ambientaP®

1.6 — Espécies bioindicadoras para avaliagdo da deaminacdo de ecossistemas

aquaticos por HPAs

Bioindicadores sao espécies, grupos de espéciesnounidades bioldgicas cuja
presenca, abundancia e condigbes sdo indicativai®giios de uma determinada
condicdo ambiental. Os bioindicadores sédo impatapiara avaliar um determinado
fator antropico ou um fator natural com potentigbactante, representando importante
ferramenta na avaliagdo da integridade ecoldgioadicdo de “saude” de uma area,
definida pela comparacéo da estrutura e funcdemdecomunidade bioldgica entre uma

area impactada e areas de referéncia)

Por diversas razbes, espécies de peixes vém ssadasucomo bioindicadoras
em trabalhos que visem avaliar a qualidade doseartds aquaticos. Os peixes possuem
ampla distribuicdo geografica, podendo ser encdogiavirtualmente, em qualquer
ambiente aquatico. Além disso, possuem importargpelp ecolégico na cadeia
alimentar aquatica, pois transportam energia dos m@xos aos mais altos niveis
tréficos °°. Os peixes séo fonte de alimentacdo para numees@Eies, incluindo
outros peixes, passaros piscivoros, humanos esouatemiferos. Portanto, mudancas
nas populagdes de peixes podem levar a alteragdesiteas populacdes que dependam
destes organismos como alimerifo Por estas razdes, os peixes sdo geralmente
considerados 0s organismos mais apropriados pal@agdo de ecossistemas aquaticos

poluidos.
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A escolha da espécie bioindicadora pode ser feitacdrdo com o objetivo do
estudo a ser desenvolvido assim como por quest@@Egs, como abundancia ou
facilidade de coleta. Porém, deve ser levado ertacgne existem diferencas tanto das
caracteristicas fisioldgicas quanto da respongidde distintas espécies a poluicao
ambiental®®. Por esse motivo, o conhecimento da biologia éogim das espécies em
estudo, assim como, o uso de mais de uma espéiiibadora na avaliacdo da
contaminagdo de ambientes aquéticos, torna-seragiop

Embora a avaliacdo dos efeitos da contaminagcadipés ja tenha sido feita
através do uso de diversas espécies de peixesaaque possuem presenca ubiqua nos
ambiente estudados, possuem habitos bentbnicosamteam-se no topo da cadeia
alimentar sdo mais adequadas para uso em progder@iemonitorament8”. Diante
disso, o Bacalhau do AtlanticG&dus morhua) e o Linguado Rlatichthys flesus) foram
utilizados em estudos da contaminacéo por HPA#peet al em 2000°, J& Ruddock
em 2000 utilizou peixes da familia do Cong@origer conger) entre outras espécies pra
monitoramento de um estuario no Reino Unido. Assiimo estas, o Bagréctalurus
punctatus) também foi utilizado neste tipo de estudo porspos caracteristicas

fundamentais neste tipo de avaliat&o

hY

Em relacdo a contaminagdo dos ambientes aquaticoBsthdo do Rio de

bioindicadoras. Através de seus ciclos de vidajrepeixes se expbem a HPAs tanto
no sedimento quanto na coluna d'agua. Peixes damgrsomo Micropogonias
Furnieri (Corvina) e Chilomycterus spinosus spinosus (Baiacu de espinho), ficam
diretamente em contato com o sedimento de fundaohisentes aquaticos além de se
alimentarem de invertebrados benténicos que acumtiRAs. Além disso, os HPAs
presentes na coluna d’agua podem ser absorvidagéatide suas guelras durante a
transferéncia de oxigénio da agua para seus orgasfs.

1.6.1 — Corvina e Baiacu como espécies bioindica@gsrda contaminacao por HPAs

Como exposto acima, a Corvina e 0 Baiacu sao espde peixes demersais,
estando desta forma, em contato direto com os H@R#ss sedimentos. Assim, na
avaliacdo dos efeitos da contaminacdo de ecossistaquaticos do Estado do Rio de

Janeiro por HPAs, estas duas espécies de peixéemmese potencialmente adequadas
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como bioindicadoras. A Corvina possui grande ingpuria econémica e o Baiacu
importancia ecolégica. Junto a isso, estes peiesiiologia e ecologia conhecidas,

além de ampla distribuicdo pela litoral do Estaddrib de Janeiro durante todo o ano
62

1.6.1.1 -Micropogonias Furnieri (Corvina)
Classificacao taxondémica:

Classe ACTINOPTERYGII
Ordem: PERCIFORMES
Familia: SCIAENIDAE
Génera Micropogonias

Espécie Micropogonias Furnieri (Desmarest 1823)

As corvinas possuem o corpo comprido, podendo iatatg 60 cm. Possuem
coloracao prateada, estrias amarelas nos flangretas no dors®'.

Esta espécie demersal possui ampla distribuicAayrgtca, podendo ser
encontrada desde o Golfo do México e Antilhas afgentina. Pode ser encontrada
em fundos arenosos e lamacentos ao longo de tooktabrasileirg”.

A Corvina realiza movimentos migratérios troficoseprodutivos ao longo da
costa, sendo que 0s jovens penetram nos estualaguias, que constituem areas de
crescimento inicial da espécie e permanecem neas#sentes até atingirem a
maturidade sexudf.

Os juvenis alimentam-se de crustaceos bentbnicosolescos enquanto 0s
adultos se alimentam de invertebrados bentdnicassionalmente de peix®& E uma
das espécies de maior importancia comercial nontid sul e também uma das mais
estudada®’.

Figura 5 —Micropogonias Furnieri (Corvina)®
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1.6.1.2 —Chilomycterus spinosus spinosus (Baiacu de espinho)
Classificacao taxondémica:

Classe ACTINOPTERYGII
Ordem: TETRAODONTIFORMES
Familia: DIODONTIDAE
Génera Chilomycterus

Espécie Chilomycterus spinosus spinosus (Linnaeus, 1758).

Os baiacus sdo peixes com morfologia diferencipdés possuem espinhos
0sseos pelo corpo e capacidade de inflar o vemime ar ou agua para defender-se
assustando o inimigo ou em situacdes de estPRssdo espécies demersais e podem

atingir até 25 cm de comprimerfto

Estes peixes habitam regides tropicais, subtrapi@itemperadas, sendo

encontrados no Atlantico Sul, desde a Venezuela Argentine.

Os baiacus que nédo possuem valor comercial diras podem interferir
diretamente com os grupos explorados comercialniént&lém disso, sdo importantes
na avaliacdo da contaminacdo por compostos, comdiRAs que tendem a se
sedimentar, por estarem em constante contato cosubstrato, além de serem
encontrados de forma abundante no litoral do Eddad®io de Janeiro.

Figura 6 - Chilomycterus spinosus spinosus (Baiacu de espinhd}.
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1.7 — Metodologias de analises de HPAs em bilespkixes

A analise de metabolitos de HPAs em bile de peuvass sendo usada para
monitorar a exposicdo a estes compostos em divestodos™ ® ¢ Os métodos de
andlise dos metabdlitos comumente utilizados s&edms na determinacdo da
fluorescéncia dos HPAE, uma vez que estes compostos séo fluéroforossfoista
propriedade € devida a rigidez da estrutura arcmatos HPAs, com elétrons

deslocalizados por toda a moléctfid®
1.7.1 — Nogoes elementares de Fluorescéncia

Quando uma molécula de HPA absorve fétons com enapyopriada, um de
seus elétrons é levado a um nivel de energia riaiéSaou S) e € dito que a molécula
foi promovida a um estado excitado singleto. A roolé rapidamente perde, de forma
nao radiativa, a diferenca de energia correspoadepassagem do nivel @ara o nivel
S;. A partir de $, o elétron retorna rapidamente ao seu estado fiusdal (9) e a
energia contida no féton é emitida em um proceadmtivo, relativamente rapido (~10
® segundos) chamado de emissdo de fluorescéfcia A figura 7 apresenta um
diagrama simplificado dos niveis de energia elétedde uma molécula envolvidos no

processo de fluorescénéfa

3
S, g
s, H—— - -
Excitagdo Emisséo - exe em
S, : 1
@) (b)

Figura 7 - Diagrama de Jablonski simplificadoostrando os niveis moleculares de

energia e o processo de excitacdo e emfSsdo
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Como dito, os HPAs podem absorver energia e paksastado fundamental
(So) pra um estado de energia superiard® $). Para esta transicao ocorrer, a energia
absorvida deve ser igual ou maior a diferenca enggtado fundamentaldS o estado
excitado (9. Este valor é constante e caracteristico datasérunolecular de cada
composto. Corresponde ao comprimento de onda méaonespectro de absorcdo do
composto em estudo e, pode ser usado como comporderonda de excitacadefc)
para obtencdo do espectro de emissao de fluoresairase HPA. A molécula excitada
volta ao seu estadopSatravés da emissdo de energia luminosa — emissdo d
fluorescéncia (Figura 7a). A energia maxima dests&80 ocorre para 0 comprimento
de onda de emissdo\ef) maximo do espectro de fluorescéncia e é também
caracteristica da estrutura molecular da substdhdfaComodurante a emisséo, parte
da energia absorvida € perdida na forma de catois§éo ndo radiativa de Bara %),

a energia de emissao de fluorescéncia (dmf ) é destdormamenor que a energia
de excitacdo (no minimo de Para $), como mostrado na Figura 7b Esta diferenca

de energia entre o comprimento de onda de excif@gape o comprimento de onda de
emissao Xem) € denominada de desvio de Stokes e é frequentertmnada como a
diferenca de comprimentos de ondg,, usado em espectroscopia de fluorescéncia
sincronizad&®.

As propriedades de excitacdo e emissao de um coonp@s fixas para um dado
instrumento, condigcbes ambientais e caracteristiasmubstancia, podendo desta forma
ser usada para identificacdo e quantificacdo destepostos>. Por estes motivos, a
determinacdo da fluorescéncia biliar (tanto peldondmwogia mais usual que utiliza
comprimento de excitacdo fixo como a fluorescérsircronizada com varrimento
simultaneo dos comprimentos de onda de excitagh® emissao) vem sendo utilizada

em estudos de avaliacdo da contaminacdo de eensasstquaticos por HPAS
1.7.2 — Técnicas para avaliacdo de fluorescéncia H®As em bile de peixes

Diversas técnicas analiticas podem ser utilizadees avaliar a fluorescéncia dos
HPAs na bile dos peixes. Métodos rapidos e conoarstssivel sdo fundamentais para
monitoramentos ambientais. Krahn et al em 1987 introduziu o método de
cromatografia liquida de alta performance (HPLGpmpantificacdo de metabdlitos de

30
|

HPAs em bile de peixes. Posteriormente, em 1996etal”” compararam os métodos

de HPLC e Fluorescéncia de Comprimento de Onda fFk) para determinacao dos
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metabolitos do benzo(a)pireno e naftaleno. Ja e97,18riese et al® compararam o

método de Espectrometria de Fluorescéncia Sinadai¢SFS) com HPLC, com intuito
de analisar metabdlitos de HPAs em bile de lingsadapostos a sedimentos
contaminados em um mesocosmo. Em 2000, Aas &twdaram o método FF para

determinar metabdlitos de HPAs em bile de peixes.

