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Resumo

Regibes de estuarios exibem constante variabilidade ambiental, gerando
situagdes estressantes aos organismos residentes. Além disso, estas regides
sdo frequentemente contaminadas por efluentes, contendo residuos organicos
e industriais de uma série de diferentes atividades humanas. As Baias de
Paranagua e Guaratuba sdo dois grandes sistemas estuarinos localizados no
sul do Brasil. A Baia de Paranagua € normalmente considerada uma regiédo
contaminada devido as intensas atividades portuarias aliadas as descargas de
efluentes despejados frequentemente nesta regido. Em associagdo a estas
condigdes, um grande derramamento de 6leo decorrente da explosdo de um
navio petroleiro que carregava metanol e 6leo bunker (6leo cru, utilizado como
combustivel para navios) ocorreu em 15 de Novembro de 2004 na Baia de
Paranagua agravando a situacdo ambiental nesta Baia. Em contraste, o
estuario da Baia de Guaratuba é considerado como sendo pouco contaminado.
Uma espécie de peixe residente, o peixe-rei Atherinella brasiliensis, muito
abundante em ambos os estuarios, foi escolhido como bioindicador para os
efeitos crénicos do derramamento de oleo em Paranagua. A espécie foi
amostrada em Dezembro 2004 (30 dias apds a explosdo) e em Margo (120
dias apos a explosdo) e Junho de 2005 (210 dias apds a explosao), sempre
nas duas localidades: um ponto mais proximo (A) e outro mais afastado (B) ao
local da explosdo. A osmolalidade, a concentracdo de ions (cloreto e
magnésio) e de cortisol foram determinados no plasma dos peixes.
Homogeneizados de branquias e rins foram utilizados para determinar a
atividade das enzimas Anidrase Carbdnica (AC) e Glutationa S-Transferase

(GST). Aumento da osmolalidade, cloreto, mas especialmente de magnésio

vii



plasmatico foram detectados em Marcgo, juntamente com a inibicao da atividade
da enzima anidrase carbdnica branquial. O cortisol plasmatico aumentou em
Mar¢co e mais ainda em Junho. A atividade da GST apresentou pouca
alteracdo. O modelo de dispersdao de particulas desenvolvido para o
acompanhamento do acidente ao longo de 7 meses cumpriu seu papel de
ferramenta integradora corroborando os resultados apresentados pelos
marcadores fisioldgicos e bioquimicos de que os maiores efeitos ocorreram na
coleta de Marco/2005, mais especificamente no ponto B localizado mais
afastado do epicentro do acidente, mas mais proximo da saida da Baia de
Paranagua. Esta regido possivelmente concentrou ndo somente o0s
hidrocarbonetos provenientes do acidente, mas também contaminantes
regularmente depositados na Baia. O peixe-rei mostrou-se como um bom
bioindicador e as fungbes de osmorregulagéo, especialmente as concentragdes
dos ions magnésio, juntamente com as dosagens de cortisol plasmatico, e a
atividade da enzima anidrase carbénica branquial também se mostraram como
excelentes biomarcadores dos efeitos crénicos do derramamento de éleo em

areas tropicais portuarias.
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Abstract

Estuarine areas display wide and fast environmental variability, posing a
stressful challenge to resident organisms. Furthermore, they are frequently
contaminated by effluents from a series of different human activities. The Bays
of Paranagua and Guaratuba are two large estuarine systems located in
Southern Brazil. Intense harbor activities allied to agricultural and urban runoffs
in Paranagua Bay lead to frequent discharge of pollutants. A large oil spill from
the explosion of an oil tanker loaded with methanol and bunker oil has occurred
in November 2004 in Paranagua Bay. In contrast, the estuaries of Guaratuba
Bay can be considered as relatively uncontaminated. One resident species of
fish, the brazilian silverside Atherinella brasiliensis, very abundant in both
estuaries, has been chosen as bioindicator for the analysis of the chronic
effects of the oil spill in Paranagua. The species was sampled in December
2004 (1 month after the explosion), and again in March 2005 and June 2005,
always at 2 locations: one next to the explosion site (A), and another more
distantly located (B). Osmolality, ions (chloride and magnesium), and cortisol
were determined in the plasma of the fishes. Gills and kidney homogenates
were assayed for carbonic anhydrase (CA) and glutathione-S-transferase (GST)
activities. Increases in plasma osmolality and chloride, but especially
magnesium, were detected in March, along with branchial and CA inhibition.
Plasma cortisol increased in March and even more in June. GST activities were
unchanged. The application of the particle dispersion model developed to follow
up the effects of the oil spill was successful and agreed well with the biomarker
results. Effects were stronger at site B, located at the exit of the Bay. This

region has probably concentrated not only the hydrocarbons derived from the



accident, but possibly also the regular contaminants found in the Bay. The
brazilian silverside, an estuarine resident species, has been shown to be a good
bioindicator, and the function of osmoregulation, especially plasma magnesium
and cortisol, and branchial carbonic anhydrase have all been shown to be

excellent biomarkers for the chronic effects of oil spills in tropical harbor areas.



1. Introducéo

Estuarios e suas caracteristicas ambientais

Estuarios sao regides semi-fechadas de livre conecgdao com o mar e que
sofrem constantes diluicdes pelas aguas continentais. Podem ser considerados
como regides de transigcao ou ecoétones, pois muitas de suas caracteristicas os
tornam unicos, tais como seus atributos fisicos e bioldgicos (ODUM, 1983;
RICKLEFS, 2003; DAY JR et al., 1989). Os nutrientes trazidos pelos rios em
conjunto com os sedimentos e nutrientes do fluxo marinho aliados a tendéncia
desses ambientes serem de areas rasas, contribuem para uma elevada
produtividade bioldgica, proporcionando dessa forma condicbes para o
desenvolvimento e criagdo de diversas espécies (ODUM, 1983; RICKLEFS,
2003). A regiao estuarina pode ser considerada ainda como bergario, criadouro
e refugio, abrigando varias espécies de peixes em diversos periodos dos seus
ciclos de vida. Beneficia peixes juvenis pela abundancia de nutrientes ou ainda
pela protecdo contra predadores fornecida pelas plantas vasculares, as quais
também participam da criagcdo de um ambiente altamente favoravel para a

reprodugao (VENDEL & CHAVES, 2001; e.g SPACH et al., 2003).

Complexo Estuarino de Paranagué e Guaratuba

As Baias de Paranagua e Guaratuba s&o dois sistemas estuarinos do
litoral paranaense. O complexo estuarino de Paranagua (entre 25°16’ e 25°34’
S e 48°17’ e 48°42° W) (Figura 1) esta interconectado ao sistema estuarino
subtropical que inclui a Baia de Iguape-Cananéia no sudeste do estado de Séo
Paulo (LANA et al, 2000). Esta regidao pode ser bem definida como

compreendendo dois corpos de agua, as Baias de Paranagua e de Antonina no



eixo leste-oeste e as Baias de Laranjeiras e de Pinheiros no eixo norte-sul.
Este grande sistema conecta-se ao oceano aberto através de trés canais, com
o principal deles ao redor da llha do Mel (ANGULO, 1992). Este estuario
apresenta uma superficie liquida de 612 km? (LANA et al., 2000).

A circulagdo de agua na Baia de Paranagua é principalmente controlada
pelo fluxo e refluxo das marés, a descarga de agua doce é de 200 m®s™” e a
descarga de maré é de 7.862 m® s (BIGARELA, 1978). A velocidade das
correntes € maior no refluxo, devido ao represamento das aguas fluviais,
fazendo com que as cunhas de agua doce e salgada interajam originando
grandes contrastes de salinidade (BIGARELA, 1978). O regime de maré segue
um padrdao semi-diurno misto com amplitude maxima de aproximadamente
2,0m (KNOPPERS et al., 1987). Os gradientes de salinidade sdo acentuados
variando de 12-34%., chegando aos 36%. no setor mais externo do estuario e
até 0%o nas regides mais internas (LANA et al., 2000). A temperatura da agua
na regidao tem média de 23,0 + 3,6 °C; as médias mais altas ocorrem
tipicamente em dezembro, fevereiro e abril, com as menores médias em junho.
A temperatura da agua varia pouco horizontalmente, mas apresenta uma
variagdo sazonal grande (BRANDINI et al., 1988; LANA et al., 2000). O pH tem
média de 8,05 £ 0,32 nas regibes escolhidas para as coletas. O oxigénio
dissolvido apresenta grande variagao, de 25,80% a 124,22%, com média de
86,42 + 16,42% (BRANDINI et al., 1988; LANA et al., 2000).

O clima da regido, de acordo com Koéeppen, € do tipo Cfa, sendo: “C”
clima pluvial temperado, “f" sempre umido com chuvas todos os meses e “a”
com temperatura média do més mais quente acima de 22°C (MAACK, 1968;

IPARDES, 1990). O periodo mais chuvoso corresponde aos meses de verao e



0 mais seco aos meses de inverno (ANGULO, 1992). Os ventos da regido sao
provenientes dos quadrantes leste e sudeste com velocidade média de 4,0 e
maxima de 25,0 m.s”. A umidade relativa do ar tem média de 85%, e a

temperatura média do ar é de aproximadamente 21°C (LANA et al., 2000).

Cidade e Porto.de Paranagua

Figura 1. Complexo estuarino de Paranagud, localizado no litoral do Estado do Parand, Brasil. Retirado do

site www.googleearthe.com

A Baia de Guaratuba é o segundo maior sistema estuarino localizado na
regido sul do litoral paranaense (25° 52’ S; 48° 39° W). E um sistema
considerado estuario — manguezal, com uma area de aproximadamente 48,57
km? conectada ao Oceano Atlantico através de uma abertura de mais ou menos
500 m (Figura 2). Possui cerca de 15 km de comprimento no eixo leste-oeste e

largura de 5 km no eixo norte-sul. A vegetacéao é tipica de manguezal, o fundo


http://www.googleearthe.com/

praticamente todo lodoso com a lamina d’agua atingindo profundidades de até
6 m. A salinidade varia sazonalmente entre 37 e 3%0 no inverno e verao,
respectivamente, e a temperatura varia entre 15 e 28°C. O clima é do tipo
tropical superumido, sem estacao seca definida e isento de geadas (VENDEL &
CHAVES, 1998; CHAVES & BOUCHEREAU, 1998; CHAVES & CORREA,

1998).

'Cidade de Guaratuba

Image © 2007 TerraMefrics
B

Figura 2. Baia de Guaratuba, localizada no litoral do Estado do Parand, Brasil. Retirado do site

www.googleearth.com .