1.7.3 — Vantagens e Desvantagens do uso de Espesttopia de Fluorescéncia (FF)
e de Fluorescéncia Sincronizada (SFS) para avaliagdle fluorescéncia de HPAs

em bile de peixes

Dentre os métodos utilizados com o objetivo daiagab da exposi¢cdo a HPAs,
podemos dar destaque a FF e a $F8mbos os métodos sdo semiquantitativos, pois
em determinado comprimento de onda, pode haverrilcoigéo de fluorescéncia
oriunda de diversos compostos que ndo o metaluitdPA a ser determinado. Muito
embora estes dois métodos ndo permitam identificaquantificar metabdlitos de
HPAs especificos, uma escolha adequada e cuidabsspares de comprimentos de
onda de excitacdo e emissado permite obter um aleya de seletividade no tipo de
composto em andlis8. Na realidade os compostos que emitem para um epande
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdloatedcéncia incluem o HPA em
questdo e os seus metabdlitos, derivados alquilddsse HPA e seus metabdlitos e
ainda compostos contendo azoto (N), enxofre (Skigénio (O) e com estrutura
aromética idéntica & do HPA em estudflo

A técnica de FF envolve a detec¢cdo de metabolgddRIAs utilizando pares de
comprimento de onda de excitacdo e emissédo fixzaracteristicos para determinado
composto’’. J& a SFS analisa os metabdlitos através do esnane simultaneo dos
monocromadores de excitacdo e emissdo, o que aaumsetetividade da analiSe

Estas duas técnicas sdo rapidas, devido a simgdieidda preparacdo das
amostras e pouco tempo de analise das mesmas. fDeas um grande namero de
amostras pode ser avaliado, o que € de suma imp@tédm analises de campo, onde
existe extrema variabilidade biolégica entre osanigmos. Além disso, estas técnicas
possuem baixo custo e sdo sensiveis permitindeirdisar peixes expostos de nao

expostos®.
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1.8 — Influéncia dos fatores biologicos na determaitdo dos metabdlitos de HPAs

nas biles de peixes

Em estudos que visem avaliar a exposicao de paixt3As devem-se levar em
conta fatores que possam causar interferénciasa ndsterminacdo. Em adicdo a
variacdo de metabolismo existente entre distinspgaes de peixes, a influéncia do
sexo destes organismos assim como de seu tamaobwsequente idade devem ser
levados em conta. Junto a isso, 0 status alimelusirespécimes coletados deve ser

avaliado objetivando diminuir possiveis distorchasnterpretacdo dos resultadds

A condicao alimentar dos peixes em estudo deviegada em conta pois, apds
a metabolizacdo dos HPAs pelo figado estes, comeejicionado, ficam armazenados
na vesicula biliar até serem excretados. Em segualanentacéo a vesicula biliar sera
esvaziada no intestino. Porém, depois deste esnamta da vesicula, esta se enche de
agua, o que significa que o fluido biliar estar@ragmuito diluido assim como os
metabolitos a serem mensurados. Este efeito pade \gés na interpretacdo dos dados
obtidos o que faz com que seja necessario avabaénetros adequados que
normalizem a concentracdo dos metabdlitos. A détagfo dos niveis de proteina na
bile pode ser usada como parametro de normalizagaa,vez que a concentragédo de

proteina na bile é dependente do status alimeatarghnismo em estuda

1.9 — Consideracdes gerais sobre a relevancia deue®

O biomonitoramento é uma ferramenta fundamenta plastinguir os efeitos
das acdes humanas das variacdes naturais, buscategorizar a influéncia antrépica
sobre os sistemas biologicos.

O uso de ferramentas, como os biomarcadores, @lieravde forma precoce 0s
danos que os poluentes vém causando na biota cajéatie extrema importancia, e
vém sendo cada vez mais utilizadas em programaeeatais em diversos paises como
os E.U.A., Comunidade Européia, Australia, etc.

Levando em conta fatores como caracteristicas d&#ibdiicdo, ecologia
biologia status alimentar e espécies bioindicadoras, aksnpédculiaridades inerentes
ao metodo de analise, a avaliacdo dos efeitos mlamomacao por HPAs em areas de
grande importancia social, econémica e ecolégioaoco litoral do Estado do Rio de
Janeiro, mostra-se cada vez mais necesséria eriapap A realizacdo de estudos que
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utilizam biomarcadore8 fundamental para o real conhecimento dos impaeciesados
pelos poluentes, pré-requisito essencial para uetivef plano de conservacdo e
restauracao destes ecossistemas.
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2 — OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Avaliar 0 uso de metabolitos de HPAs das bileselgrgs como biomarcadores

de exposicao na Baia de Guanabara.

2.2 — Objetivos especificos

* Implementar e otimizar a metodologia de fluoresEépara determinacao dos

metabolitos de HPAs nas espécies de Baiacu e @Gorvin

* Auvaliar a possibilidade de uso de duas espécigetkes como bioindicadoras
da contaminacdo por HPAs em ambientes marinhodiaasta, para tanto, a
relacdo entre as concentracfes dos metabolitosPdes Hiliares e parametros

bioldgicos e biométricos.
* Avaliar diferencas do nivel de exposicdo dos omgans em estudo a

contaminagcdo por HPAs presentes na Baia de Guana&ba&am uma regido

controle (Itaipu).
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Reagentes

« Alcool etilico grau HPLC, pureza 99,9% marca Merck
. Agua Milli-Q

« Padrao de Naftaleno marca AccuStandard

« Padréao de Pireno marca Sigma Aldrich

« Padréao de Benzo(a)pireno marca Sigma Aldrich

« Padréo de 1-Hidroxipireno marca Sigma Aldrich

+ Carbonato de sé6dio anidro marca Vetec

« Sulfato de cobre marca Sigma Aldrich

« Tartarato de sodio e potassio marca Isofar

« Dodecil sulfato de sédio (SDS) marca Sigma Aldrich
+ Hidroxido de sodio marca Vetec

« Padréao de albumina bovina marca Sigma Aldrich

+ Reagente de Folin & Ciocalteu marca Sigma Aldrich

3.2 — Materiais

Foram utilizados balBes volumétricos, pipetas v@tioas e pipetas
autométicas de diversas capacidades para prepatag@olucdes utilizadas. Usaram-se
também bechers de diferentes volumes, além dedbdst&idro, espatulas, tesouras e
tubos Eppendoft

Para calibracdo do espectrofluorimetro utilizar@npadrdes de Naftaleno e de
Rodamina certificados pela Perkin Elmer. Estes @gexslr sdo blocos de
polimetilmetacrilato contento os devidos compostagrescentes. Este material
acompanha um manual onde podem ser verificadosoograenentos de onda de
excitacao dos padrdes e seus respectivos espdetflumrescéncia.

Os ensaios de fluorescéncia foram realizados erataule quartzo, de 1 cm,

para fluorescéncia.
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3.3 — Equipamentos

+ Espectrofluorimetro LS 45 Perkin Elmer (operacédogaometria de transmissao;
equipado com porta amostras para células de lemdas fixas de 10 nm; aquisi¢cao
de espectros d200 nm a 650 nm). Este espectrofluorimetro perotiter 3 tipos de
espectrog®:

o Espectros de Emissao de Fluorescéncia (varrimentmiohprimento de onda
de analise a um comprimento de onda de excitagéap fi

0 Espectros de Emissédo de Fluorescéncia Sincron{zadamento simultaneo
dos monocromadores de excitacdo e de andlise, coen diferenca de
comprimentos de onda fix&)A, que normalmente traduz a diferenca de
comprimentos de onda entre 0os maximos do espeetrexcditacdo, ou de
absorcéao, e de fluorescéncia).

0 Espectros de Excitacédo (varrimento do comprimeptortia de excitagéo a
um comprimento de onda de andlise fixo)

+ Espectrofotdmetro Shimadzu UV-1601

- Balanca digital marca Marte com 3 casas decimais lgdlanca analitica de precisao
marca Mettlecom 4 casas decimais

« Banho de sonicagédo marca Branson

« Agitador de tubos marca Phoenix

3.4 — Amostragem e extracao da bile

Foram realizadas coletas mensais de Corvinas eBade-espinho na Baia de
Guanabara e em lItaipu (figura 8A e 8B) durante esaw de maio a dezembro de 2007.
As coletas em ambas as regides estudadas foramadze através de arrastos com rede
por pescadores da regido. Na Baia de Guanabaescadores da colonia de pescadores
Z-10 realizaram as coletas proximas a regido gadthGovernador e também proximo
a Magé. Ja em ltaipu, as coletas foram realizadasnembros da colénia Z-7 que

coletaram espécimes de ambos 0s peixes na prapiaade Itaipu.
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79, 80

Figura 8 —Imagens da Baia de Guanabara (A) e da Praiaiga ()

Apls as amostragens, os peixes foram levados, ehohlde gelo, diretamente
para o laboratério de Ecotoxicologia do Centro déde do Trabalhador e Ecologia
Humana (CESTEH). Ao chegar ao laboratério, os pdoeam pesados e medidos. Os
espécimes foram entdo abertos e sexados atrawa@ssdevacdo macroscopica de suas
gbnadas. As vesiculas biliares foram extraidasnazenadas, em tubos Eppenfiprfo

freezer, a temperatura de °20) temperatura ideal para manter a estabilidade das
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amostras, até ao momento posterior da anglie figura 9 mostra etapas do processo

de manipulacdo das amostras coletadas no labaraticotoxicologia.

Figura 9 —Imagens das etapas de manipulacdo como pesagemyesex retirada da

bile de uma das espécies bioindicadoras.
Para realizacdo da determinacdo dos metabdlitéardsil as amostras foram

descongeladasem banho de gelo e devidamente preparadas, combcaekp

posteriormente (item 3.11).
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3.5 — Determinacao do Fator de Condicao (K)

O fator de condicao, K, relaciona o peso do organisom o0 seu tamanho. Para
o calculo do K foi, primeiramente, calculada a edioa
W=o x L
onde W representa a média dos pesos dos peixesamage L, a média de seus
comprimentos em centimetros. Apds o calculo degtagdo foi obtido § necessério
ao célculo do Fator de Condicao, através da segférmmnula®:

K = peso (g) / comprimento (crﬁ)
3.6 — Escolha dos HPAs utilizados na avaliacdo dapmsicédo de peixes

Para a avaliacdo da exposi¢do dos peixes, foratisa@s 0s metabolitos de
HPAs de 2, 4 e 6 anéis, ou seja, metabdlitos dw Npftaleno, metabdlitos do tipo
Pireno e metabdlitos do tipo Benzo(a)pireno, respmoente. Além disso, foi
escolhido analisar, especificamente, o principahin@ito do Pireno, o 1-Hidroxipireno
*8. 83 Foi escolhido fazer a determinacdo destes métahOpois estes representam
tanto os HPAs oriundos do petréleo, como o Naftaleomo os de origem pirogénica
(Pireno e Benzo(a)pirencf. Além disso, estes HPAs ja vém sendo utilizados em
muitos estudos de avaliacdo da contaminacdo ambagravés do uso de fluorescéncia

biliar de peixes? 48 8. 69
3.7 — Preparacéao dos padrdes de HPAs

Para preparacdo de solucbes padrdo dos HPAs, dadedi apropriadas dos
padrbes de Naftaleno, Pireno, Benzo(a)pireno edteMipireno foram pesadas em
balanca analitica e foram diluidas com etanol.@da@tfoi o solvente escolhido para o
preparo das solucdes, pois além de ser de fadsiega e custo relativamente baixo, é
comumente utilizado em avalia¢cdes onde ha deteg@inde HPAs em bile de peixes
23, 26,58, 83 Depois de solubilizar os HPAs acrescentou-selig&o, agua Milli-Q, de
modo que fosse obtido etanol a 50%. Esta mistam@oiagua (50:50 volume:volume)
foi considerada por Ariese (1993) como possuindo a polaridade apropriada para
solubilizar todos os constituintes da bile e ohtapstras limpidas.

-29.-



3.8 — Determinacao dos comprimentos de onda de e®’gido e emissao

Anterior a analise das biles dos peixes foram deterdos os comprimentos de
onda de excitagdoA{) € emissdo Ngm) Iideais para a avaliacdo em biles dos
metabolitos de HPAs de 2, 4 e 6 anéis.

Para tanto, foram preparadas solucoes padrdo ddaléhaf, Pireno,
Benzo(a)pireno e 1-Hidroxipireno. Foram escolhidaencentragbes previamente
testadas no espectrofluorimetro e dentro da faxaitura do equipamento.