Contaminacédo ambiental e acidente com o navio chileno Vicufia
Os efeitos da contaminagdo sofrida pelos estuarios devido a grande
ocupagao e inconsequente utilizacdo dos mesmos pelo homem vém se

agravando a cada dia nas areas litoraneas de todo o mundo. Estas regides
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acabam servindo como depdésitos de efluentes urbanos e industriais, tais como
esgotos, pesticidas usados na agricultura e aguas de lastro provenientes de
embarcacdoes (KENNISH, 1991). A Baia de Paranagua abriga o Porto de
Paranagua, o segundo maior porto do Brasil, usado principalmente para
atividades de exportagdo de graos, fertilizantes, veiculos automotivos e
petréleo (ROCHA & KREMER, 2005; SANTOS et al., 2006). Problemas
ambientais nesta Baia sao principalmente decorrentes das falhas nos
processos de embarque e desembarque de produtos quimicos nos terminais do
Porto de Paranagua.

No dia 15 de novembro de 2004, o navio petroleiro chileno Vicufa
explodiu em um dos terminais deste porto (Figura 3). O navio estava carregado
com 4.079,23 toneladas de metanol, 1.240 toneladas de dleo tipo bunker (6leo
cru, utilizado como combustivel para navios), 150 toneladas de d6leo diesel e
29.170 litros de dleos lubrificantes. Todo o metanol foi queimado durante a
explosdo. O navio liberou um total de 1.416 toneladas de 6leo no ambiente,
sendo 87% de dleo tipo bunker. Bbias de contengao (Figura 4) foram, poucas
horas depois, colocadas ao redor para conter o vazamento e prevenir uma
maior distribuicdo do 6leo, além de reter e remover parte do material espalhado
(1,17 milhdes de litros de 6leo e quase 3 milhdes de litros de agua oleosa), mas
mesmo assim houve intensa contaminacdo da Baia. Estima-se que
aproximadamente 290 mil litros de o6leo ndo foram removidos e
consequentemente permaneceram no ambiente (o equivalente a 285
toneladas) (IAP — Instituto Ambiental do Parana/IBAMA, Relatério Técnico,
Maio de 2005). Esta quantidade que permaneceu no ambiente se espalhou e

atingiu além da Baia de Paranagua, as Baias de Antonina e Laranjeiras, que



compdem complexo estuarino de Paranagua, numa extensdo de cerca de 30
quildbmetros. Manchas de O6leo eram visiveis meses apdés o0 acidente
principalmente na vegetacdo marginal (Luciana R. de Souza, observacao
pessoal). O 6leo derramado pelo acidente, aliado a contaminagao ja existente
na regiao, esgoto urbano e descargas de efluentes industriais e de atividade
agricola, qualifica esta regido como impactada e ideal para a caracterizagao
das alteragdes fisiologicas e bioquimicas de animais estuarinos associadas a

contaminagao ambiental.

Figura 3. Destrogos do navio chileno Vicuia no momento de sua remocao da Baia de Paranagua. Fonte:

www.ecoplan.org

Figura 4. Boias de contengado espalhadas ao redor do terminal portuario onde ocorreu o acidente com o
navio chileno Vicufia. Fonte www.geologia.ufpr.br/cenacid/vicunha




A Baia de Guaratuba, o segundo maior sistema estuarino do estado do
Parana, assim como a Baia de Paranagua, também sofre impacto ambiental
pelo uso indiscriminado da regido costeira adjacente, principalmente em
épocas de veraneio. O despejo de esgotos urbanos das casas localizadas na
orla da baia, o grande numero de embarcacdes de pequeno porte utilizadas
para passeio ou pesca, ou as de grande porte utilizadas para a travessia
Guaratuba — Caioba (“Ferry — Boat”) agravam a situacdao (KRUEGER, 2004).
Na Baia de Guaratuba, existem focos pontuais de contaminagcdo (KRUEGER,
2004). A regiao onde foi realizada a coleta ndo esta entre estes locais e néo
sofre a influéncia de derramamentos de petrdoleo. A Baia de Guaratuba, uma
Area de Protecdo Ambiental (APA), possui uma regido bem preservada, com
vegetacdo nativa intacta, sem construgcbes, o que caracteriza o local como
relativamente livre de contaminacio, podendo ser utilizada na caracterizacao
das condigdes fisioldgicas e bioquimicas normais associadas a um ambiente

estuarino (KRUEGER, 2004).

Poluentes e hidrocarbonetos de petréleo como foco da pesquisa
Biomarcadores tém sido extensivamente utilizados para a caracterizacao
das reagdes de muitos organismos frente a contaminantes e poluentes
ambientais. Dentre estes contaminantes podemos citar: metais pesados (e.g.
Al, Cu, Pb) (e.g. REGOLI & PRINCIPATO, 1995), hidrocarbonetos derivados de
petréleo (e.g. VAN DER OOST et al., 2003; ZACCARON DA SILVA et al., 2005;
KENNEDY & FARRELL, 2005), inseticidas e biocidas (e.g. ZANETTE et al.,

2006), entre outros.



Hidrocarbonetos derivados de petroleo sdo comuns causadores de
grandes focos de contaminacdo em ambientes aquaticos por serem
provenientes de varias atividades antrépicas, mas principalmente em
consequéncia de acidentes com navios petroleiros. Estes compostos tém
levantado interesse significativo por causarem diversos efeitos subletais ou
letais em varios organismos aquaticos (VAN DER OOST et al.,, 2003;
ZACCARON DA SILVA et al., 2005; KENNEDY & FARRELL, 2005). A
toxicidade aguda destes compostos pode causar danos morfolégicos,
histopatolégicos e genéticos em diversos organismos (KENNEDY & FARRELL,
2005).

Esses poluentes inicialmente causam alteracdo estrutural nas
biomoléculas dos organismos aquaticos, e posteriormente levam a alteracéo
das propriedades funcionais dessas moléculas envolvidas nos processos
biolégicos (AMADO et al., 2006b). Os componentes mais toxicos do 6leo tipo
bunker, derivado do petrdleo, sdo o benzeno, tolueno e xileno. Estes sdo os
compostos mais soluveis em agua (principalmente o benzeno) o que torna os
organismos aquaticos mais vulneraveis (TIBURTIUS et al., 2004). Além disso,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo muito resistentes a degradacéao
bioldégica persistindo por um longo periodo de tempo no ambiente (IAP —
Instituto Ambiental do Parana/IBAMA, Relatério Técnico, Maio 2005). Por estes
motivos, tém sido intensificados os estudos sobre os efeitos destes compostos
nos organismos aquaticos. Dentre os varios estudos realizados, as espécies de
peixes tém atraido a maior atengdo dos pesquisadores, principalmente pelo
fato de boa parte delas servirem de alimento ao seres humanos (AMADO et al.,

200643, b).



Diversas alteragdes bioldgicas tém sido relatadas para a exposi¢cao de
peixes a concentragdes subletais de variados contaminantes (e.g. metais
pesados, inseticidas, biocidas): disturbios osmorregulatérios (e.g. SANTOS &
PACHECO, 1996; MONTEIRO et al., 2005; CAMARGO & MARTINEZ, 2006;
KENNEDY & FARRELL, 2005), decréscimo no numero de células de cloreto e
na atividade das ATPases branquiais (e.g. MONTEIRO et al., 2005; KENNEDY
& FARRELL, 2005), aumento na expressdo de proteinas de estresse (e.g.
AMADO et al., 2006 a, b), liberagdo de cortisol (e.g. PACHECO & SANTOS,
2001; MONTEIRO et al., 2005; CAMARGO & MARTINEZ, 2006), aumento da
atividade do sistema antioxidante (e.g. RONISZ, et al., 1999; AMADO et al.,
2006 a, b; ZANETTE et al., 2006), aumento da atividade de enzimas hepaticas
de detoxificagdo (e.g. RONISZ, et al., 1999; AMADO et al., 2006 a, b;
CAZENAVE et al., 2006), mudangas histopatolégicas no epitélio branquial, (e.g.
KULTZ, 1996; SANTOS & PACHECO, 1996; MONTEIRO et al., 2005), danos
em biomoléculas como DNA, lipidios e proteinas (e.g. REGOLI &
PRINCIPATO, 1995; PACHECO & SANTOS, 2001; AMADO et al., 2006 a, b;
ZANETTE et al., 2006).

A longo prazo, de acordo com o agente estressor e tempo de exposigao,
estas alteragcbes podem gerar, por exemplo, redugdo na capacidade
reprodutiva ou tolerancia aos fatores de estresse (e.g. KENNEDY & FARRELL,
2005). A contaminagcdo do animal ocorre através da superficie respiratéria
branquial, responsavel pela absor¢ao direta de substancias presentes na agua,
ou através da ingestdo de &gua e alimento contaminado, podendo
comprometer assim o funcionamento de branquias, trato gastrointestinal, figado

e rins (KENNEDY & FARRELL, 2005). Em geral, os compostos toxicos acabam
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gerando uma resposta integrada, envolvendo diversos sistemas e a liberagao
de varias substancias para conter ou minimizar os efeitos toxicos no
metabolismo (KENNEDY & FARRELL, 2005).

A capacidade de adaptacao fisiolégica de peixes de agua doce a
exposicao a poluentes tem sido foco freqiente de investigacao (e.g. DORVAL
et al., 2003; ARASHISAR et al., 2004; HERBERTS et al., 2005). Por exemplo,
foi verificado que a dindmica do cortisol plasmatico é alterada pela presenca de
detergentes sintéticos em Hypostomus sp. (HERBERTS et al.,, 2005). Ainda
assim, parametros indicativos de estresse, a propria secrecdo de cortisol e a
expressao de proteinas de estresse nao estao satisfatoriamente caracterizados
de forma geral em peixes (BARTON, 2002; IWAMA et al., 2004), em especial
em regides de estuario (YAMASHITA et al., 2003). Existem alguns trabalhos
com espécies transientes em estuarios (LIONETTO et al., 1998; PACHECO &
SANTOS, 2001) e/ou peixes estuarinos (GOKSOYR et al., 1996; AMADO et al.,
2006a, b) que enfatizam os efeitos das variaveis ambientais, caracteristicas de
estuarios, quando associados a contaminacdo ambiental, sobre as respostas
apresentadas pelos peixes. Além disso, a maioria dos estudos relata os efeitos
de metais e pesticidas sobre as respostas de estresse destes animais.
Contudo, nao foram encontrados estudos com peixes relatando os efeitos dos
derramamentos de petrdleo sobre as respostas fisioldgicas de estresse em

geral, ou de fisiologia osmorregulatéria em particular.