Apos a preparacéo das solucdes padrédo, como adpliw item 3.7, estas foram
levadagpara determinacao de suas intensidades de fluo@aag# espectrofluorimetro.
As mesmas foram mantidas ao abrigo da luz, comtantle evitar degradacéo dos
padrbes, até que fossem realizadas as respedittaas. Como referido no item 3.3, 0
espectrofluorimetro permite medir tanto espect®memissdo de fluorescéncia comuns
como também espectros de emissédo de fluorescéncrarizada. Embora estas sejam
as designacbes corretas destas duas técnicas dsdemie fluorescéncid” "
geralmente na bibliografia relativa a determinagéonetabdlitos de HPAs em biles de
peixes, estas técnicas sdo designadas respectiveampen Fluorescéncia Fixa, FF,
(devido ao fato do seu comprimento de onda deapamt ser fixo) e por espectroscopia
de fluorescéncia sincronizada, SFS; siglas estassqtao freqientemente usadas ao
longo deste trabalhts' °® &

Cabe ressaltar que, anterior a qualquer andlisdizada, diariamente o
equipamento foi calibrado através do uso de paddiesercias de Naftaleno e
Rodamina, padrbes estes certificados pela PerkmelEIEste procedimento foi adotado
com intuito de garantir que as condi¢des de arsalgssem sempre as mesmas.

Para selecédo dos paresXg e A.mideais, foi realizado a varredura em solucao
padrdo de Naftaleno, de Pireno, de Benzo(a)Pirattayés do método de FF. Esta
varredura foi realizada da seguinte forma:

O Aexc de cada um dos padrdes foi fixado em 200 nm eargéeu-se\.m de
220 a 600 nm. Apés esta primeira corrida, fixowsey. em 220 e foi obtida nova
varredura de emissao, agora de 240 a 600 nm. Egtema foi realizado varias vezes,
variando OAey. de 20 em 20 nm. Apdés esta etapa foram observaibg,anaximose
avaliado qual o melhor comprimento de onda de émide cada composto (maximo de
sua banda de emissao de fluorescéncia) e seu neelmprimento de onda de excitacéo
(aquele que permite obter maior intensidade dedha@ncia no comprimento de onda

maximo da sua banda de emissao de fluorescénaaja@orma, foram determinados
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os melhores pares de comprimento de onda de exacitagle analise para o Naftaleno,
Pireno e Benzo(a)pireno.

Para determinar os parametros de analise idedisHidroxipireno pelo método
SES, foram realizadas varreduras de 200 a 600 rsnldgdo padrédo nds\ de 37,45 e
52 nm. Estes A\ testados sdo os recomendados por outros autoregsardos
semelhante&® 3* °8 "> Desta forma, foi possivel confirmar quald ideal para 0 nosso
sistema e em qual comprimento de onda € melhoralZzsdlo o espectro de
fluorescéncia sincronizada do 1-Hidroxipireno.

E importante salientar que foram registrados tamo®spectros de emisséo e

excitacdo medidos, assim como todos 0s espectriisodescéncia sincronizada.

3.9 — Curvas Padrao

Foram feitas curvas de calibracdo dos quatro cotopas estudo (Naftaleno,
Pireno, Benzo(a)pireno e 1-Hidroxipireno), a padé& uma série de diluicbes das
solucbes padréo preparadas no dia da analisetéver3.7). A partir destas solucdes,
foram feitas diluicdes seriadas com agua/etandd®dQzolume:volume) para cada um
dos padrdes.

As concentracdes utilizadas para realizacdo dea caxda das quatro curvas
variaram de acordo com a faixa de leitura para cadaestes HPAs. Desta forma, para
o Naftaleno foram feitas diluicbes com pontos deceatracéo variando de 1,3 pg/L a
38,4 ug/L, para o Pireno de 0,2 pg/L a 10 pg/LamaBenzo(a)pireno de 0,25 pg/L a
20 pg/L, e para o 1-Hidroxipireno de 0,1 pg/L aj2géL.

As diferentes diluicbes, de cada um dos padréesanf medidas no
espectrofluorimetro através do método de FF parpadsdes de Naftaleno, Pireno,
Benzo(a)pireno e por SFS para leitura do 1-Highioamo. A escolha da metodologia
de analise de fluorescéncia foi feita com base mpathos similares anteriormente

26. 58, 83 Estas andlises foram realizadas nos comprimet¢onda

publicados
escolhidos no experimento citado anteriormenten(Be8).

As curvas de calibragcdo foram repetidas pelo menés vezes, em dias
diferentes, e o resultado da equacdo da reta oftidteito a partir da média das

concentracdes obtidas nas distintas analises.
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3.10 — Efeitos de adicao padrao

3.10.1 — Adigéo de padrao em biles

Foi realizado um experimento a fim de observar seamprimentos de ondas
previamente determinados sao ideais na determindggianetabdlitos de HPAs nas
biles dos peixes capturados.

O experimento foi realizado através da adicdootiezd8o padrdao de cada um dos
quatro HPAs em estudo, em concentracdes diststase biles de peixes. Desta forma,
foram realizados quatro experimentos separadoénptordos seguindo a mesma légica.

Aleatoriamente, foram escolhidas biles de CorvindBa@acu. Estas foram
preparadas para analise convencional, ou sejapnigsl@amento seguido de 15 minutos
de sonicacao e diluicdo com agua/etanol (50:5Qmelvolume). Cabe ressaltar que a
etapa de preparacdo das biles para analise sefi@adapcom maiores detalhes
posteriormente (item 3.11).

Estas biles foram analisadas nos comprimentos dea de excitacdo e emissao
pré escolhidos para o Naftaleno, Pireno e Benzioémm determinados por FF e para o
1-Hidroxipireno por SFS.

Apés esta etapa adicionou-se a estas biles solpgdio de Naftaleno na
concentracdo de 1,3 pg/L e realizou-se leituraatia ema das amostras (de biles) no
par de comprimentos de onda de excitacdgJ( e emissdo Nem) previamente
determinado, caracteristico do Naftaleno. Apds dsitura, adicionou-se nova
concentracdo de Naftaleno e repetiu-se a leituraa Wova adicdo padréo foi feita e
novamente a leitura.

A mesma logica experimental foi seguida para adicG@e Pireno,

Benzo(a)pireno e 1-Hidroxipireno.

3.10.2 — Avaliagéo da especificidade dos comprim@astde onda

Outra série de experimentos foi realizada paraiavsé¢ a fluorescéncia de um
dos quatro metabdlitos de HPAs em estudo podiaendiar na leitura de fluorescéncia
dos demais compostos, nas determinagdes bilicabzaas.

Para esta andlise, escolheram-se novamente de &beataria biles de Corvina

e Baiacu e estas foram preparadas e determinad&srrda convencional, ou seja,
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avaliando a presenca dos metabolitos de NaftaRmeno, Benzo(a)pireno por FF e o
1-Hidroxipireno por SFS.

Apés esta leitura, adicionou-se a estas biles 8olygadrdo de Naftaleno a
concentracdo de 1,3 ug/L e desta vez, realizoeitrd de cada uma das amostras
(biles) nos comprimentos de onda caracteristicotattbs os HPAs em estudo
(Naftaleno, Pireno, Benzo(a)pireno e 1-HidroxipmerForam adicionadas duas outras
concentracdes de Naftaleno, sequencialmente, i fi@igas novas leituras.

De forma geral podemos resumir este experimenfordaa a seguir: mediu-se a
bile e adicionou-se uma primeira concentracdo (meoncentrada) de um dos HPAs.
Depois, entdo, esta mistura foi determinada no comemto de onda especifico do
padrdo adicionado e também nos comprimentos de doslautros HPAs estudados.
Foram adicionadas sucessivamente, duas outrasntoagiges (de forma crescente de
concentracdo) deste padréo e repetida a leituudeescéncia no mesmo esquema
anterior. Este trabalho foi feito para todos osrppasl de HPAs em estudo (Naftaleno,
Pireno, Benzo(a)pireno e 1-Hidroxipireno).

3.11 — Preparacéo de biles para analise e determgéo dos metabdlitos de HPAs

de Corvina e Baiacu

As biles dos peixes coletados foram descongeladasicadas por 15 minutos.
Apoés a sonicacao estas foram diluidas em agualed@rs0 (volume:volume). Para a
leitura dos metabdlitos de Pireno, Benzo(a)pirepara o 1-Hidroxipireno as amostras
foram diluidas 1000 vezes. Ja para analise dosbdldéts de Naftaleno foi preciso
diluir, a maioria das amostras, 5000 vezes, emii@talgumas biles tiveram que ser
diluidas 10.000 vezes.

As diluicbes das biles foram necessarias ndo sa gae a intensidade de
fluorescéncia das amostras ficasse dentro da fadexdeitura do equipamento, mas
também para impedir que ocorresse efeito de méisie efeito é referido a absorcéo da
luz que entra na cubeta, durante a medida de Hoéneia, por outros constituintes
presentes nas amostras de biles que ndo os BPAs

Trabalhos recentes de outros autcfemostraram que as diluices usadas no
presente estudo sdo adequadas e suficientes ppediino referido efeito de matriz.
Desta forma, ndo se considerou necessario realmass testes relacionados a este

parametro.
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Apos esta etapa, as amostras diluidas foram adasem cubeta de quartzo no
espectrofluorimetro. Foram realizadas leituras a@gacuma das biles coletadas para
todos os pares de comprimentos de onda de excitacd@missdo, definidos
anteriormente, através do método de FF, visandgsana intensidade de fluorescéncia
dos metabolitos do Naftaleno, Pireno e Benzo(a)pirpresentes nas amostras. Da
mesma forma, as biles diluidas foram analisadas pamliar a presenca do 1-
Hidroxipireno por SFS utilizando/ ideal.

Os espectros de FF e SFS foram registrados. Pdaaespectro de emissao foi
medida a intensidade de fluorescénciapde cada composto, previamente escolhido
para os varios padrées de HPAs. Como dito anteeorenesteh corresponde ao
maximo da banda de emisséo de fluorescéncia decoadaosto. Os resultados obtidos
nestas leituras foram expressos em unidades aidstide intensidade de fluorescéncia.

ApoOs a obtencéo das curvas padrao para cada urhilas ja referidos (ver
item 3.9) foi possivel calcular as concentracdes metabdlitos das biles a partir da
intensidade de fluorescéncia hg, de cada composto. Uma vez que estes métodos (FF
e SFS) sdo semiquantitativos, as concentracfesnuitabdlitos das biles foram
expressas em equivalentes dos respectivos padeddPAls, isto €, como equivalentes
de Naftaleno, equivalentes de Pireno, equivalaigéeBenzo(a)pireno e equivalentes do

1-Hidroxipireno.

3.12 — Determinacédo de proteinas totais e normaligao do status alimentar

A determinacdo de proteinas da bile foi feita asado método de Lowry
modificado por Petersoff. O protocolo utilizado segue a referéncia do nutdd
Peterson citado (consultar para detalhes), masodraf geral, a determinagéo foi
realizada da seguinte forma:

Foram feitas solucdes de carbonato de sodio, sudatcobre, tartarato de sodio
e potassio, SDS e hidroxido de sodio, todos utibzapara preparacdo de uma nova
solucdo chamada de “Reagente A”. Também foi negege&parar padrao de albumina
na concentracdo de 1 mg/mL.

Com o padrédo de albumina foi preparada uma curwva dois pontos de
concentracdo, chamados de P10 e P100, pois foremoretios 10 pL e 100 pL do
padrdo de albumina, em tubos contendo agua despka@ um volume final de 1,0 mL.

As amostras de bile foram diluidas 10 veeesagua Milli-Q e a cada amostra

(incluindo a curvade albumina) foi adicionado Reagente A. Transcosritl0 minutos,
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adicionou-se o reagente de Folin & Ciocalteu assaras, previamente diluido em agua
Milli-Q, sob agitacdo em um agitador de tubos. ABOaminutos, foi feita a leitura em
espectrofotdmetro a 750 nm.

A quantificacdo de proteina na amostra foi calcaldd seguinte forma:

Proteina (ug) = (I x A)

em que os parametros S e | sdo dados por:
S =log (h/l)/log (A750h/ A750I) e,
| = antilog ((logh) / S —log A750h)
onde h e | sdo respectivamente a maior e a meramtigade do padrdo de albumina,
A750h e A750l os seus respectivos valores de aBsoi a 750 nm e A é a
absorvancia da amosfta

Apés a determinacdo das proteinas biliares totaram calculadas as
concentracdes destas proteinas em pg/mL, seguiridomalla acima indicada. Para
normalizag&o do status alimentar foi obtida a raaéioe os valores de concentragéo de
cada metabolito de HPAs e a respectiva concentrded@roteina para ambas as
espécies de peixes estudadas.

Com intuito de comparar a dispersdo das concemsadds metabdlitos de
HPAs obtidas calculou-se os coeficientes de vasiggdcada metabdlito, antes e apés a
normalizacdo pela proteina. O percentual do cesfiei de variacdo foi calculado
através da divisdo do desvio-padrao pela médiadeentracdo de cada metabdlito de

HPAs e multiplicagéo deste resultado por 100.

3.13 — Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram trabalhados no software SR23% Foram calculados
médias e desvios e erros padrdo das médias padados obtidos. Realizaram-se
também anélises como avaliagcdo de correlacdo eati@veis. A comparacao entre
grupos distintos foi feita utilizando testes parainés, como o Teste T — Student.
Diferengcas entre as variaveis estudadas foram denasias estatisticamente
significativas para um p-valer0,05.
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4 — RESULTADOS

4.1 — Parametros analiticos utilizados na determirg@o de HPAs

4.1.1 — Determinacédo dos comprimentos de onda dec#acéo e emissao

Os HPAs escolhidos para avaliacdo da exposicagdogs foram o Naftaleno,
Pireno, Benzo(a)pireno e 1-Hidroxipireno (item 3.@&)tilizando espectroscopia de
fluorescéncia com comprimento de onda de excitigadFF), foram obtidos como pares
ideais de comprimentos de onda de excitagag) & emissaoNe) (item 3.8) 270/335 nm,
340/390 nm, 380/430 nm respectivamente para adalide metabdlitos do tipo Naftaleno,
Pireno e Benzo(a)pireno (figuras 10A, 10B e 10@mG se pode ver na figura 10, estes
pares de comprimentos de onda correspondem assiolddes de excitagcdo e emissao
méaximas para cada um destes HPAs.

Para avaliacdo do 1-Hidroxipireno pelo método derfiscéncia sincronizada (SFS)
foi escolhido dAA= 37 nm, pois em comparacdo com os oulbsestados de 45 e 52 nm,
0 AA= 37 nm revelou espectros mais estreitos, ou sefas seletivos para analise do
metabdlito em questdo. Além disso, como ja referate é também dA mais
freqientemente na literatura. O comprimento deaamtte o espectro deste composto é
visualizado de forma otimizada é 350 nm (figura 11)
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Figura 10 —Espectros de excitacdo e emisgie: excitacdoXexc = 270 hm) e emissdddm = 335
nm) do NaftalenoB — excitacao Xexc= 340nm) e emissddd, = 390 nm) do Pirend} —excitacao

(Aexc = 380nm) e emissdddm =430 nm) do Benzo(a)pireno.
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800 - 350 nm
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comprimento de onda (nm)

intensidade de fluorescéncia (u.a)

Figura 11 —Espectro de fluorescéncia sincronizada do 1 — KWigh@no,AA= 37 nm.

4.1.2 — Curvas padréo

Como mencionado na Metodologia deste trabalho (i88) foram realizadas
curvas analiticas de Naftaleno, Pireno, Benzo@)pipelo modo FF e do 1-Hidroxipireno
por SFS. As figuras 12A, 12B, 12C e 13 demonstraraspectros de fluorescéncia obtidos
das solucbes padrao do Naftaleno, Pireno, Benzénjpe o espectro de fluorescéncia
sincronizada do 1-Hidroxipireno, respectivamente €3¥pectros sdo apresentados em

intensidade de fluorescéncia expressa em unidabiésidas (u.a.).
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Figura 12 — Espectros de emissdo de Fluorescéncia Fixa (FFratasentracdes crescentes do
padrdo doA — Naftaleno Keye = 270 Nnm);B — Pireno ey = 340 nm);C — Benzo(a)pirenoNeye =
380 nm).
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©
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g —— 1.5 ug/L
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Figura 13 — Espectros de fluorescéncia (SFS) de concentragéssentes do padréo do 1-

Hidroxipireno.

As retas de calibracdo foram construidas a paosr rdaximos de intensidade de
fluorescéncia, medidos adgle emissédo previamente escolhidos.
Os parametros das curvas analiticas obtidas, commc@o da reta e coeficiente de

correlacdo (), para os quatro compostos em estudo estéo espustabela 2.

Tabela 2 — Equacbes da reta e coeficiente de correlacdo dasscpadrdo dos quatro

compostos em estudo.

HPA Equac&o reta r
Naftaleno y =13, 788x + 40, 123 0, 9901
Pireno y = 88,644x + 17,653 0, 9968
Benzo(a)pireno y =41,292x + 18,528 0,9912
1-Hidroxipireno y = 343,24x + 8, 082 0,9994
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4.2 — Avaliacéo do efeito de adicao padrao

4.2.1 — Adicdo de padrao em biles

Para avaliar se os pares de comprimentos de omodthiel®s com os padrbes de
HPAs (item 4.1.1) s&o ainda os ideais na deterramagps metabdlitos de HPAs nas biles
dos peixes capturados foram realizados experimaetgosdicdo de padrdo a amostras de
biles. Desta forma, pode-se avaliar se a matré&zdailsa modificacdo nos comprimentos de
ondas determinados como apropriados para a lelbgranetabolitos de HPAs.

Os resultados desta analise demonstraram queterenideacdo dos metabdlitos de
HPAs nas biles medidas, 0s picos apresentam-sa@&mos comprimentos de onda que 0s
picos de fluorescéncia obtidos pelos padrées desHPA graficos 13A, 13B, 13C e 13D

exibem os espectros de emisséo da bile e das adlededrao realizadas.
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Adicdo padrao de Naftaleno
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Figura 14 — Espectro de emissao de fluorescéncia de umati@radeatédria de bile (curva azul) e
das adi¢Ges do padréo Ae- Naftaleno sobre bile\fxdAm de 270/335 nm)B — Pireno sobre bile
(AexdAem de 340/390 nm)C — Benzo(a)pireno sobre bile\g/Aem de 380/430 nm)D — 1-
Hidroxipireno sobre bileN=350nm eéAA=37 nm).
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4.2.2 — Avaliacao da especificidade dos comprimestde onda

Ainda utilizando a adicdo de padroes de HPAs sabréile previamente
determinada, avaliou-se a especificidade dos comgmtios de onda anteriormente
escolhidos com os padrdoes de HPAs (item 4.1.1) gerarminacdo dos metabdlitos de
HPAs. Desta forma, pretendeu-se observar se aeflaéncia obtida na determinacdo dos
metabdlitos de HPAs na bile estava livre de intérfeias de fluorescéncia causadas pelos
outros metabdlitos em estudo.

Os resultados mostraram que para as adi¢Oes daéyaft Pireno e Benzo(a)pireno
nao houve influéncia de nenhum destes compostodeitasas dos outros metabdlitos
(figuras 15A, 15B e 15C). Entretanto, quando olm®ns a adicdo do padrdo de 1-
Hidroxipireno, mostrada na figura 15D, pdde-se mafae houve ndo s6é aumento de

fluorescéncia do 1-Hidroxipireno, como esperadmatambém do Pireno e do Naftaleno.

Adicdo Padrao de Naftaleno

* bie
= adicao 1,3ug/L
900 1 Naftalenc A adicéo 2,6ug/L
. ¥Y
= 800 o adicao 5,1 g/
)
< 700
3] A
§ 600 - .
) *
5 500
=]
“q__) 400 4 Pireno
g 1 - Hidroxipireno
T 300 4
o s *
9 200
Q BaF
£ 100 | &
0 T T T T T T
320 340 360 380 400 420 440

comprimento de onda (nm)

Figura 15A — Intensidades de fluorescéncia maxima obtidaaspatlicoes do padrdo de
Naftaleno sobre bile e leitura realizada MQg/Aem de 270/335, 340/390, 380/430 nm
através de FF e pelo modo SFS dwxs37 nm.
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Adicao padrao de Pireno
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% Hidroxipireno BaP
z 100 + i
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Figura 15B — Intensidades de fluorescéncia maxima obtidaaspatlicdes do padrao de
Pireno sobre bile e leitura realizada n@g/Aem de 270/335, 340/390, 380/430 nm através
de FF e pelo modo SFS cdi=37 nm.
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Figura 15C — Intensidades de fluorescéncia maxima obtidaaspatlicdes do padrao de
Benzo(a)pireno sobre bile e leitura realizadamg@gAen de 270/335, 340/390, 380/430 nm
através de FF e pelo modo SFS w37 nm.
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Figura 15D — Intensidades de fluorescéncia maxima obtidaaspatlicdes do padrao de
Naftaleno sobre bile e leitura realizada MQg/Aem de 270/335, 340/390, 380/430 nm
através de FF e pelo modo SFS w37 nm.

4.3 — Espectros das biles dos peixes por FF e SFS
A figura abaixo apresenta alguns espectros exdogilifos da fluorescéncia das

biles medida em condicdes apropriadas para detelosmetabdlitos de Naftaleno, Pireno,

Benzo(a)pireno e para o 1-Hidroxipireno.
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Figura 16 —Espectros de fluorescéncia de algumas biles derf@srda Baia de Guanabara
e ltaipu. A — Biles determinadas por Fluorescéncia Fixa para bbbtas de Naftaleno
(AexdAem de 270/335 nm)B — Biles determinadas por Fluorescéncia Fixa parabmiétas

de Pireno(AexdAem de 340/390 nm)C — Biles determinadas por Fluorescéncia Fixa para
metabdlitos de Benzo(a)piren@exdAem de 380/430 nm)D — Biles determinadas por

Fluorescéncia Sincronizada para o 1-Hidroxipir@@o= 37 nmAem 350 nm).

4.4 — Parametros biométricos e bioldgicos dos pegsxe

Foram coletados 173 Baiacus e 116 Corvinas nosshasanaio a dezembro de
2007 na BG e em ltaipu. Dos 173 Baiacus analisé@ffram capturados na BG e 81 em
Itaipu. Em relagéo as Corvinas, 62 espécimes fa@anhados na BG e 54 em lItaipu.

Foi realizada a biometria dos peixes capturadgsianto as médias dos pesos e
comprimentos analisados, observou-se que, para sarabaespécies, 0s exemplares
coletados em ltaipu sdo em média maiores e mamdpsesdo que o0s coletados na BG,

sendo esta diferencga estatisticamente significtiv®,05) (Tabela 3).
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Tabela 3 —Média do peso e comprimento com seu erro padr&oimoie maximo, de

Baiacus e Corvinas coletados na BG e em ltaipu.