Biomarcadores e contaminacao
Biomarcadores sao definidos como alteragdes bioldgicas, moleculares e

comportamentais geradas nos tecidos ou fluidos corpdreos de organismos que
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sofrem efeitos pela exposicdo aos fatores estressantes naturais ou por
xenobioticos (DEPLEDGE et al., 1995; LOPEZ-BAREA & PUEYO, 1998; VAN
DER OOST et al.,, 2003). Os biomarcadores podem ser divididos em trés
categorias: 1) biomarcadores de exposigcao - que refletem apenas a exposicao
e reagdes do organismo ao poluente; 2) biomarcadores de efeitos - que
refletem a exposicao e efeitos toxicos dos poluentes sobre as biomoléculas do
organismo, e 3) biomarcadores de susceptibilidade — que quantificam efeitos
percebidos nos niveis de populacdo, comunidade e ecossistema (LOPEZ-
BAREA & PUEYO, 1998; VAN DER OOST et al.,, 2003; ZANETTE, et al,,
2006). Estas categorias de biomarcadores sao frequentemente utilizadas na
caracterizagdo das alteragdes biolégicas geradas pela exposi¢cao a diversos
tipos de contaminacao.

Os descartes de dejetos urbanos e industriais ou portuarios, ou ainda da
aplicagao de biocidas e inseticidas, incluem varias categorias quimicas de
contaminantes. Dentre estes contaminantes, podemos encontrar os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs), compostos organoclorados,
organometalicos e metais pesados (e.g. ZACCARON DA SILVA et al., 2005). A
presenca de contaminantes nestes ambientes € acompanhada pelo aumento
da matéria organica na agua, pela diminui¢do do teor de oxigénio dissolvido, da
transparéncia da agua e ainda pelo aumento de compostos de nitrogénio e
fésforo. Assim, animais que habitam estas regides sdo expostos diretamente a
estes fatores, em adicdo ao estresse natural das variagdes normais na
salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido e pH, caracteristicas dos estuarios.

Perturbagbes internas no organismo dos peixes, como resultado de

alteragdes do ambiente, geram respostas compensatérias que, se nao forem
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suficientes podem levar & morte do animal (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2002).
Adicionalmente, o metabolismo de compostos téxicos frequentemente resulta
na formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) (e.g. HERMES-LIMA &
ZENTENO-SAVIN, 2002; CAZENAVE et al., 2006). As formas reativas de
oxigénio (anion superoxido O,’, peroxido de hidrogénio H,O, e metais de
transicéo) sao convertidas em formas téxicas de radicais livres, por exemplo,
OHe ONO; (HERMES-LIMA & ZENTENO-SAVIN, 2002), altamente nocivas ao
organismo. Deste modo, quando a taxa de formagdo de ERO é excessiva
acaba superando a capacidade fisioldgica dos organismos de elimina-las ou
anula-las, criando a situacdo de estresse oxidativo (HERMES-LIMA &
ZENTENO-SAVIN, 2002). Esse processo pode também ser definido como o
reflexo do desequilibrio existente entre a produgcdo e a remocgao destes
produtos oxidantes (HERMES-LIMA & ZENTENO-SAVIN, 2002; GUERREIRO
et al., 2002). Quando os mecanismos de defesa do animal, responsaveis pela
remocao destes compostos sao inadequados ou insuficientes, aumenta o nivel
de estresse oxidativo de tecidos animais, com dano as suas macromoléculas, o
que pode até acarretar a morte (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2002).

Os radicais livres estdo envolvidos com condigdes patolégicas em
animais. Eles reagem com macromoléculas orgéanicas prejudicando todo o
metabolismo animal. Dentre as reagbes geradas por estes compostos estao:
inativacdo enzimatica, peroxidacao lipidica, danos ao DNA e até morte celular
(CAZENAVE et al., 2006). Para proteger as células da toxicidade gerada por
radicais livres, 0 organismo possui um sistema antioxidante. As formas de
defesa antioxidantes contra esses radicais incluem as formas enzimaticas e

nao enzimaticas. As formas de defesas enzimaticas sdo: catalase (CAT),
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glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase dependente de selénio (Se-
GPX), glutationa peroxidase selénio independente (GPX), todas as isoformas
de superoéxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST) e a glicose 6-
fosfato desidrogenase (G6PDH) (HERMES-LIMA et al., 1998; HERMES-LIMA
& ZENTENO-SAVIN, 2002; ZACCARON DA SILVA et al., 2005). As formas néo
enzimaticas de defesas antioxidante incluem: glutationa reduzida (GSH), acido
ascorbico, acido urico, vitaminas C, E, B - caroteno, polifendis e bilirrubinas
(HERMES-LIMA & ZENTENO-SAVIN, 2002; ZACCARON DA SILVA et al.,
2005; ZANETTE et al., 2006).

Estas respostas do sistema antioxidante, aliadas as alteragdes
fisiologicas (alteragbes osmodticas e ibnicas, por exemplo) dos animais, sao
ferramentas Uteis para a caracterizacdo dos efeitos diretos e indiretos dos
contaminantes, sendo essenciais para o controle e reparo de danos gerados
por radicais livres, sdo por isso consideradas como bons biomarcadores
(ZACCARON DA SILVA et al., 2005; AMADO et al., 2006a).

Neste estudo foram verificados alguns marcadores fisiologicos,
(osmolalidade, ions e cortisol plasmaticos) e bioquimicos (as enzimas anidrase
carbdbnica e glutationa S-Transferase) por estarem envolvidos no processo de
biotransformagao de agentes estressores e por contribuirem na identificagéo,
bem como na inibicdo ou redugao dos efeitos destes agentes no metabolismo

animal.
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VariacBes abioticas, contaminacdo e as respostas fisiolégicas e
bioguimicas de animais de estuarios frente a estas variaveis.

Além da presenca de contaminantes na agua, ambientes estuarinos
sofrem constantemente a variagdo normal em seus parametros abiodticos
(turbidez, teor de oxigénio, salinidade, temperatura, pH). Estas regides
representam uma interface entre o ambiente marinho e o dulcicola. S&o regides
de rapidas e grandes variagcbes devido aos movimentos de marés e
consequente troca de substancias entre estes dois corpos d’agua. Todas essas
alteragbes geram estresse aos animais que habitam regides estuarinas e de
entre — marés (HOFMANN, 1999; SCHILL et al., 2002; TOMANEK & SOMERO,
2000, 2002). Se o organismo € exposto a um estimulo estressor tem sua
homeostase dasafiada. Homeostasia € o equilibrio metabdlico, ou seja, é a
habilidade de manter a estabilidade do meio interno por meio de sistemas de
controle fisioldgicos (RANDALL et al., 1999; SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

As alteragdes no meio interno podem ter duas origens: primeiro, as
proprias atividades metabdlicas através das necessidades de suprimentos
constantes de energia e descarte de residuos e segundo, as respostas as
alteracdes no meio externo. Por exemplo, quando ocorre uma alteracido na
salinidade da agua, os animais podem responder de duas maneiras: permitindo
alteragdes na osmolalidade do seu liquido extracelular (LEC) de modo a
manter-se isosmotico (do grego ISO = igual) em relagdo ao meio, em
comportamento osmoconformador. Alternativamente, podem gastar energia
transportando ions e regulando a osmolalidade de seu LEC mantendo-se em
comportamento osmorregulador, garantindo a homeostasia (i.e., estabilidade)

(SCHMIDT-NIELSEN, 2002). Peixes teleésteos em geral sé&o
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osmorreguladores, podendo ser hipo-osmaéticos (menos concentrados que o
meio) quando habitam os oceanos, mas também hiper-osmoéticos (mais
concentrados que o meio) quando habitam agua doce. Em ambientes
estuarinos, em certos momentos sao hiper-osmoéticos e em outros momentos
sao hipo-osmaoticos.

A tolerancia de variagdo de salinidade de um organismo é dependente
da capacidade de regulagdo osmotica e ibnica, ou seja, quanto maior a
habilidade de manter os gradientes osmaéticos e ibnicos em condigdes
favoraveis ao funcionamento metabdlico normal, maior a capacidade de invadir
ambientes que sofrem constantes alteragdes, como os estuarios (GENOVESE
et al., 2005). A essa capacidade de tolerancia e adaptagao a ampla variagao de
salinidade da-se o nome de eurialinidade (JOBLING, 1995). Em especial,
espécies estuarinas possuem diferentes estagios de adaptacao a eurialinidade,
€ a maioria das espécies € capaz de se adequar da agua doce a salgada
(JOBLING, 1995).

Todavia, s6 recentemente foram realizados trabalhos que dado énfase ao
estresse gerado pelo ambiente estuarino e os mecanismos e capacidade
osmorregulatéria de que os animais dispdéem para lidar com esses desafios. A
rapida e acentuada variacao de salinidade, tipica dos estuarios, representa um
desafio para a osmorregulacdo dos peixes residentes. Verificou-se que o
estresse salino ativa a liberagcdo e 0 aumento da expressao de marcadores
como o cortisol e enzimas de protegao antioxidante em situagdes de mudancgas
de salinidade (estresse salino) (ROCHE & BOGE, 1996; MARTINEZ-ALVAREZ

et al., 2002).
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Além da variagdo na salinidade, estudos relacionados as variagdes
ciclicas de oxigénio dissolvido também tém sido realizados (e.g.SAMPAIO &
BIANCHINI, 2002; PRODOCIMO & FREIRE, 2001, 2004; LOVE & REES,
2002). O trabalho de ROSS e colaboradores (2001), por exemplo, relata a
manutencdo de peixes em gaiolas in situ por duas semanas em ambientes
estuarinos rasos. Estes ambientes impdem aos animais situacdes constantes
de variagdes ciclicas de oxigénio dissolvido (hipoxia, hiperdxia e andxia). Esses
autores chegaram a conclusdo de que a variagcdo de oxigénio dissolvido,
apesar de normal em ambiente estuarino, aumenta a formagdao de ERO
causando um efeito estressante aos peixes. Esta variagdo do oxigénio, em
especial a supersaturacdo, leva ao aumento da expressdo de enzimas
antioxidantes para combater a formacdo de ERO e ou seus efeitos no
metabolismo. Este aumento na expressao de enzimas antioxidantes € apenas
uma das inumeras respostas utilizadas pelos animais em situagdes de
estresse, principalmente se esta variagcdo de oxigénio estiver associada a
eutrofizacdo ou poluicdo destes ambientes.

O aumento nas descargas de efluentes agricolas, domésticos e
industriais nas regides estuarinas traz a necessidade da utilizagdo de
marcadores confidveis para a caracterizagdo da contaminagdo da agua. Em
adicdo, ambientes estuarinos freqientemente incluem portos com atividades de
cargas/descargas de metais, intenso trafego de navios e riscos de
derramamentos de petroleo (KENNISH, 1991). De qualquer forma, para
espécies de peixes estuarinas residentes ainda existe uma lacuna. E
necessario conhecer melhor as respostas destas espécies, principalmente

associando os fatores de variagdo normal aos efeitos gerados pelos
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contaminantes ambientais, para que esses dados possam servir de base para
estudos subsequientes de resposta aos poluentes nestas regides. Sao raros
estudos sobre a caracterizagcdo das alteragdes fisioldgicas e bioquimicas de
peixes expostos a graus elevados de contaminagcdo (ambiente impactado),
comparada as respostas fisioldgicas e bioquimicas normais de peixes de um
ambiente livre de contaminagao (ndo impactado) (e.g. AMADO et al., 2006 a, b)
e inexistentes os estudos que comparam estes ambientes com relacdo a

contaminacgao por hidrocarbonetos de petrdleo.