L Peso(g) Comprimento (cm)
Espécie Local

Média+ EP  Minimo Maximo Média + EP Minimo Maximo

BC  1106:7562 280 4663 1260247 84 223
Baiacu -
(total n= 173) i
';i'%i 176,0+7,647 245 3673 1470242 78 191
rECgZ 1056 26,212 16,5 11500 22,2+0,986 12,8 475

Corvina
(total n=116)

':i"%j 297,1+ 16,344 1131 5594 30,0+0,557 22,1 38,2

EP = Erro padrdo da média; letras iguais sobrescdenotam diferencas estatisticamente signifizsit{p-

valor< 0,05, teste T-Student)

Apols a realizacdo da biometria dos peixes, esiemmf sexados e a tabela 4
apresenta o numero de machos, fémeas e imatupEci@es que ndo puderam ter o sexo
determinado macroscopicamente) de Baiacus e Caradol@tados na BG e em ltaipu. O
numero de Baiacus coletados na BG e em ltaipup @@tmachos, fémeas e imaturos foi

bastante equilibrado, o que nao foi observado ga@orvinas.
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Tabela 4 -NUumero de Baiacus e Corvinas analisados por séoaakde coleta.

Espécie Local Sexo n
macho 32
BG fémea 44
imaturo 16
Baiacu Total 92
macho 35
Itaipu fémea 39
imaturo 7
Total 81
macho 36
BG fémea 19
imaturo 7
Corvina Total 62
macho 19
Itaipu fémea 33
imaturo 2
Total 54

n = nimero de amostras analisadas

4.5 — Biomarcadores utilizados na avaliacdo dos éfes da contaminagéao por HPAs

4.5.1 — Fator de Condicao (K)

O Fator de Condicao (K) foi obtido através do délala formula K = peso (g) /
comprimento (cmf. O K calculado, para ambas as espécies, é memoméxlia, na BG
(Figura 17). Avaliando esta diferenca através dstd @—Student, pdde-se observar que
estatisticamente ha diferenca significativa pare dator em relacdo as duas regides
estudadas para ambos os peixes. (p-vam05).
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Figura 17 — Média do fator de condicdo com seu erro padraogbate erro sobre as

colunas), para Baiacu e Corvina em ambas as regsbedadas.

* representa diferengas estatisticamente signiviasi(Teste T- Student; p valer0,05)

4.5.2 — Andlises dos metabdlitos de HPAs

Foram determinados os metabdlitos de Naftalenen®jrBenzo(a)pireno além do
1-Hidroxipireno, nas biles de Baiacus e Corvinassvaés dos métodos de FF e SFS. A
partir dos resultados obtidos foram calculadas deexdde tendéncia central e de dispersdo
das concentracdes destes metabdlitos.

Das 289 amostras avaliadas para os metabdlitosipio Naftaleno, foram
descartados 11 resultados, pois as diluicbes ssrinelcessarias para suas leituras foram
superiores a 20.0000 vezes, o que tornou estasndeticées pouco confiaveis. Trés
analises foram descartadas na determinacdo dorbxifiteno por problemas operacionais

do equipamento.
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A tabela 5 apresenta os valores médios dos metabdé HPAs determinados em
Baiacus e Corvinas da BG e Itaipu.

Os resultados mostraram que dos metabdlitos desHfeferminados nas biles de
Baiacus, os do tipo Naftaleno apresentaram maidiarde concentracdo na BG do que em
Itaipu e a concentracdo do 1-Hidroxipireno encal@ri®mi em média a mesma em ambas as
regibes (0,05 pg/ml). Em relacdo a avaliacdo fe#s biles de Corvinas, para todos os
quatro tipos de compostos em estudo, foram detadas concentracdes em média

superiores na BG do que em lItaipu. Estes dados sstdbreados em cinza na tabela 5.
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Tabela 5 —Média com seu erro padréo (EP), maximo e minimoaeentracdo dos metabolitos de HPAs de Baia€imrénas da BG e

Itaipu.
Metabdlitos do Naftaleno Metabdlitos de Pireno gﬂeerfig?alll)tgi?edn% 1 - Hidroxipireno
Espécie Local (Hg/mL) (Hg/mL) (ug/mL) (ng/mL)
Média + EP Minimo Maximo Média + EP Minimo Maximo Média + EP Minimo Maximo Média + EP Minimo Maximo
BG 224.,4 + 8,309 70,5 5134 1,9+0,164 0,2 8,1 0,8 + 0,055 0,04 2,2 0,5+ 0,035 0,1 1,9
Baiacu
Itaipu 196,4 + 8,805 54,7 488,7 2,110,224 0,2 8,2 0,9 +£+0,079 0,01 2,7 0,5+ 0,047 0,1 1,8
_ BG 361,7+31,177 75,0 1135,6 2,2+0,163 0,5 6,3 0.7 +0,059 0,04 23 0.5 + 0,036 01 1.4
Corvina _
Itaipu 343,1 + 24,258 129,8 913,7 1,5+0,187 0,6 10,4 0,6 £ 0,061 0,01 2,0 0,4 +£ 0,048 0,1 2,7

EP = erro padrdo da média

namero de Baiacus analisados para os metabéétdaftaleno na BG= 90 e Itaipu= 80; para os meiimsalle Pireno e Benzo(a)pireno e o 1-HidroxipireBB@= 92 e

Itaipu= 81.

namero de Corvinas analisadas para os metabditddaftaleno na BG= 57 e Itaipu= 51; para os mditabde Pireno e Benzo(a)pireno, BG=62 e Itaipd=epara o

1-Hidroxipireno, BG= 59 e Itaipu= 54.
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4.6 — Analise dos dados obtidos

Foi avaliada a normalidade da distribuicdo dosodambtidos na determinacao dos
metabdlitos de HPAs. Para todos os metabolitossaadas ndo houve distribuicdo normal
dos dados (p-valok 0,05). Desta forma, realizou-se a logaritimizaclis dados que
passaram a apresentar entdo distribuicdo normalpdssivel assim avaliar os dados
através de testes paramétricos.

4.6.1 — Analise da relacdo entre as concentracdessdmetabdlitos de HPAs biliares e

parametros biologicos e biométricos

Foi analisada a influéncia do sexo dos peixesetermhinacdo dos metabdlitos de
HPAs. N&o foram incluidos os peixes consideradagurs, evitando desta forma, uma
analise enviesada, ja que os imaturos se tornaaébos ou fémeas quando adultos.

Em relacdo a ltaipu, ndo foi observada diferengdatisticamente significativas
(Teste T-Student; p-valog 0,05) entre machos e fémeas em relacdo as medss d
concentracdes dos metabdlitos de HPAs em estud® résuiltado foi observado tanto nas
analises das biles de Baiacu como de Corvina. Nodipi respeito a determinacdo dos
HPAs da BG, observou-se diferenca significativaeembachos e fémeas de Corvina na

analise do 1 — Hidroxipireno (p-valor = 0,034).dsstlados sédo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6— Diferenca entre machos e fémeas de Baiacus er@srvia determinacao dos

metabdlitos de HPAs, na BG e em ltaipu.

Diferencas entre machos

Espécie Local e fémeas
p-valor
Metabdlitos do Naftaleno 0,543
BG Metabdlitos de Pireno 0,261
Metabolitos do Benzo(a)pirenc 0,334
1 — Hidroxipireno 0,363
Baiacu
Metabdlitos do Naftaleno 0,359
Itaipu Metabél?tos de Pireno - 0,118
Metabdlitos do Benzo(a)pirenc 0,356
1 — Hidroxipireno 0,167
Metabdlitos do Naftaleno 0,483
BG Metabdlitos de Pireno 0,061
Metabdlitos do Benzog)pireno 0,512
Corvina 1- Hidrpxipireno 0,034*
Metabdlitos do Naftaleno 0,399
Itaipu Metabdlitos de Pireno 0,781
Metabdlitos do Benzo(a)pirenc 0,242
1 — Hidroxipireno 0,413

* representa diferengas estatisticamente signiviasi(Teste T- Student; p valer0,05)

Com intuito de avaliar influéncias dos parametrasmiétricos nas analises dos
metabdlitos de HPAs, foi avaliada a correlagdoeeatconcentracdo dos metabdlitos e o
peso e comprimento dos peixes capturados.

Observou-se que na BG foram encontradas corredaefeora fracas, apenas entre
0s metabdlitos de Pireno e o 1-Hidroxipireno e phs®aiacus, e entre 0s metabdlitos de
Benzo(a)pireno e peso e comprimento de Baiacusvdlses sombreados de cinza,

apresentados na tabela 7, destacam estas coreelacde
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Tabela 7 — Valores de correlacdo de Pearsof) €& significancias estatisticas dos

comprimentos e pesos de Baiacus e Corvinas e @baiigds de HPAs.

Comprimento (cm) Peso(g)

Espécie Local
r2 p-valor r2 p-valor
Metabolitos do Naftaleno 0,003 0,60 0,048 0,43
BG Metabdlitos de Pireno 0,026 0,13 0,046 0,04
Metabolitos do Benzo(a)pirenc 0,071 0,01 0,089 0,00
1 - Hidroxipireno 0,036 0,07 0,053 0,03

Baiacu

Metabolitos do Naftaleno 0,001 0,79 0,007 0,46
Itaipu Metabél?tos de Pireno - 0,007 0,46 0,000 0,99
Metabdlitos do Benzo(a)pirenc 0,007 0,45 0,004 0,57
1 - Hidroxipireno 0,007 0,44 0,000 0,95
Metabolitos do Naftaleno 0,063 0,06 0,017 0,33
BG Metabdlitos de Pireno 0,016 0,32 0,004 0,61
Metabolitos do Benzo(a)pirenc 0,044 0,11 0,045 0,11
. 1 - Hidroxipireno 0,005 0,61 0,002 0,73
Corvina Metabdlitos do Naftaleno 0,074 0,06 0,049 0,12
Itaipu Metabél?tos de Pireno . 0,234 0,09 0,258 0,06
Metabdlitos do Benzo(a)pirenc 0,009 0,51 0,000 0,95
1 - Hidroxipireno 0,027 0,24 0,039 0,15

4.6.2 — Efeitos do status alimentar

Foi observada a influéncia da normalizacdo dasemirac6es dos metabdlitos de
HPAs atraves das proteinas biliares totais.

Foi obtida a razao entre os valores de concemtrdg&ada metabdlito de HPAs e a
respectiva concentracdo de proteina para ambaspésies de peixes estudadas. Cabe
ressaltar que duas amostras de bile ndo possubtame suficiente para determinacéo de
proteina e que, como a concentracao de proteir@limilada em pg/mL, a razdo obtida &
adimensional.

Como mencionado no item 4.5.2 as médias das coacéas dos metabdlitos de
HPAs observadas foi maior na BG do que em ltaira s andlises realizadas em
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Corvinas. O que se pbde notar apds a normalizagdiesl dados pela proteina € que as
médias das concentracdes dos metabdlitos mantivezasaperiores na BG.

Para analises em Baiacus, antes da normalizagio §4.5.2) observou-se que a
média da concentracdo dos metabdlitos de Naftaemonaior na BG do que em ltaipu.
Apds a normalizacéo destes dados pela proteinssenédbserva mais esta diferenca, como
mostra a tabela 8. Os dados sombreados de cinzaferaa tabela, destacam as médias

das concentracdes dos metabdlitos de HPAs norrdagzam Corvina.
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Tabela 8 —Média com seu erro padrao (EP), maximo e minimoat&entracdo dos metabdlitos de HPAs de Baiacusnanas da BG e

Itaipu normalizados pela proteina biliar.

M etabdlitos do Naftaleno

Metabdlitos de Pireno

Metabolitos do
Benzo(a)pireno

1 - Hidroxipireno

Espécie Local (Hg/mL) (x 10%) (Lg/mL) (x 10%) (Hg/mL) (x 10%) (ng/mL) (x 10
Média + EP Minimo Maximo Média + EP Minimo Méaximo Média + EP Minimo Méaximo Média + EP Minimo Méaximo
BG 104,1 +5,81 27 377 1,19+0,18 0,06 13,82 0,44 +0,06 0,010 4,53 0,28 + 0,04 0,03 2,74
Baiacu
ltaipu 117,7 + 6,64 39 390 1,45+0.20 0,11 9,31 0,57 +0,07 0,007 2,80 0,33 +0,04 0,05 2,11
_ BG 173,7 £ 20,99 47 874 228+0,61 0,11 28,50 0,65+0,16 0,010 7,21 0.40 £ 0.10 0.03 511
Corvina
Itaipu 124,0 £5,280 47 264 0,66 +0,12 0,14 6, 24 0,22 +£0,03 0,004 0,98 0,17 £ 0,03 0,04 1,65

EP = erro padrao da média

nuamero de Baiacus analisados para os metabéétd&attaleno na BG= 90 e Itaipu= 80; para os meiaisdile Pireno e Benzo(a)pireno e 1 - HidroxipireBG= 92 e

Itaipu= 81.

namero de Corvinas analisadas para os metabdktdéaftaleno na BG= 55 e Itaipu= 51; para os méitasde Pireno e Benzo(a)pireno, BG=60 e Itaipd=e5ara o

1 - Hidroxipireno, BG= 57 e Itaipu= 54.
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Para avaliar se a normalizacao pela proteina nedwszefeitos do status alimentar
dos peixes foi calculado o coeficiente de variadgicada metabdlito de HPA, determinado
antes e apds a normalizacdo pela proteina. Odadss) indicados na tabela 9, mostram
gue a porcentagem do coeficiente de variacdo éataormalizacéo pela proteina causou
um incremento ainda maior na variacdo dos dadoseda@o a esta analise foi observada
apenas para os metabdlitos do Naftaleno determsnaak Corvinas de Itaipu. Estes valores
estdo sombreados de cinza na tabela 9.

Tabela 9 —Coeficientes de Varia¢do (CV) da concentracaogdiasro tipos de metabdlitos
de HPAs em estudo, antes e apds normalizacéo péna.

CV (%) nao normalizado CV (%) normalizado

Espécie Local Met. 1- Met. 1_

Met. — MeL  genzo(@) Hidroxi et Vel Benzo(a) Hidroxi

Naftaleno Pireno . . Naftaleno Pireno . )
pireno Pireno pireno pireno
. BG 35 82 69 72 53 150 131 132
Baiacu .
[taipu 40 95 83 85 51 126 109 117
) BG 65 57 65 54 90 207 194 206
Corvina )
Itaipu 50 90 81 90 30 130 95 132

Met. = Metabdlitos

4.6.3 — Avaliacdo da diferenca entre BG e ltaipu emelagdo as concentracdes dos
metabolitos de HPAs biliares antes e apds a norma#icdo pela proteina

Foi avaliado se havia diferenca estatisticamemfeifgiativa das concentragcdes dos
metabdlitos de HPAs entre a BG e Itaipu, em amba&spécies de peixe em estudo, antes e
apos a normalizacdo dos dados pelas proteinasebilia

Os dados nédo normalizados, para o Baiacu, mastrdiferenca estatisticamente
significativa entre BG e Itaipu quanto a concerfeagos metabdlitos do tipo Naftaleno (p-
valor = 0,015). O resultado pode ser observadaogoaaf 18.
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Em relacdo as Corvinas, como apresentado na tapataconcentracdes de todos os
metabdlitos analisados sdo em média maiores nad@ud em Itaipu. Adicionalmente,
pode-se observar diferencas estatisticamente isigtivgs entre BG e Itaipu em relacéo as
médias das concentragfes dos metabdlitos do tigmd?i Benzo(a)pireno e para o 1-
Hidroxipireno (p-valor = 0,000; 0,020; 0,003 redpsmmente para os metabolitos do

Pireno, Benzo(a)pireno e para o 1-Hidroxipireno)ighira 19 apresentam estes resultados.

Baiact

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

Média [ ] metabdlitos do Naftaleno (ug/mL)

BG Itaipu
Local

Figura 18 —Média da concentracdo dos metabdlitos do Naftaderatisados em Baiacu da BG e
Itaipu.

* representa diferengas estatisticamente signifiast(Teste T- Student; p valg10,05)
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Figura 19 —Média das concentracdes dos metabdlitos de PiBsngo(a)pireno e do 1-

Hidroxipireno analisados em Corvina da BG e ltaipu.

* representa diferengas estatisticamente signiviasi(Teste T- Student; p valer0,05)

Apds a normalizacdo dos dados pela proteina podessrvar que para o Baiacu
nao foi encontrada diferenca estatisticamente figtiva (p valor< 0,05) entre BG e
Itaipu para nenhum dos metabdlitos em estudo. Nenem antes da normalizagéo tinha-se
observado diferenca estatisticamente significagivtae BG e Itaipu quanto a concentracao
dos metabdlitos do tipo Naftaleno (p-valor = 0,015)

Na avaliagéo feita em Corvina, apdés a normalizguga proteina, observaram-se
diferencas estatisticamente significativas parguaro metabdlitos avaliados (p valor = 0,
025; 0,012; 0,015; 0,042 para os metabolitos déaldgio, Pireno, Benzo(a)pireno e para o

1-Hidroxipireno, respectivamente). Estes dadooemp@iesentados na figuras 20A e 20B.
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Novamente, comparando com os dados obtidos ante®rdaalizacdo pela proteina, na
analise realizada em Corvina ndo se havia obserdgddenca significativa entre BG e
Itaipu quanto a concentracdo dos metabdlitos detaleai.

Desta forma observou-se que quando se comparoe B&pu em relagcdo aos

metabdlitos de HPAs foram obtidos resultados difte® antes e ap0s a normalizagéo pela

proteina.
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Figura 20A —Média da concentracdo dos metabdlitos do Naftadeatisados em Corvina

da BG e ltaipu apds normalizacdo pela proteina.

* representa diferengas estatisticamente signifiast(Teste T- Student; p valg10,05)
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Figura 20B —Média das concentracdes dos metabdlitos de PiBarwo(a)pireno e do 1-

Hidroxipireno analisados em Corvina da BG e Itaipds normaliza¢éo pela proteina.

* representa diferengas estatisticamente signiviasi(Teste T- Student; p valer0,05)
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5 — DISCUSSAO

Os ecossistemas aquaticos e consequentementetugadm sendo ameacados,
de forma crescente, pela presenca de HPAs oriudeldentes urbanas e industriais.
Alguns destes compostos podem ser carcinogéniagsgénicos ou genotdxicos e por
esta razdo nos Estados Unidos sua Agéncia de Bootapbiental (EPA) prioriza o
monitoramento de 16 destes HPASs, dentre os quasmtram o Naftaleno, Pireno e
Benzo(a)pirend”.

Devido as suas caracteristicas de hidrofobicidestes compostos podem estar
concentrados nos sedimentos a niveis mil vezesresaido que na coluna d’'agua,
causando especial impacto aos organismos bentémidesiersai&’.

Dentro deste contexto, é sabido que os peixepadicularmente vulneraveis a
contaminacgao por HPAs. O habitat aquatico desgan@mos € naturalmente proximo
dos habitats humanos e conseqiientemente as fortescipis de contaminacdo por
HPAs. Os peixes sdo particularmente vulneraveispdsicdo e susceptiveis a alguns
efeitos adversos como tumores e lesdes. Devidoeaopapel central na cadeia
alimentar, e também sua importancia comercial, adsep e os efeitos causados pelos
HPAs nestes organismos vém sendo objeto de costésiodog®.

E importante salientar que, os HPAs n&o se bioakampor longos periodos de
tempo em peixes, nem sdo biomagnificados na cawéiea, pois estes organismos séo
capazes de metabolizar estes compo&toEntretanto, é sabido que durante esta
metabolizacdo podem ser formados intermediarids/osapotencialmente danosos que
podem causar efeitos adversos graves. Estes efsidsm levar a mudancas em
populacdes de peixes podendo atingir outras popetague dependam destas espécies
como fonte de alimento. Os efeitos indiretos datamomacédo de peixes vém sendo
estudados e dentre as consequéncias ja observadese citar a competicdo entre
espécies por alimento e efeitos troficos em casdadsta forma, essas alteracdes
podem, em Ultima instancia, afetar ao honi&m

Diante disso, avaliacbes destes ambientes agsatiostram se cada vez mais
fundamentais. Para o estabelecimento da condic@ioedsiatica destes ambientes
naturais € necessario que seja realizado monitotantiestas areas o que possibilitaria
a tomada de aces corretivas

Entretanto, o monitoramento e a avaliacdo do riir® ambientes impactados
ndo podem ser baseados exclusivamente em andlisexas de amostras ambientais,

pois estas andlises ndo refletem os efeitos dieletéausados por contaminantes na
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biota, ndo sendo, entdo, apropriadas na indicacfredicdo do impacto que estas
substancias podem causar nos organismos aquéaticd<Desta forma, para avaliar os
impactos dos HPAs na qualidade ambiental é petneque sejam usados
biomarcadores, ferramentas capazes de medir desefpie estas substancias causam
nos organismos vivos destes ecossistefhas

A determinagdo da fluorescéncia biliar dos HPAepenétodos de FF e SFS
sdo, sem duvida, apropriadas para estudos de mamiato da qualidade da biota
aquatica. Estas metodologias sdo simples, o qusibidia a avaliacdo de grande
namero de amostras e consequente monitoramentateucangos periodos de tempo.
Adicionalmente, possuem baixo custo, alta reprbdigdade e sensibilidade suficiente

para distinguir entre areas com diferentes grauodminacad’.

5.1 — Consideracbes gerais sobre o0s aspectos ai@# utilizados para

determinacao de HPAs
5.1.1 — Determinacao dos comprimentos de onda padaterminacéo de HPAs

A determinacéo dos pares de comprimento de on@aaacao Xexg) € emissao
(Aem) para avaliacdo dos metabdlitos de HPAs pelo neétledfluorescéncia fixa (FF),
assim com a escolha do\ utilizado na espectroscopia de fluorescéncia simezada
(SFS) é uma etapa fundamental para implementacatinezacdo do método de
determinacdo de metabdlitos de HPAs. Estes pardsneinbora sejam caracteristicas
inerentes dos compostos em estudo podem variacaldcacom as propriedades do
equipamento utilizado e das condi¢des analiticgeegadas.

Os pares de comprimento de onda de excitagd@ € emissaoAe) obtidos
neste estudo, através do método de FF, para aé@lthg metabdlitos do tipo Naftaleno
(270/335 nm), Pireno (340/390 nm) e Benzo(a)pir¢B®0/430 nm), sdo bastante
semelhantes aos comprimentos utilizados em outr@salhos de monitoramento
ambiental, que utilizam esta mesma técnica (290r885341/383 nm e 380/430 nm,
respectivamente para os metabdlitos biliares dealdaifo, Pireno e Benzo(a)pirerd)

43, 58'

Da mesma forma, a escolha da de 37 nm para a determinacdo do 1-
Hidroxipireno por SFS corrobora com os dados oBtig@a literatura. Ariese e
colaboradores (1993} observaram, em um trabalho utilizando linguad@stichthys

flesus) mantidos em contato com sedimento contaminadodHp@#\s, que através do
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escaneamento dos monocromadores de forma simult@meadiferenca constante de
comprimento de onda de 37 n&A\(= 37 nm) de um espectrofluorimetro foi possivel
determinar os espectros de fluorescéncia sincrdaida 1-Hidroxipireno.

Desta forma, a analise realizada para escolha delkoms pares de
comprimentos de ondaZe\ foi fundamental para a adequagéo destes dois os(6dF
e SFS) as condi¢bes laboratoriais desenvolvidasaboratorio de Ecotoxicologia do
CESTEH.