Marcadores Utilizados
Osmorregulacao

Osmorregulagédo € a fungcado de regulagdo da concentragdo osmotica e
de ions do liquido extracelular, ou meio interno do animal. E a capacidade do
organismo de manter ativamente (com gasto energia) a homeostasia osmoética
do seu fluido extracelular (JOBLING, 1995; RANDALL et al., 1999; SCHMIDT-
NIELSEN, 2002). E esta capacidade fisiolégica que permite aos peixes
estuarinos sobreviverem em ambientes mais diluidos ou mais concentrados do
seu proprio meio interno, ou seja, sobreviver e manter suas fungdes em aguas
de salinidade variavel. As concentragdes ideais dos fluidos corpdéreos dos
animais muitas vezes sao diferentes da concentracdo do meio em que vivem,
principalmente para os vertebrados. Em ambientes marinhos, as concentragdes
externas sao significativamente maiores do que as concentragbes do peixe
(EVANS, 1993; JOBLING 1995; SCHMIDT-NIELSEN, 2002; SKAGGS &
HENRY, 2002). Teledsteos marinhos, por exemplo, possuem uma

osmolalidade pouco acima de um tergco da concentracdo do ambiente em que
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vivem (EVANS, 1993; RANDALL et al., 1999), em torno de 400 mOsm/kgH-0O,
enquanto a osmolalidade da agua do mar é de ~1000 mOsm/kgH,O
(PROSSER, 1973; JOBLING, 1995).

A tendéncia em agua do mar é a de o peixe perder agua e ganhar ions
(JOBLING, 1995). Para resistir a essa alteracdo os peixes ingerem agua do
mar em quantidades de cerca de ~ 5 a 20% do seu peso corpéreo (JOBLING,
1995; GROSELL & GENZ, 2006). A agua ingerida tem suas concentracdes
alteradas para concentragcbes similares ao fluido  extracelular
(350mOsm/kgH20) ao longo do trato gastrointestinal (PARMELEE & RENFRO,
1983; GROSELL & GENZ, 2006).

A osmorregulagao é realizada nas branquias, rins, trato gastrointestinal e
bexiga urinaria (MARTINEZ et al., 2005). As branquias e os rins dos peixes
constituem os principais contatos do organismo com seu ambiente. A branquia
€ um 6rgao excretor especializado e um importante local de transporte de ions
em teledsteos. Este epitélio € composto por diferentes tipos celulares (células
de cloreto, mucosas e pavimentosas) (KULTZ, 1996). Por serem extremamente
permeaveis, uma vez que sado envolvidas nas trocas de gases entre o sangue e
0 meio, passam também a exercer a funcdo de transporte de sais, sendo
responsaveis pela manutengao dos equilibrios idnicos excretando soédio e
cloreto (Na*, CI') por transporte ativo. Além disso, as branquias auxiliam na
excrecao de produtos nitrogenados e no equilibrio acido-base (EVANS, 1993).

Em peixes, o epitélio branquial tem o papel central nos processos de
estresse osmotico (perturbagdo da homeostase ibnica e osmotica) (RANDALL
et al.,, 1999). Em situagbes de estresse osmaético podem ocorrer algumas

alteragdes morfo-fisiolégicas no epitélio branquial incluindo: sintese ou
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destruicdo de componentes moleculares do sistema de transporte, variagdes
na morfologia e no numero de células de cloreto. Para sinalizar alteragdes e
mediar respostas de adaptagdo ao estresse osmotico no animal ocorre a
liberacdo de hormdnios como o cortisol, hormdnio do crescimento e prolactina.
Estes hormdnios véo auxiliar o animal a encontrar a homeostase favorecendo a
excrecao de sal (RANDALL et al., 1999).

O rim, 6rgao envolvido nos processos de regulagao osmatica e ibnica, é
o principal responsavel pelo transporte de ions divalentes (BEYENBACH et al.,
1993, 1997; RANDALL et al.,, 1999). Os rins tém um importante papel na
regulacao ibnica de teledsteos marinhos e de agua doce (KATOH et al., 2006).
O principal ion excretado e transportado pelos rins é o magnésio (Mg?*). O
equilibrio de Mg?* em peixes eurialinos é garantido pelo tubulo proximal renal
destes animais. Através desta estrutura, estes animais tanto secretam quanto
absorvem Mg”* (BEYENBACH et al., 1993, 1997; PRODOCIMO & FREIRE,
2001). Além disso, na primeira por¢gao do tubulo proximal também sé&o
reabsorvidos compostos como cloreto de soédio, acucares e aminoacidos
(CLIFF et al., 1986; JOBLING, 1995). A excreg¢ao de produtos nitrogenados e
acidos organicos € realizada pelos néfrons (CLIFF et al., 1986; JOBLING,
1995). Deste modo, analisar possiveis disfungdes osmorregulatorias
decorrentes de prejuizo renal em peixes sujeitos a contaminagdo é de suma
importancia para entender os danos a homeostasia do animal.

O trato gastrointestinal, também envolvido nos processos
osmorregulatorios, é responsavel por manter a absorgdo de sais e agua para
garantir, em associagao com os epitélios branquial e renal, o equilibrio hidrico e

osmético (PARMELEE & RENFRO, 1983; EVANS, 1993; JOBLING, 1995;
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GROSELL & GENZ, 2006). Apés ser ingerida, a agua do mar, necessaria para
o equilibrio osmotico e ibnico de teledsteos marinhos € modificada ao longo do
trato gastrointestinal pela absorcdo de agua e NaCl. Inicialmente a agua
ingerida é diluida pela secreg¢ao gastrica. Quando o fluido alcanga o intestino, &
novamente alterado por diluicdo, devida a secreg¢dao adicional de fluidos
intestinais, ou ainda por remocdo de sal, tendo desta forma suas
concentragbes alteradas de 1000mOsm/kgH,O para 350mOsm/kgH,O
(PARMELEE & RENFRO, 1983; GROSELL & GENZ, 2006). Esse processo é
mediado pela acao de varias proteinas de transporte, entre elas a bomba de
protons (H'ATPase), os trocadores de céations (Na*/H") e de anions (CI/HCO3),

e ainda o co-transportador Na/K/2Cl (GROSELL & GENZ, 2006).

Anidrase CarbOnica

A anidrase carbdnica (AC) € uma enzima envolvida no processo geral de
osmorregulacdo, e esta presente tanto no epitélio branquial quanto no renal
(SKAGGS & HENRY, 2002). A AC é encontrada em diferentes tecidos e
organelas celulares, desde cianobactérias unicelulares até mamiferos (HENRY,
1996). Esta enzima catalisa a reagao reversivel de hidratagdo do CO,
acelerando o processo de formagao dos ions bicarbonato e hidrogénio (HCO;
e H") (ARASHISAR et al., 2004; RANDALL & BRAUNER, 1998; VITALE et al.,
1999; SKAGGS & HENRY, 2002; PERRY & GILMOUR, 2006). A agéo da
enzima AC permite o transporte de ions que usam os produtos dessa reacao
(e.g. Na’/H" e CI/HCO ;). Em invertebrados aquaticos esta enzima € essencial

e decisiva para a osmorregulagao (SKAGGS E HENRY, 2002).
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Quatorze isoformas desta enzima (isoenzimas) foram descritas em
vertebrados, participando de processos como calcificagdo, trocas gasosas e
equilibrio do pH fisiologico (ARASHISAR et al.,, 2004). Nas branquias dos
peixes esta enzima participa de trocas gasosas, regulagado osmaotica e idnica,
equilibrio acido-base e excrecado de produtos nitrogenados. A distribuicdo da
AC ao longo das branquias depende do habitat e comportamento
osmorregulatério de cada animal (ARASHISAR et al., 2004), ou seja, animais
de agua doce e salgada vao apresentar respostas enzimaticas diferentes.
Verificou-se ainda que a atividade desta enzima em peixes € maior em
branquias do que nos rins e é totalmente ausente no plasma (RANDALL &
BRAUNER, 1998).

A inibicdo da AC pode retratar satisfatoriamente os efeitos ambientais,
sendo considerado um bom marcador para detectar efeitos da exposicdo aos
poluentes quimicos em organismos aquaticos (ARASHISAR et al., 2004). Foi
observada inibicdo da AC em peixes pela acido de sulfonamidas, desinfetantes,
amoOnia, uréia, antibidticos (ARASHISAR et al., 2004), metais pesados como
prata, cobre, zinco (SKAGGS & HENRY, 2002) e cadmio (LIONETTO et al.,
1998). Contudo, ndo existem trabalhos caracterizando a resposta desta enzima

em peixes por agao de hidrocarbonetos de petrdleo.

Glutationa S-transferase

Outra enzima muito utilizada como biomarcador de contaminacao
ambiental é a Glutationa S-Transferase (GST). As GSTs sdo uma superfamilia
de enzimas de conjugacéao citosdlica; suas atividades sao muito importantes

por prevenirem reacoes de eletrolises nas proteinas, DNA e RNA (RONISZ et
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al.,, 1999). Estdo ainda envolvidas na protegdo celular aos produtos
metabdlicos oxidativos e aos xenobidticos (ZANETTE et al., 2006). Esta enzima
€ um dos principais biomarcadores bioquimicos utilizados em resposta a
condicbes de estresse, inclusive em ambientes estuarinos, por agir como
catalisadora de varios tipos de reagdes entre a glutationa e compostos

xenobiodticos (REGOLI & PRINCIPATO, 1995).

Cortisol

Além destas enzimas, um marcador classico utilizado para a
determinacao de situacdes de estresse em peixes € o cortisol. O cortisol € um
hormdnio muito importante para os vertebrados. Este horménio esta envolvido
em muitas fungbes, como: na resposta imunoldgica, osmorregulagao,
reproducéo, crescimento e respostas ao estresse tanto em peixes como em
outros vertebrados (MOMMSEN et al., 1999; HICKMAN et al., 2004). O cortisol
€ um corticosterdide liberado em grandes concentragbes em peixes, em
situagdes de estresse (KENNEDY & FARRELL, 2005). Em peixes, o cortisol,
em associacdo ao horménio do crescimento, relaciona-se com a adaptagao as
mudancas de concentracbes ambientais, em especial em teledsteos eurialinos
e anadromos (MADSEN, 1990). Ele participa da fungdo de manutengdo da
estabilidade da osmolalidade extracelular diante de estresse salino
(VEILLETTE et al., 1995; PACHECO & SANTOS, 2001; MARTINEZ et al.,
2005; KENNEDY & FARRELL, 2005).

Dentre suas atuagdes na fungdo da osmorregulagéo, o cortisol gera: 1)
aumento na permeabilidade ibnica em 6rgaos como o intestino e o esbdfago, 2)

aumento na atividade da enzima Na*,K*-ATPase nas branquias, intestino e rim,
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3) estimulo da diferenciacdo das células de cloreto nas branquias e ainda 4)
inibicdo da necrose celular de modo a melhorar a capacidade hipo-
osmorregulatéria (secrecdao de sal) de peixes marinhos (MADSEN, 1990;
VEILLETTE et al, 1995; PACHECO & SANTOS, 2001; KENNEDY &
FARRELL, 2005). O cortisol € assim ao mesmo tempo sinalizador de estresse,
e mediador da resposta de adaptacao a aumentos de salinidade, favorecendo a
excrecao de sal. Este hormbnio € necessario em situacbes de desequilibrio
hidromineral, pois uma disfungdo no processo osmorregulatério em peixes
pode prejudicar todo o sistema fisiolégico e levar a uma consequente

mortalidade.

O peixe-rei estuarino, Atherinella brasiliensis

Os peixes distribuem-se entre os variados habitats marinhos, estuarinos
e de agua doce (ARAUJO et al., 2004). Nas regides estuarinas sdo a maioria
(99%) dentre as espécies (ARAUJO et al., 2004). Os peixes sdo extremamente
importantes para os estudos de evolugao temporal e dos fluxos energéticos em
estuarios, sendo determinantes em estudos ecolégicos e biolégicos deste
ambiente (CORREA, 1987). Constituem fatores chaves na transformacéo do
potencial energético dos detritos, seja consumindo-os diretamente ou
indiretamente na ingestdo de organismos detritivoros; trocando energia entre
os ecossistemas (através do ato de migrar) ou armazenando energia quando
residentes (ARAUJO et al., 2004).

A espécie utilizada neste estudo foi o peixe-rei Atherinella brasiliensis,
QUOY & GAIMARD, 1824, (Figura 5) que, dentre os peixes das Baias de

Paranagua e Guaratuba, se destaca por sua elevada abundancia. Pertence a
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Superordem Acanthopterygii, Ordem Atheriniformes, Familia Atherinopsidae,

sendo esta composta por cerca de 46 géneros e 200 espécies.

Figura 5. Exemplar de Atherinella brasiliensis, espécie utilizada neste estudo. Fonte:

www.katembe.com/peirei.htm

Esta espécie apresenta ampla distribuicdo (NELSON, 1994) na América
do Sul, desde a Venezuela até o Rio Grande do Sul, aparecendo com maior
frequéncia em aguas costeiras, principalmente na desembocadura de rios, em
regibes de agua salobra (FIGUEIREDO & MENEZES, 1978, 2000). E
considerada uma espécie estuarina residente e/ou constante em alguns
estuarios, como no caso da Baia de Paranagua e Guaratuba, onde realizam
todo o seu ciclo de vida (da fase ovo até adulto) (ANDREATA et al., 1990;
ARAUJO et al., 1997). Todos os estadios de desenvolvimento gonadal foram
observados em exemplares coletados na Baia de Paranaguda, podendo ser
considerada uma espécie que completa seu ciclo reprodutivo dentro do
estuario (FAVARO et al., 2003). As fémeas colocam ovos demersais presos a
vegetacdo. Apresenta pouca migragdo entre os diferentes ambientes
estuarinos, geralmente permanecendo nas areas onde nasceram. A espécie
fica, deste modo, sujeita a efeitos da poluicdo desde a fase embrionaria, devido
ao seu contato direto com o meio.

A. brasiliensis alimenta-se de zooplancton na fase juvenil e de

organismos benténicos da infauna e epifauna na fase adulta (CARVALHO,


http://www.katembe.com/peirei.htm
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1953; BEMVENUTI, 1984). Seus espécimes atingem cerca de 10 a 16 cm. A
espécie nao é considerada de grande interesse comercial, porém a sua grande
abundancia faz com que seja utilizada pelas comunidades pesqueiras em
determinadas épocas do ano como complemento de renda, ou mesmo
diretamente como alimento (VOLCKER & ANDREATA, 1982).

Em estudos de abundancia e diversidade da ictiofauna nos locais
propostos para coleta, o peixe-rei Atherinella brasiliensis foi a espécie
capturada em maior numero de individuos, sendo encontrada em grandes
numeros tanto no local proposto como referéncia (Baia de Guaratuba), quanto
na regido impactada (Baia de Paranagud) (e.g. FALCAO, 2005; VENDEL et al.,
2003). Os trabalhos realizados com esta espécie até este momento restringem-
se a reproducgao, distribuicdo, abundancia e habitos alimentares (PESSANHA &
ARAUJO, 2001; SANTOS et al., 1999; BEMVENUTI, 1987, 1990; PAIVA FILHO

& GIANNINI, 1990), ndo havendo estudos da sua fisiologia.
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2. Objetivos

OBJETIVO GERAL: Caracterizar o curso temporal das respostas fisioldégicas e

bioquimicas de uma espécie abundante e residente no estuario (Atherinella
brasiliensis, peixe-rei), decorrentes do estresse de um ambiente estuarino
contaminado por petréleo na Baia de Paranagua, Parana. Comparar a resposta
a dos peixes-rei de um ambiente estuarino ndo contaminado, na Baia de

Guaratuba, Parana.

OBJETIVO ESPECIFICO:

» Caracterizar parametros fisiologicos (osmolalidade, concentragdo de
ions magnésio e cloreto e do cortisol plasmaticos) e atividade das
enzimas anidrase carbonica (AC) e glutationa S-Transferase (GST)
desta espécie, como diagnostico da fungdo branquial e funcdo renal
diante dos poluentes da Baia de Paranagua, Parana, em especial apds

o derramamento de 6leo do acidente com o Navio Chileno Vicuna.



3. Materiais e métodos

3.1 COLETA DOS ANIMAIS EM AMBIENTE CONTAMINADO, BAIA DE PARANAGUA E NO
AMBIENTE REFERENCIA, BAIA DE GUARATUBA.

Os exemplares de Atherinella brasiliensis do local contaminado por
petréleo (explosédo do navio chileno Vicuia), Baia de Paranagua (entre 25°16’ e
25°34’ S, 48°17° e 48°42'W), foram coletados em intervalos trimestrais,
respectivamente nos meses de Dezembro 2004 (dias 16 e 17), Margo 2005 (16
e 17) e Junho 2005 (16 e 17). Cada uma das coletas foi realizada ao longo de
dois dias, ou seja, cada ponto foi amostrado em um dia, de modo a minimizar o
estresse animal causado pela longa permanéncia dos mesmos em caixas de
isopor no laboratério de campo. Deste modo, foi possivel verificar os efeitos da
contaminagao do derramamento de petrdleo por um periodo de 7 meses.

Os peixes foram sempre amostrados em dois pontos da Baia. O ponto A
localizado mais préximo ao terminal portuario da empresa Catallini, onde
ocorreu a explosdo do navio chileno Vicufa (ponto de maior contaminagéo) e o
ponto B o mais afastado ao epicentro do acidente (ponto de menor
contaminagao). A distancia entre o ponto A e B € de aproximadamente 6 Km
(Figura 6). Os peixes foram coletados através de redes de arrasto do tipo
picaré (30 m de comprimento X 3,0 m de altura; 2,0 m de boca com malhagem
de 0,5 cm entre os nos adjacentes), em uma profundidade de
aproximadamente 1 — 1,5 m. Em cada um dos pontos contaminados
amostrados foram coletados aproximadamente 40 exemplares de peixes-rei,
Atherinella brasiliensis. Peixes de outras espécies eventualmente capturados
foram imediatamente devolvidos ao local de coleta. Apds o processamento os

animais que restavam eram devolvidos a natureza.
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Os exemplares de A. brasiliensis capturados foram mantidos vivos
acondicionados em caixas de isopor de aproximadamente 100 L com agua do
local e aeracado constante até chegarem ao laboratério do CEM (Centros de
Estudos do Mar, UFPR — Pontal do Parana), onde ocorreu o processamento
das amostras. Estes peixes foram anestesiados com 10 ml de Benzocaina
(200mg.L™") e apds anestesia completa (At = 5 min), foram pesados e medidos
e tiveram suas cavidades abdominais abertas para a retirada de amostras de
sangue por sucgao cardiaca, branquias e rim. A média de peso e comprimento
dos peixes obtidos na Baia de Paranagua foi respectivamente 11,24 £ 0,11 ge

9,76 + 0,27 cm, n=84.

Figura 6. A - Localizagdo do local do acidente ocorrido no dia 15 de Novembro de 2004 (*) e dos pontos
de coleta na Baia de Paranaguéa (Ponto A e Ponto B). B - Fotografia do local de coleta (Ponto A), ponto
mais préximo ao local do acidente com o navio petroleiro Vicufia. C — Fotografia do local de coleta (Ponto

B), ponto mais distante do local do acidente com o navio petroleiro Vicuha.
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Os exemplares de A. brasiliensis do local referéncia, livre de
contaminagdo por petréleo, foram amostrados na Area de Protecdo Ambiental
(APA) da Baia de Guaratuba (25° 52’ S; 48° 39’ W) (Figura 7). Este ponto foi
amostrado no més de Abril 2006 (dias 23 e 24) e serviu para a caracterizacao
dos parametros osmorregulatorios e atividades enzimaticas normais desta
espécie estuarina. No ponto referéncia, os peixes foram coletados através de
tarrafas (4,0 m de didmetro de boca com malhagem de 1,0 cm entre os nés
adjacentes) langada do barco ou da base de cultura de mariscos localizada no
meio da Baia. Os 50 espécimes coletados neste ponto foram mantidos vivos
acondicionados em caixas de isopor de aproximadamente 100 L com agua do
local onde foram capturados e com constante aeragdo até chegarem ao
laboratério local (Baia de Guaratuba) onde ocorreu o processamento das
amostras. Destes 50 peixes, 19 peixes foram anestesiados, medidos e pesados
e apos anestesia total, tiveram suas cavidades abdominais abertas para a
retirada de sangue, branquias e rim. A média de peso e comprimento dos
peixes obtidos na Baia de Guaratuba foi respectivamente 12,83 + 0,16 g, 14,62
+ 0,58 cm, n=19. Estes animais foram significativamente maiores e mais
pesados que os peixes da Baia de Paranagua (P< 0,0001 para os dois
parametros, test T de Student). Contudo, todos os peixes eram adultos e em
idade reprodutiva. Os 31 peixes restantes foram levados vivos ao Laboratério
de Fisiologia Comparativa da Osmorregulagdo (LFCO) da Universidade
Federal do Parana, Setor de Ciéncias Biolégicas em Curitiba, acondicionados
em caixas de isopor com &agua de salinidade 30%. (ou g.kg') e aeragdo

constante. Apds 2 horas de viagem, no destino final foram transferidos para 5
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aquarios estoque de 30 litros com salinidade de 16%o, filtro biolégico e aeragao
constante, para aclimatagao e utilizagdo em experimentos posteriores.