5.1.2 — Curvas padrao

Foram feitas curvas padrdo de Naftaleno, Pirenmz&@)pireno e 1-
Hidroxipireno, ainda em funcédo de ajustar os paté@senaliticos para determinacéo
dos metabdlitos de HPAs na bile dos peixes. Apdais concentragdes destas curvas e
correspondentes intensidades de fluorescéncia folditas equacdes lineares da reta
(y=ax+b) para os quatro compostos em estudo. Bdes tas equacdes da reta geradas
foram alcancados coeficientes de correlacBosatisfatérios (> 0,99), demonstrando
linearidade para a faixa de leitura utlizada. Esturvas foram empregadas
posteriormente para transformar os valores de sidade de Fluorescéncia medidos em
concentracdo de metabdlitos de HPAs biliares ezpremm equivalentes do seu

respectivo HPA de origem.

5.1.3 — Avaliacéo do efeito de adi¢do padrao

5.1.3.1 — Adig&o de padréo em biles

A partir dos resultados obtidos na avaliagcdo de#tos de adicdo padrao,
descritos nos Resultados, item 4.2.1, foi possibsérvar que os comprimentos de onda
de excitagdo e andlise escolhidos para a deter&und®As em estudo sdo ideais na
determinacdo dos metabdlitos de HPAs nas biles pgdses capturados (270/335,
340/390, 380/430 nm para o Naftaleno, Pireno e &e@)gireno respectivamente,
medidos por FFAem= 350nm eAA = 37 nm para o 1-Hidroxipireno medido por SFS).
Isto pode ser averiguado, pois ao analisar os #speate fluorescéncia da bile vé-se que
nao ha deslocamento destes espectros, estandaass e fluorescéncia biliar nos

mesmos sitios que os picos de fluorescéncia ohpielos padrdes de HPAs.
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5.1.3.2 — Avaliagéo da especificidade dos comprintes de onda

A patrtir dos resultados obtidos na avaliacdo da@Bpidade dos comprimentos
de onda usados (interferéncia provocada pela pres#ws outros metabolitos de HPA
na fluorescéncia de cada um dos HPAs em estudsnittes nos Resultados, item 4.2.2,
foi possivel observar que as adicbes de Naftal€i@eno e Benzo(a)pireno nao
provocaram qualquer interferéncia nas leituras aldsos metabolitos. Este fato pode
facilmente ser entendido observando os espectrexcitacdo e de fluorescéncia de
cada um dos HPAs em estudo (item 4.1.1) e obseovapek, normalmente, ao
comprimento de onda de excitagdo usado para cadsiHPAS em estudo a absorgao
dos outros HPAs néao é significativa. A Unica exoeg@ dito € o caso do Naftaleno. De
fato, nos resultados apresentados no item 4.208s\el observar que tanto a adicédo de
Pireno quanto a adicdo de Benzo(a)pireno provocam pequeno aumento da
fluorescéncia do Naftaleno. Este fato que é pokgiemue tanto o Pireno quanto o
Benzo(a)pireno apresentam alguma absor¢cdo no cmiemio de onda de excitacdo do
Naftaleno.

J& no caso da adi¢cdo do padrdo de 1-Hidroxipiréde-se notar que houve ndo
s6 o0 esperado aumento da fluorescéncia do 1-Hprerb, como também da
fluorescéncia do Pireno e do Naftaleno. Os espee@presentados no item 4.1.1 para
os dois compostos confirmam isso. O caso do aumaatfiuorescéncia do Pireno
devido a adicdo de 1-Hidroxipireno pode ser faailteecompreensivel se pensarmos
que as condi¢des escolhidas para a excitacdokdaliBireno sdo condicdes ideais para
a analise ndo s6 de Pireno como também de todeeuss metabolitos, e que o 1-
Hidroxipireno é precisamente um deles. Ja o fatadlgdo de Pireno ndo provocar
aumento significativo na fluorescéncia do 1-Hidpwano vem apenas ressaltar a
robustez e adequacéo da técnica de SFS para mihetgdio do principal metabolito do
pireno. O caso do aumento da fluorescéncia do Mafiadevido a adicdo de 1-
Hidroxipireno tornou-se bastante facil de entender, verificar que o espectro de
absorcao do 1-Hidroxipireno além de uma banda &®dee 400 nm tem outras bandas
de absorcdo a menores comprimentos de onda, wmelushna dessas bandas tem

méximo a 270 nri° i.e., ao comprimento de onda de excitacdo do Nafta
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5.2 — Consideracfes gerais sobre a determinacaotdieAs em bile

Apos os ajustes dos parametros analiticos adeguedoondicdes laboratoriais
passou-se a determinacdo dos metabdlitos de HRASIra dos peixes coletados.

Amostras de bile de peixes expostos a HPAs gerdémsdo uma mistura
complexa de metabdlitos desta classe de compddtims destes metabdlitos possuem
significante grau de similaridade de suas propdedale fluorescéncia. Desta forma,
foi avaliada a capacidade das metodologias de $#Sede distinguir entre os diferentes
metabolitos de HPAs.

Embora possa haver alguma sobreposicdo dos espelerfluorescéncias dos
HPAs, através dos métodos de FF e SFS utilizadsis estudo foi possivel determinar
a fluorescéncia biliar dos metabolitos de NaftaJeRaeno, Benzo(a)pireno e 1-
Hidroxipireno. Estes espectros foram apresentadsfesultados no item 4.3.

Cabe ressaltar que como diferentes HPAs e seudadtisia podem contribuir
para fluorescéncia em um mesmo comprimento de amda,quantificacdo absoluta de
cada um dos metabdlitos ndo € possivel utilizarsdmétodos descritos. Desta forma, a
concentracdo dos metabdlitos é considerada semiitpiva e € dada em equivalentes
de cada um dos HPA]

Por outro lado, o método de FF possui acuracia ewms estudos mostrou-se
eficiente em avaliar a exposicdo de peixes a difesemetabdlitos de HPAs. Como
demonstrado por Ariese (1998)existe boa correlacdo entre o 1-Hidroxipireno ahedi
em biles através do método de SFS e por cromaiadi@iida de alta performance com
detector de fluorescéncia (HPLC-F), método este mspecifico.

Da mesma forma, Lin (19967, mostrou que os metabdlitos de Naftaleno e
Benzoa(a)pireno podiam ser determinados atravéséiodo de FF com boa acuracia.
Assim como Ariese (199%) Lin (1996)* comparou o método de FF com a HPLC—F
chegando a conclusdo de que havia correlagcédo atétiab entre as metodologias
citadas.

Em nosso trabalho, como jA mencionado foi possdislinguir entre os
diferentes metabdlitos de HPAs em estudo e detarndim forma semi-quantitativa suas
concentragoes.

Os resultados obtidos sé@o condizentes com oestoslos que visavam avaliar a
exposicao de peixes contaminados por HPAs atravésa das mesmas metodologias

empregadas neste trabaftio® 3
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5.3 — Analises biologicas e biométricas dos peixes possiveis influéncias na

determinacao dos HPAs nas biles

Biomarcadores sdo ferramentas extremamente (bedgigp integram um vasto
leque de fatores ambientais, toxicolégicos e edoddgna avaliacdo dos efeitos da
contaminagdo ambiental. Entretanto, a implementae#io sucedida de biomarcadores
em estudos de monitoramento ambiental exige umadogpreensao dos mecanismos
subjacentes as respostas. Os mesmos atributosagem fdos biomarcadores boas
ferramentas para monitoramentos bioldgicos tambéwerd ser acompanhados com
precaucdo evitando sua aplicacdo indiscriminada

Muitas varidveis ndo relacionadas com a poluicédem ter um impacto
adicional sobre os diferentes sistemas biolégicqsodganto, podem interferir com as
repostas dos biomarcadores, se as condicdes expésisr NnA0 SA0 Minuciosamente
analisadas ou controladas. Estas varidveis nacioetalas a poluicdo mas que podem
causar interferéncias na resposta dos biomarcagooksn ser chamadas de fatores de
confundimento. Exemplos de tais fatores sdo o setamnanho (idade) dos organismos
escolhidos para avaliacid

Entretanto, a maioria dos dados disponiveis décittade das substancias
quimicas, raramente, leva em consideracdo a possifleéncia dos fatores de
confundimento, fatores estes que sempre serédosearidm trabalhos de campb

Parametros como sexo e tamanho dos peixes devent(séda, ser observados
na avaliacdo de suas possiveis influéncias nandietegdo dos metabolitos de HPAs em
biles de peixes através dos métodos de fluorestéRaitretanto, muitos autores nao
vém encontrando correlacdo entre estas variavaient€s—Rio e colaboradores
(2005¥%, por exemplo, ndo observaram diferenca estatisiote significativa
(p<0,005) entre machos e fémeas na determinacao debdtims de HPAs, em estudo
desenvolvido em trés ambientes aquaticos no bdenesma forma, Yang & Bauman
(20062 observaram que as concentracbes de metabdlite§’ds em bile de peixes
nao possuiam correlacdo com sexo e idade destesismps. Diante disso, estes
autores sugeriram que a analise dos metabdliteardsl de HPAs é uma ferramenta
robusta, ndo sendo influenciada por estes fat@esealacionados a contaminagao.

No entanto, outros autores como Vives e colaboesd(2004%° e Vuorinen e
colaboradores (2008) encontraram diferencas entre machos e fémeasteaminacéo
dos metabdlitos de HPAs, assim como, alguma cgéelantre os tamanhos dos peixes
e a concentracdo dos metabdlitos biliares de HPAsem, em ambos os trabalhos
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citados, estes dados ndo foram muito conclusivog, ez que na maioria dos casos a
diferenca encontrada ndo foi estatisticamente fgigtiva. No caso do trabalho
desenvolvido por Vuorinen (2006) em algumas das areas estudas pdde-se perceber
que os machos possuiam maiores concentracdes dbalites de HPAs, mas este
perfil ndo foi observado para todas as areas amd@sbcorrendo ainda, regides onde as
fémeas possuiam as maiores concentragdo de mudalustes compostos.

De fato, os HPAs sdo metabolizados pelas enzimauohplexo citocromo P-
450. Estas enzimas vém sendo estudas e parecernmflsenciadas por fatores
bioldgicos, como estado de desenvolvimento dosnisgeos e hormonios sexuais como
0 estrogénig®.

Entretanto, no presente estudo, os dados relacsnad sexo e a idade dos
peixes ndo foram determinantes, indo de acordo osmresultados encontrados
comumente na literatura. Aparentemente, devidoiabaorrelacdo encontrada entre
tamanho dos peixes e concentracdo dos metaboétbiPds, este fator biométrico ndo
influenciou a determinagéo realizada e por esteivmatdo houve necessidade de
estratificacdo dos grupos por faixas de tamanhomBsma forma, no que diz respeito
ao sexo foi observado apenas diferenca entre maeht@meas de Corvinas na
determinacdo de um dos metabdlitos de HPAs, no@asHidroxipireno. Diante disso,

o grupo foi analisado como um todo, sem que fosga fivisdo entre 0s sexos para

avaliar diferencas entre as areas de estudo.

5.4 — Efeitos da condi¢do alimentar

Este trabalho também avaliou o efeito do statinseaitar dos peixes em relacao
a determinacdo dos metabdlitos de HPAs biliares Rato, foi comparada a dispersao
das concentracdes dos metabdlitos de HPAs obtidasta do célculo dos coeficientes
de variacdo de cada metabdlito, antes e ap0Os aatipagéo pela proteina. No item a
seguir (5.5.2) sera discutida a influéncia da ntimagéo pelas proteinas na comparacao
da BG e Itaipu em relacdo a determinacdo das ctacées dos metabolitos de HPAs
nas biles de Corvina e Baiacu.

Collier & Varanasi (1991§" verificaram que durante periodos de jejum os sivei
de proteina na bile aumentavam assim como a floéneg dos HPAs e, desta forma,
estas medidas podiam ser usadas para normalizaladss, diminuindo erros de

avaliacéo.
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Entretanto, diferencas interindividuais na captagé® HPAs pelos peixes, tais
como, tipo e quantidade de alimento consumido, tedg contato com sedimento ou
ingestao de particulas, podem contribuir para pedisio dos dados, o que ndo pode ser
corrigido através de normalizacdo pela proteinaiegér 1997f. Desta forma, a
normalizacdo pela proteina ao invés de homogeneratados poderia ser mais um
fator de confundimento.

Dentro deste contexto, foi avaliado por Richardsaolaboradores (2004)que
a normalizacdo dos dados poderia aumentar a varidgé resultados obtidos. Da
mesma forma, Aas e colaboradores (2808)servaram aumento da variacdo dos dados
apos normalizaco. Silva e colaboradores (Z8@63lizaram um estudo de avaliacdo da
exposicdo de HPAs em diversas espécies de peixies,edas, uma da mesma familia
do Baiacu de Espinho, utilizada no presente estOdaautores deste trabalho puderam
concluir que néo foi possivel encontrar correlagjgaificativa (f=0,038, p= 0,62) entre
metabdlitos totais de HPA e proteinas totais laigrara espécie de Baia€lydlichthys
spinosus) estudada.

Estes resultados sdo consonantes com o0 presento,esinde se observou
aumento da variacado dos dados apdés normalizaca@puekina (ver tabela 7). Apenas
para os metabdlitos de Naftaleno determinados ewir@as de Itaipu houve diminuicao
do coeficiente de variagéo.

De qualquer forma, embora diversos autores recoemeral normalizacao dos
dados, especialmente em estudos de monitoramemconizam a apresentacdo dos
dados tanto de forma n&o normalizada quanto naraw® ®’, como apresentado no
presente estudo.

5.5 — O uso de biomarcadores para avaliacdo dos itfs da contaminacédo de HPAs

em peixes
5.5.1 — Fator de condicéo (K)

Neste trabalho foi utilizado o Fator de Condi¢cad ¢gmo biomarcador geral do
estado de saude dos peixes. Os resultados enamtradstraram que tanto para
Corvina como para Baiacu o Fator de Condicdo na BaiGuanabara €, em média,
menor, em meédia, do que em ltaipu (item 4.5.1)tatissicamente esta diferenca €
significativa (p<0,05), evidenciando uma pior qualidade de saudepdoss na BG,
ambiente sabidamente poluido.

- 069 -



Estes resultados vao de acordo com outros estqdespbservaram Fatores de
Condic&o menores em ambientes contaminados endioedagreas controfé °3 Como
o Fator de Condicdo é considerado um indice gerasthdo nutricional dos peixes e
consequentemente da saude destes organismos, aaidediferenca da qualidade de

saude dos organismos de duas atéa®mo a observada no presente estudo.

5.5.2 — Determinacdo dos metabolitos de HPAs em ditle Corvina e Baiacu e

normalizacéo destes dados pela proteina biliar

Como biomarcador especifico da contaminacdo por HRA peixes foi
utilizada a determinacdo de metabdlitos biliarestedecompostos. Os metabolitos de
Naftaleno, Pireno, Benzo(a)pireno e o 1-Hidroxipoesém sendo usado em diversos
estudos de avaliacdo da exposicdo a HPAs em pé&xamnitoramento ambiental que
utilize estes metabdlitos inclui os mais frequiergepriorizados HPAs associados a
contaminacg&o ambiental

No tocante ao trabalho desenvolvido, pode-se obse@we através da analise
realizada nas biles de Corvina, a Baia de Guanapaesentou maior concentracéo de
cada um destes metabolitos em comparacdo com .ltdgsta diferenca foi
estatisticamente significativa para todos os HRA$studo, exceto para o Naftaleno.

Em contrapartida, para as analises realizadas eiaciBg06de-se observar
diferenca estatisticamente significativa entre BiaGuanabara e Itaipu somente em
relacdo aos metabdlitos de Naftaleno. Esta espiripeixe ndo se mostrou muito
sensivel a diferencas entre as areas estudas ribzqspeito aos metabdlitos de HPAs
de origem pirogénica. Entretanto foi capaz de rlystir entre as areas para o HPA
derivado do petroleo.

Estes resultados apontam para o fato de que exditerancas fisioldgicas e da
responsividade de distintas espécies a poluicideatab®. Por esse motivo, o uso de
mais de uma espécie bioindicadora na avaliacdo adaminacdo de ambientes
aquaticos foi de extrema importancia, uma vez gsied@as espécies em estudo

responderam de forma distinta a exposi¢céo aos HPAs.

Além disso, muitos estudos utilizam apenas a détegéo do 1-Hidroxipireno
para avaliar a exposicdo de organismos aquétit¢tRAs > ® No presente estudo foi
avaliada a exposicdo aos metabdlitos do Naftaleimeno, Benzo(a)pireno além do 1-
Hidroxipireno. Desta forma, estes dados trazem siaespostas que precisam ser

avaliadas com cautela permitindo sua correta ird&pao.
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Diante disso, avaliou-se a exposicdo aos peixes apwrmalizacdo dos dados
de determinacdo de HPAs pelas proteinas biliaréde-Be perceber que, apds a
normalizagédo dos dados referentes a analise emin@pevcomparacéo feita entre BG e
Itaipu mostrou diferencas significativas para todos metabodlitos em estudo.
Entretanto, para analises em Baiacu, a comparagi#ie as duas areas nao mostrou

diferencas significativas para nenhum dos metaisoéin questao.

Desta forma, p6de-se inferir que devem semprees@sfavaliacbes com mais
de uma espécie bioindicadora, principalmente seem@tirem dados pregressos sobre
estas espécies. Além disso, deve-se, como ja datian 0os possiveis fatores de

confundimento e avaliar os dados antes e apOoshaatinacao pela proteina.

No que diz respeito ao uso dos metabolitos de Hi2#s avaliacdo da exposicdo
dos organismos aquaticos da BG, este biomarcadoortgrou-se bastante eficiente
para este tipo de estudo.

Através do uso deste biomarcador foi possivel rdjsir entre o nivel de
exposicdo dos peixes da BG e de ltaipu. Deve smaltada a importancia deste
resultado, pois embora Itaipu tenha sido escolbaao area controle, esta regido esta
localizada proxima a Baia de Guanabara. E considenpor alguns autores como
Amador (1997, como formadora do arco de limite externo da Bai&uanabara, ou
seja, esta regido pode ser vista como pertenceB@. desta forma, sofre influéncias
hidrodinamicas deste estuéfio que, de certa forma, poderia dificultar a agdlados
niveis de exposicdo dos espécimes capturados ndgtss areas. Entretanto, este
biomarcador especifico da exposi¢cdo a HPAs foi zaeadiferenciar entre o nivel de
exposicdo de Baiacu e Corvina da Baia de Guanaliedtaipu.

5.6 — Escolha da espécie sentinela para avaliacém ekposicdo a HPAs

Neste trabalho foram utilizadas duas espécies egeCorvina e Baiacu, e a
partir de suas biles foram determinadas as corazgigs dos metabolitos de Naftaleno,
Pireno, Benzo(a)pireno além do 1-Hidroxipireno.

A observacao dos resultados obtidos mostrou querar@ apresenta-se como
espécie ideal para avaliacdo dos efeitos da congmdd por HPAs, pois foi capaz de
diferenciar BG de ltaipu para os todos os metailgm estudo. As Corvinas em

comparacao aos Baiacus mostraram-se mais senadgesfeitos da contaminacao por
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HPASs, possibilitando seu uso em estudos que vigenparar areas com distintos niveis
de poluigao.

Ademais, a Corvina pdde ser facilmente capturadalistmtas épocas do ano,
nas duas areas de estudo, o que demonstra sua dmplauicdo geografica e
abundancia.

Além dos fatores mencionados, a Corvina possuidgramportancia comercial,
sendo uma das espécies mais consumidas no Brasitelacdo ao estado do Rio de
Janeiro, sua producdo em meédia, considerando tedode de dados compreendido
entre 1990-1999, situa-se em torno de 1.700 t affuai

Entretanto, deve ser ressaltado que a extracadeddds Corvinas mostrou-se
como uma tarefa minuciosa. Esta espécie apresemtsiaula biliar filiforme e os
peixes de menor tamanho, muitas vezes ndo possulame biliar suficiente para a
analise. Desta forma, ao trabalhar com a Corvinmle@l que sejam escolhidos
espécimes com comprimento de médio a grande.

Cabe ressaltar que a avaliagdo de metabdlitogdslide HPAs em Corvina
nunca tinha sido realizada anteriormente, apesarsuie grande importancia e
caracteristicas apropriadas. Com base nos dadio®let no mencionado acima, 0 uso
da Corvina como espécie sentinela mostrou-se dpdupem estudos de avaliagdo da
exposicdo a HPAs.

Embora o Baiacu néo tenha respondido da mesma raanes a Corvina, ndo se
pode deixar de notar a relevancia da utilizacatadespécie no trabalho desenvolvido.
Os Baiacus mostraram-se sensiveis a contaminagametabolitos do Naftaleno que
tém origem petrégenica. A contaminacdo de ambieragqaéaticos por fontes
petrogénicas vem causando grande preocupacao de\dtEscente demanda pelo uso
do petréleo para obtencdo de energia e conseqgéaaniento de derrames deste 0Oleo
gerado pelas atividades de extracdo ou a ela assstl.

A distinta responsividade entre Baiacu e Corviraefeitos da contaminacao de
HPAs pode ser devida a uma série de fatores, caerencas metabdlicas, dos habitos
alimentares e de regionalidatfe

Desta forma, foi relevante o uso das duas espéegsxixes, ja que as estas
responderam de forma distinta & contaminacdo poAsHFEste fato mostra a
necessidade de que em monitoramentos ambientals, mdo haja dados pregressos

sobre os organismos em estudo, seja utilizadadeaisna espécie bioindicadora.
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6 — CONCLUSAO

+ A implementacdo e otimizacdo dos métodos de Fluoérnesa Fixa (FF) e
Fluorescéncia sincronizada (SFS) permitiu que otalmdétos de Naftaleno,
Pireno, Benzo(a)pireno e o l1-Hidroxipireno fosseastexdninados de forma
semiquantitativa nas biles de Baiacu e Corvinatdiesma, foi possivel avaliar
a exposicao destas espécies a HPAs de origem picagé petrogénicas.

« A relativa simplicidade dos métodos de fluoresc@ranpregados possibilitou
que fosse feito um estudo com grande numero deciesg® diminuindo a
chance de resultados enviesados causados por iNdaidd bioldgica das

espécies.

+ O Fator de Condicdo, mesmo sendo um biomarcadat der contaminacao,
mostrou-se como uma ferramenta Util na avaliagdestiado de saude geral dos

peixes em estudo.

« O biomarcador especifico para exposicao a HPAzadib neste trabalho sofreu
pouca influéncia dos parametros ndo relacionadpsl@gicdo por HPAs, tais
como sexo e tamanho dos peixes. Desta forma, esteattador se mostrou
bastante robusto para avaliacdo da exposicdo deespel esta classe de

composto.

« A avaliacdo do status alimentar dos peixes, medid/és da normalizacédo dos
dados de determinacdo dos metabolitos de HPAs petdsinas biliares, foi
fundamental pois trouxe novo perfil de respostapges quando se realizou a
comparacdo da exposicao destes espécimes a HPBaiagale Guanabara e
Itaipu.

+ A escolha de duas espécies bioindicadoras foi fuedéal para avaliar os niveis
de exposicdo dos organismos aquaticos a HPAs, wemaque as espécies
mostraram respostas distintas frente a contamingiéo esta classe de
composto. A Corvina mostrou-se como candidata ideaspécie sentinela em

estudos que utilizem este biomarcador de exposi¢#ieAs.
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« Através deste trabalho foi possivel distinguir erntr nivel de exposicao dos
peixes da BG e de Itaipu mesmo sendo esta arealoptoxima a BG e sujeita
a influéncias desta baia.
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