Tanto os locais contaminados quanto o local referéncia tiveram seus
parametros como a salinidade (salinbmetro S-28 Shibuya), temperatura
(termdmetro Incoterm), pH (phmétro portatil Quimis) e transparéncia da agua
(disco de secchi) medidos nos mesmos extratos da agua de onde foram
coletados os peixes, em todas as coletas. Foi possivel assegurar a similaridade
entre os locais e pontos em todas as coletas, e os peixes sempre foram

coletados entre 6 e 8 horas da manha (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados abiéticos obtidos durante os arrastos nas trés coletas dos pontos contaminados na Baia
de Paranagua e no ponto referéncia na Baia de Guaratuba. Dados obtidos na camada em que foram

coletados os animais tanto nos pontos contaminados quanto no ponto referéncia.

Coleta Dezembro Marco Junho Referéncia
Ponto A B A B A B

Dias apos explosao 30 dias 120 dias 210 dias

Horario 07:40 08:00 07:25 06:25 07:40  08:10 07:00
Salinidade 28%o 31%o 29%o 28%o 31%o 31%o 30%o
Temperatura 26°C 26°C 24°C 26°C 20°C 23°C 22°C

pH 8,11 8,16 8,31 8,44 7,75 8,04 8,00

Transparéncia 1,40m 1,30m 1,35m 1,75m  2,00m 3,00m 1,70m
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Figura 7. A — Mapa da localizagdo do local de coleta do ponto referéncia (assinalada por um circulo) na
Baia de Guaratuba, Parana. O quadrado ao centro da figura representa o local onde foi marcada a
coordenada geografica indicada. B - Detalhes do local e da forma de coleta no ponto referéncia.

3.2 OBTENGAO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS NOS LABORATORIOS DE CAMPO
Os peixes trazidos da Baia de Paranagua e da Baia de Guaratuba aos
laboratdrios locais foram medidos (Figura 8A), pesados e processados como ja
mencionado anteriormente. Amostras de sangue coletadas do coragdo por
sucgao com capilares heparinizados foram centrifugadas em 2.100xg por 5

minutos para obtencao do plasma (Figura 8B). As amostras de plasma foram
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acondicionadas em gelo para serem transportadas ao laboratério em Curitiba
onde foram mantidas em freezer —20°C para dosagens posteriores. Os tecidos
(4 arcos branquiais e o rim inteiro) foram retirados e acondicionados em
criotubos e imediatamente eram congelados em nitrogénio liquido para serem
transportadas ao laboratério em Curitiba, onde eram imediatamente
transferidos para freezer a —80°C, e mantidos até o momento dos ensaios

enzimaticos.

Figura 8. Processamento das amostras no laboratério de campo. A — Medida do comprimento total. B -

Retirada do plasma apods a centrifugagao das amostras de sangue.

3.3 EXPERIMENTOS DE LABORATORIO EM CURITIBA

Os peixes coletados no ponto referéncia foram trazidos ao Laboratério
de Fisiologia Comparativa da Osmorregulagao (LFCO) da UFPR, em Curitiba.
No laboratério foram mantidos em aquarios estoque de 30 litros com agua do
local de coleta em condigbes estaveis de salinidade (16%o), temperatura (22 +
0,3°C), pH (7,5 £ 0,5) e oxigénio dissolvido (7,17 + 0,06 mg/l). Em cada um dos
aquarios havia sete individuos, para evitar o estresse gerado pela alta
densidade populacional. Os peixes foram alimentados diariamente (1 vez ao
dia, pela manha), com alimento comercial em flocos, Spirulina (algas) (Alcon
Gold Mep 200 Complex). Os aquarios eram limpos a cada dois dias para a

retirada de fezes e restos de alimentos. Até o 4° dia de aclimatagcao 25% dos
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individuos haviam morrido. A partir do 4° dia os peixes passaram a nadar com
0 ventre para cima, com a respiragao ofegante, abdémen inchado e alguns
chegaram a eviscerar suas gbnadas. Nesta ocasidao foi inclusive notado um
odor forte nos aquarios e secregao sobre a pele dos individuos. No 5° dia, 48%
dos individuos que tiveram este comportamento morreram. Apos os 10 dias de
aclimatacao, restaram apenas seis individuos (n=6), com aparéncia saudavel,
sem nenhuma manifestagcdo similar aos que haviam morrido. Estes peixes
foram sacrificados e processados da mesma forma que os peixes processados
nos laboratorios de campo. Amostras de plasma obtidas destes peixes foram
dosadas para osmolalidade e ions (cloreto e magnésio), e homogeneizados de
suas branquias foram dosados para atividade das enzimas anidrase carbénica
e glutationa S-Transferase e também homogeneizados dos rins para a enzima

anidrase carbonica.

Figura 9. Disposicdo dos aquarios estoque no laboratério em condigbes constantes de temperatura,

salinidade, pH e oxigénio dissolvido.
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3.4 ANALISE DAS AMOSTRAS

3.4.1 Dosagens Plasmaticas

Osmolalidade
A osmolalidade das amostras de plasma sanguineo foi determinada em
amostras de plasma sem diluigdo, através do micro-osmémetro de pressao de

vapor Wescor® 5520 VAPRO.

fons

As dosagens idnicas (CI" e Mg®") foram realizadas nas amostras de
plasma diluidas apropriadamente em agua ultrapura (Milli-Q). Estas dosagens
foram realizadas por métodos colorimétricos com kits comerciais (Labtest®), e
leitura de absorbancia no espectrofotometro ULTROSPEC 2100 pro -
Amersham Pharmacia Biotech. Os ions CI° reagem com o tiocianato de
mercurio na presenca de nitrato férrico formando tiocianato férrico, com leitura
de absorbancia a 470 nm. Os ions Mg®* reagem com o magon sulfonado (cor
azul) em meio alcalino, formando um complexo de cor purpura que é
proporcional a quantidade de ions magnésio da amostra, com leitura de
absorbancia a 505 nm. Este método mede o magnésio total presente nas

amostras de plasma.

Cortisol

Os niveis de cortisol plasmatico foram determinados de acordo com o
método estabelecido por MUNRO & STABENFELDT (1984). O anticorpo
policlonal R-4866 produzido pela Universidade Califérnia Davis foi diluido

(1:8.500) em solugao de cobertura pH 9,6. Adicionou-se 50 pl por pogo da
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microplaca NUNC Maxisorb. A placa descansou por 12 horas a 4°C, e logo
apos foi lavada 5 vezes com solugdo de lavagem para Elisa (solugdo salina
com detergente Tween 20). As amostras de plasma foram diluidas (1:128) em
solugcdo diluidora de Elisa (tampao fosfato pH 7,0) de modo a manter a
concentracao dentro da faixa de leitura da curva padrao. O conjugado (cortisol
HRP) foi diluido 1:20.000. A curva padrao foi preparada em triplicata, sempre
com concentragdes que variavam de 3,9 a 1.000 pg de cortisol/po¢go em ordem
crescente. Adicionou-se 50 pl das amostras plasmaticas diluidas sobre o
anticorpo e depois 50 ul do conjugado sobre as amostras. Incubou-se a placa
por 1 hora em temperatura ambiente, em seguida lavou-se a placa por 5 vezes
com a mesma solugao de lavagem de Elisa. Apds a lavagem, adicionou-se a
placa 100 pl da solugéo de ABTS (H20, e solugao citrato, pH 4,0) em cada um
dos pogos. A leitura de absorbancia foi feita em 405 nm (ELISA SUNRISE

TECAN DEUTSCHLAND GMBH)

3.4.2 Dosagens Enziméticas

3.4.2.1 Anidrase Carbonica
Homogeneizacdo dos tecidos para o ensaio da atividade da enzima
Anidrase Carbo6nica

As amostras de tecidos (branquias e rins) foram descongeladas,
pesadas e homogeneizadas a 10%P/V (peso/volume) com tampéo fosfato 10
mM, pH 7,4 Em seguida o homogeneizado foi centrifugado a
aproximadamente 2.000xg (5 minutos em temperatura ambiente) para a
precipitacdo dos restos celulares. O sobrenadante foi separado em aliquotas
para a dosagem da concentragdo da proteina total e para a quantificagdo da

atividade da enzima.
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Ensaio de atividade da enzima Anidrase Carbdnica

A atividade da anidrase carbdnica branquial e renal foi determinada pelo
método estabelecido por VITALE et al. (1999). O método consiste na
quantificacdo da atividade desta enzima através de um meio de reacdo com
manitol (225 mM), sacarose (75 mM) e tris-fosfato (10 mM), pH 7,4. A 7,5 ml
desta solugdo foram adicionados 50 pl do sobrenadante do homogeneizado
tecidual e 1 ml de agua destilada saturada com CO, a aproximadamente 2,5°C.
A redugao do pH foi monitorada por 20 segundos através do pHmetro de
bancada inoLAB pH Level 1 da WTW® . Uma reta de regressao linear do pH em
relacdo ao tempo foi encontrada, para que através da inclinacdo da reta
pudesse ser determinada a taxa da reagdo catalizada (TC) pela enzima
presente no homogeneizado tecidual. A taxa de reagdo nao catalizada (TNC)
foi medida utilizando a mesma solugéao de reagao, porém no lugar da amostra
eram adicionados 50 pl da solucdo tampdo, a mesma utilizada na
homogeneizagdo da amostra. O calculo da atividade da anidrase carbdnica
(AAC) foi realizado através da férmula: AAC = [TC/(TNC — 1)]/mg de proteina

total.

3.4.2.2 Glutationa S-Transferase
Homogeneizacdo do tecido para o ensaio da atividade da enzima
Glutationa S-Transferase

Neste ensaio somente as branquias foram utilizadas. Os tecidos que
estavam congelados em freezer —80°C foram transferidos para um isopor
contendo nitrogénio liquido de modo a manter as amostras congeladas. Logo

em seguida as amostras foram pesadas, descongeladas e homogeneizadas
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em tampao fosfato de potassio 0,1M (pH 6,5). A diluicao utilizada para esta
quantificacéo foi de 15% P/V (15 mg/100 ul). A homogeneizagao foi feita em
homogenizador tipo Dounce mantido no gelo. Apdés homogeneizagao, as
amostras foram centrifugadas a 13.000xg (15 minutos, 4°C). O sobrenadante
foi separado em aliquotas para a dosagem da concentracéo de proteina total e

para a quantificacdo da atividade da enzima.

Ensaio da enzima Glutationa S-transferase (GST)

A glutationa S-transferase (GST) foi quantificada pelo produto formado
pela conjugacdo da Glutationa Reduzida (GSH) e CDNB (1-Cloro 2,4-
dinitrobenzeno). Para este ensaio seguiu-se o protocolo estabelecido por KEEN
et al. (1976). Em cada pogo da placa foram adicionados 100 ul da amostra
(homogeneizado tecidual) diluida e 200 pl da solugéo de reagdo. A solugao de
reacdo era preparada com CDNB 60mM, GSH 10mM e tampao fosfato de
potassio 0,1M, pH 6,5, com quantidades determinadas de acordo com o
numero de amostras. A cinética da enzima foi determinada em microplaca, em
triplicatas lidas em 340 nm (ELISA SUNRISE TECAN DEUTSCHLAND GMBH)
durante 180 segundos, com leituras em intervalos de 15 segundos. A unidade

utilizada foi nmol/minuto/mg proteina.

3.4.3 Quantificacdo de Proteinas Totais

A concentragdo de proteinas totais dos homogeneizados teciduais foi
determinada tanto para o ensaio da enzima anidrase carbdnica quanto para a
glutationa S-Transferase, utilizando-se do protocolo descrito por BRADFORD
(1976). Esse meétodo baseia-se na mudanca de coloracdo do reagente

Coomassie Brilliant Blue G-250, que passa do vermelho ao azul ao ligar-se a
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proteinas. As dosagens foram realizadas em triplicatas em microplacas
utilizando o reagente Bio-Rad Protein Assay da Bio-Rad Laboratories® e as
amostras foram lidas em 620nm (ELISA SUNRISE TECAN DEUTSCHLAND

GMBH).

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os grupos experimentais foram submetidos a analise estatistica através
do teste Anova de uma via seguida do teste post hoc de Tukey para localizar
as diferencas. Testes T de Student foram utilizados para comparar
comprimento e peso total dos peixes entre as Baias. Intervalos de confianga
foram aplicados para verificar se os valores de osmolalidade, cloreto e
magneésio plasmatico incluiam os valores estimados para a agua. Foram ainda
realizados testes de correlagdo de Pearson para verificar possiveis
interferéncias dos fatores abidticos nas atividades enzimaticas, e também
possiveis relagcdes entre enzimas e ions. Estes procedimentos foram realizados
através do programa estatistico Prisma GraphPad 2.0, sempre com limite de

significancia em 0,05.

3.6 MODELO DE DISPERSAO DE PARTICULAS DE OLEO

Através do software SisBAHIA (Sistema Base de Hidrodinamica
Ambiental), versdo 4.1, desenvolvido e registrado pela COPPE — UFRJ, foi
desenvolvido um modelo de dispersdo de particulas de 6leo provenientes do
acidente com o navio chileno Vicuia na Baia de Paranagua. Este programa é
capaz de desenvolver modelos advectivos-difusos, solucionando necessidades

de circulagdo de nuvens de poluentes em corpos de agua com pouca
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estratificacdo. Como pouca estratificacdo € o caso de varias baias e estuarios
da costa brasileira, o modelo n&o necessita da inclusdo de gradientes de
densidade, apenas de valores de forca de maré e da quantidade de poluente a
ser monitorada. Porém, o modelo nao fornece ao final da simulagdo nenhum
valor de quantidade de material sedimentado ou decantado, o que podera
ocorrer com qualquer composto num ambiente aquatico. Para uma resposta
efetiva foi necessario o desenvolvimento de dois modelos complementares: o
Modelo Hidrodindmico e o Modelo de Transporte Lagrangeano Deterministico,
sendo que as figuras apresentadas neste estudo foram obtidas a partir do

Modelo de transporte Lagrangeano Deterministico.

Modelo Hidrodinamico: E um modelo de circulagéo hidrodinamica 3D ou 2DH
otimizado para corpos de agua naturais nos quais efeitos de densidade variavel
possam ser desprezados. Neste estudo os resultados foram gerados no
modulo 3D. Este modelo € planejado para otima representagdo de
escoamentos em dominios naturais com geometria complexa. A partir do
modelo hidrodinamico, desenvolveu-se um modelo de Transporte Lagrangeano

— Deterministico.

Modelo de Transporte Lagrangeano — Deterministico: Este € um modelo
geral para a simulagado de transporte advectivo-difusivo, sendo adequado para
simulacées de diversos problemas, como por exemplo, derramamentos de
Oleo, transporte de detritos flutuantes, inclusive 6leos e graxas. Este modelo
permite a utilizacdo de reagdes de decaimento, simulando também processos

de perda de massas por sedimentagdo. Utiliza como forcante do campo de
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velocidade o sistema de maré além de uma malha de elementos finitos do
dominio da modelagem. Para cada n6 da grade € necessario informar o valor
da batimetria (Figura 10). A batimetria utilizada na modelagem foi obtida a partir
da digitalizacdo da carta nautica da Baia de Paranagua. Para referenciarmos
esta batimetria ao nivel médio do mar foi necessario somar 1 metro a todos os
pontos do dominio do modelo (HERRLING, 2003). A batimetria digitalizada foi
interpolada em uma grade regular de 100 x 100 m e acoplada a malha de
elementos finitos utilizada pelo modelo SisBAHIA. Além da batimetria, também
€ necessario informar o valor da rugosidade do fundo em cada um dos pontos
de grade. Nas simulagdes foi considerado um valor constante de 0,05 m para
todo o dominio. O valor de 0,05 m, segundo referéncia técnica do manual

SisBAHIA, corresponde ao leito com transporte de sedimentos.

b

o,

T

Figura 10. Batimetria da Baia de Paranagud, Parana, utilizada para o desenvolvimento das simulagdes de
dispersao do 6leo proveniente do acidente com o navio petroleiro Vicufia
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4. Resultados

4.1 DOSAGENS PLASMATICAS
4.1.1 Osmolalidade

A osmolalidade plasmatica de Atherinella brasiliensis do ponto A em
Dezembro foi reduzida (189 £ 22,2 mOsm/kgH,O média + erro padrao da
média; n=5) quando comparada aos valores apresentados pelos peixes do
ponto referéncia (314 = 9,7 mOsm/kgH,O; n=19). Contudo, os valores da
osmolalidade do plasma dos peixes de ambos os pontos A (518 + 19,7
mOsm/kgH,0; n=5) e B (5632 + 11,4 mOsm/kgH,O; n=5) em Margo e também
do ponto B (427 + 21,2 mOsm/kgH20; n=10) em Junho apresentaram aumento
quando comparados a osmolalidade do plasma dos peixes do ponto referéncia.
A osmolalidade plasmatica dos peixes de todos os pontos foi menor do que a

osmolalidade estimada para a agua no momento das coletas (Figura 11).
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Figura 11. Osmolalidade do plasma (mOsm/kgH,O). Resultados obtidos com Atherinella brasiliensis do
local contaminado Baia de Paranagua nas trés datas apds o acidente com o navio Vicufa, e do ponto
referéncia (R) na Baia de Guaratuba. O Ponto A é o local mais préximo do acidente. O ponto B é o local

mais afastado. Os dados apresentados através de quadrados unidos por linhas na parte superior do
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grafico representam a osmolalidade estimada para a agua segundo PROSSER (1973). Todos os valores
de osmolalidade plasmatico foram menores que os valores da agua. Grupos com alguma letra em comum

nao sao estatisticamente diferentes. Valores médios * erro padrdo da média.

4.1.2 Cloreto

A concentragdo de cloreto do plasma de A. brasiliensis coletados no
ponto A (83 £ 9,0 mM; n=4) em Dezembro foi menor do que o valor dos peixes
coletados no ponto referéncia (142 + 4,7 mM; n=19). O cloreto plasmatico dos
peixes dos pontos B em Margo (214 + 18,0 mM; n=5) e A em Junho (186 £ 15,0
mM; n=8) foi superior do que os niveis de cloreto medidos nos peixes do ponto
referéncia. A concentracdo de cloreto plasmatica dos peixes de todos os
pontos foi menor do que a concentragdo de cloreto estimada para a agua no

momento das coletas (Figura 12).
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Figura 12. Concentragao de Cloreto do plasma ([Cl] mM). Resultados obtidos com Atherinella brasiliensis
do local contaminado Baia de Paranagua nas trés datas apds o acidente com o navio Vicufa, e do ponto
referéncia (R) na Baia de Guaratuba. O Ponto A é o local mais préoximo do acidente. O ponto B é o local
mais afastado. Os dados apresentados através de quadrados unidos por linhas na parte superior do
grafico representam a concentragao de cloreto estimada para a 4gua segundo PROSSER (1973). Todos
os valores de cloreto plasmatico foram menores que os valores da agua. Grupos com alguma letra em

comum néo sao estatisticamente diferentes. Valores médios + erro padrdo da média.
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4.1.3 Magnésio

As concentracdes de MgZ+ total do plasma foram fortemente alteradas
nos peixes obtidos na coleta de Marco do ponto contaminado. Os valores foram
muito mais altos (ponto A= 53 + 9,7 mM; n=5 e ponto B= 78 + 9,0 mM; n=5) do
que todos os outros valores medidos (Figura 13). Valores baixos foram
encontrados nos plasmas dos peixes obtidos em Dezembro (ponto A= 1,22 +
0,3 mM; n=4 e ponto B = 1,32 + 0,3 mM; n=5) e nos peixes do ponto referéncia
(5,3 £ 0,5 mM; n=8). Em Junho os valores também foram altos (ponto A= 10,5
t+ 1,2 mM; n=9 e ponto B= 15,4 £ 2,4 mM; n=8), mas foram menores do que os
valores encontrados em Marco. Em Margo os valores medidos foram tao altos,
que foram iguais ao valor estimado para a agua no ponto A e superiores ao

valor estimado para a agua no ponto B (Figura 13).
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Figura 13. Concentragdo de Magnésio do plasma ([MgZ+] mM). Resultados obtidos com Atherinella
brasiliensis do local contaminado Baia de Paranagua nas trés datas apés o acidente com o navio Vicuia,
e do ponto referéncia (R) na Baia de Guaratuba. O Ponto A é o local mais préximo do acidente. O ponto B
é o local mais afastado. Os dados apresentados através de quadrados unidos por linhas na parte superior
do grafico representam a concentragdo de magnésio estimada para a agua segundo PROSSER (1973).

Todos os valores de magnésio plasmatico foram menores que os valores estimados para a agua, exceto
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no ponto A da segunda coleta onde n&do houve diferenga em relagdo aos valores de agua e no ponto B
desta mesma coleta quando os valores foram maiores que os valores da agua. Grupos com alguma letra

em comum nao sdo estatisticamente diferentes. Valores médios * erro padrao da média.

4.1.4 Cortisol

Os valores de cortisol plasmatico dos peixes-rei aumentaram
progressivamente a partir do ponto B da coleta de Margo (560 = 31,9 ng/mL;
n=5) atingindo um pico em Junho em ambos os pontos A (789 * 111 ng/mL;
n=5) e B (804 + 106 ng/mL; n=4). Estes valores foram maiores do que os niveis
de cortisol no plasma dos peixes-rei do ponto referéncia (247 + 18,7 ng/mL;

n=7) (Figura 14).
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Figura 14. Concentragdo de Cortisol plasmatico (ng/mL). Resultados obtidos com Atherinella brasiliensis
do local contaminado Baia de Paranagua nas trés datas apds o acidente com o navio Vicufa, e do ponto
referéncia (R) na Baia de Guaratuba. O Ponto A é o local mais préoximo do acidente. O ponto B é o local
mais afastado. Grupos com alguma letra em comum n&o s&o estatisticamente diferentes. Valores médios

* erro padrao da média.
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4.2 DOSAGENS ENZIMATICAS

4.2.1 Atividade da Anidrase Carbdnica Branquial

A atividade da anidrase carbdnica (AC) branquial dos peixes obtidos no
ponto B em Dezembro (0,99 £ 0,13 /mg proteina; n=12) e aqueles obtidos nos
pontos A e B em Margo (0,71 £ 0,12 /mg proteina; n=10; 0,94 + 0,11 /mg
proteina; n=10, respectivamente) foram inibidas quando comparados aos
peixes obtidos no ponto referéncia. AC branquial dos peixes do ponto A em
Margo foi também inibida quando comparada a atividade medida nos peixes

obtidos no mesmo ponto em Dezembro (1,30 £ 0,10 /mg proteina; n=11)

(Figura 15).
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Figura 15. Atividade da enzima Anidrase Carboénica Branquial (/ mg proteina). Resultados obtidos com
Atherinella brasiliensis do local contaminado Baia de Paranagua nas trés datas apds o acidente com o
navio Vicuia, e do ponto referéncia (R) na Baia de Guaratuba. O Ponto A é o local mais préximo do
acidente. O ponto B & o local mais afastado. Grupos com alguma letra em comum n&o sao

estatisticamente diferentes. Valores médios + erro padrdo da média.
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4.2.2 Atividade da Anidrase Carb6nica Renal

A atividade especifica da AC renal foi maior nos peixes obtidos no ponto
B (1,25 £ 0,06 /mg proteina; n=6) em Dezembro e ponto A (0,95 £ 0,07 /mg
proteina; n=14) em Junho, quando comparados as atividades medidas nos
peixes coletados no ponto referéncia (0,45 + 0,07 /mg proteina; n=10). A AC
renal medida nos peixes do ponto B de Dezembro foi também maior do que a
atividade medida nos peixes do ponto A em Dezembro (0,57 + 0,08 /mg
proteina; n=7), ponto A (0,64 £ 0,15 /mg proteina; n=6) e B (0,33 + 0,11 /mg
proteina; n=6) em Marco e ponto B em Junho (0,70 + 0,08 /mg proteina; n=14).
Os peixes do ponto A de Junho apresentaram maior atividade especifica da AC
renal quando comparados com os peixes do ponto referéncia e do ponto B de

Marcgo (Figura 16).
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Figura 16. Atividade da enzima Anidrase Carbdnica Renal (/mg proteina). Resultados obtidos com
Atherinella brasiliensis do local contaminado Baia de Paranagua nas trés datas apds o acidente com o
navio Vicuia, e do ponto referéncia (R) na Baia de Guaratuba. O Ponto A é o local mais préoximo do
acidente. O ponto B é o local mais afastado. Grupos com alguma letra em comum ndo sao

estatisticamente diferentes. Valores médios + erro padrdo da média.
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4.2.3 Atividade da Glutationa S-Transferase Branquial (GST)

A atividade da GST branquial medida nos peixes obtidos no ponto B em
Dezembro (0,46 + 0,04 nmol/min”/mg prot'; n=10) foi inibida quando
comparada com a atividade medida nos peixes do ponto referéncia (0,70 + 0,03
nmol/min”/mg prot™; n=15) e nos peixes obtidos no ponto A (0,80 + 0,05
nmol/min”'/mg prot™; n=12) e B (0,60 + 0,04 nmol/min™/mg prot™; n=12) em

Junho (Figura 17).
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Figura 17. Atividade da enzima Glutationa S-Transferase Branquial (nmol/min™/mg prot”). Resultados
obtidos com Atherinella brasiliensis do local contaminado Baia de Paranagua nas trés datas apés o
acidente com o navio Vicufia, e do ponto referéncia (R) na Baia de Guaratuba. O Ponto A é o local mais
proximo do acidente. O ponto B é o local mais afastado. Grupos com alguma letra em comum nao séo

estatisticamente diferentes. Valores médios + erro padrdo da média.

4.3 ANIMAIS AMOSTRADOS NO PONTO REFERENCIA EM COMPARACAO AOS ANIMAIS
DESTE MESMO PONTO ACLIMATADOS EM LABORATORIO
N&o houve diferengas significativas na osmolalidade, dosagens i6nicas

(cloreto e magnésio) e analises de anidrase carbdnica (renal e branquial), entre
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0s animais do ponto referéncia quando comparados aos animais deste mesmo
ponto mantidos por 10 dias em laboratério. Somente na dosagem de GST foi
observado aumento na atividade branquial desta enzima nos peixes do ponto
referéncia aclimatado (1,14 + 0,05 nmol/min™'/mg prot™), quando comparada a
atividade enzimatica dos peixes do ponto referéncia sem aclimatagao (0,70 +

0,03 nmol/min”'/mg prot™) (Tabela 2).

Tabela 2 — Comparagdo entre as dosagens plasmaticas e atividades enzimaticas de Atherinella
brasiliensis coletados e processados no ponto referéncia na Baia de Guaratuba/PR em abril de 2006 e os
exemplares aclimatados por 10 dias em laboratério. Dados apresentados através da média das
concentragbes e atividades enzimaticas * erro padrdo das médias, n= numero de individuos

aclimatados, * indicacao de diferenca significativa.

Aclimatados em
laborat6rio

Parametros Processados em campo

[Osm] do plasma (mMOsm/kgH,0)

[CI'] do plasma (mM)

[Mg*] do plasma (mM)

Atividade AC Branquial (/mg proteina)
Atividade AC Renal (/mg proteina)

Atividade GST Branquial (nmol/min'1/mg
prot™)

314+ 9,7 (n=19)
142 + 4,7 (n=19)
5,3+ 0,5 (n=8)

1,50 + 0,04 (n=10)

0,45 + 0,07 (n=10)

0,70 + 0,03 (n=15)

348 + 14,0 (n=6)
153 + 6,3 (n=6)
5,1+ 0,7 (n=6)

1,57 + 0,14 (n=6)

0,45 + 0,12 (n=6)

1,14 + 0,05 (n=6)*

4.4 MODELO DE DISPERSAO DE PARTICULAS DE OLEO

Através dos modelos aqui apresentados é possivel verificar que algumas
horas apds o derramamento, o 6leo comega a se espalhar e cobrir uma grande
area da superficie da agua (Figura 18). A partir deste momento, mesmo com
bdias de contencéo, o déleo se dispersou e atingiu uma extensao de cerca de 30

km?. Essa dispersdo pode n&o ter resultado em diluicdes das concentracdes
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iniciais dos contaminantes, porém, mesmo fragdes menores ou aquelas mais

soluveis atingiram e impactaram uma grande area da Baia de Paranagua.

-4 Novembro, 2004 . I

PtA ]

PtB -

Figura 18. Modelo de disperséo de particulas de 6leo algumas horas apds a explosdo do navio chileno
Vicufia, no dia 15 de novembro de 2004 na Baia de Paranagua. As cores representam a concentracdo de
particulas presentes na regido. A coloragdo da escala varia da maior concentragdo (cor roxa) para a
menor concentragéo (cor azul claro). O trago preto indica o local da explosao. O circulo preto (e) indica a

localizagdo do ponto A. O simbolo em vermelho (¢ ) indica a localizagéo do ponto B.

No més de Dezembro, 30 dias apds a explosao (Figura 19), periodo
referente a primeira coleta do ponto contaminado, pode-se verificar ainda uma
maior concentragao de Oleo representado pela cor verde sobre a regido onde
foi realizada a coleta do ponto mais préximo ao acidente (ponto A). Na regidao
onde foi realizada a coleta do ponto mais afastado ao acidente (ponto B) a cor
azul representa uma menor concentracdo de particulas de 6leo bruto na

superficie, porém ndo menor contaminacgao.



50

Dezembro, 2004 . I
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Figura 19. Modelo de dispersao de particulas de 6leo 1 més apds a explosao do navio (Dezembro 2004),
no momento da primeira coleta na Baia de Paranagua. A cor verde na regido mais proxima ao local do
acidente representa uma maior concentragao de particulas na superficie. A cor mais clara no restante da
regido nao indica menor contaminagdo, mas sim menor concentragdo de particulas de 6leo bruto na
superficie. O traco preto indica o local da explos&o. O circulo preto (e) indica a localizagcdo do ponto A. O

simbolo em vermelho (¢) indica a localizagdo do ponto B.

A figura dos 120 dias apds a explosdo, no momento da segunda coleta
(Margo 2005) dos peixes-rei na Baia de Paranagua (Figura 20), apresenta
ainda uma maior concentragdo de particulas na regido mais préxima ao
acidente (cor verde), porém fracbes mais soluveis teriam se espalhado e
atingindo outras regides da Baia (cor azul claro). Esta tendéncia de uma maior
concentracdo de particulas de 6leo proximo ao foco da contaminacido mantém-
se durante as préximas coletas devido a viscosidade e lento decaimento do

Oleo tipo bunker.
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Margo, 2005 —I

Figura 20. Modelo de disperséo de particulas de 6leo 4 meses apds a explosdo (Margo 2005), segunda
coleta dos pontos contaminados na Baia de Paranagua. A cor azul representa a menor concentragdo de
particulas na superficie, porém grande parte dos contaminante ja pode ter decantado no sedimento. O
trago preto indica o local da explosdo. O circulo preto () indica a localizagdo do ponto A. O simbolo em
vermelho (¢ ) indica a localizagao do ponto B.

Em Junho de 2005, no momento da terceira coleta dos pontos
contaminados (210 dias apos a exploséo) (Figura 21), verifica-se visualmente
que a intensidade da contaminagdo na Baia como um todo é maior, apesar de
uma coloragdo bem menos intensa nas regides mais afastadas do acidente.
Esta coloracdo menos intensa indica uma provavel sedimentagcdo das
particulas. Com a sedimentacdo das particulas mais afastadas do foco da
contaminagdo, manchas sao previstas com menor massa, por iSso aparece
com coloragdes indicativas de menor concentracdo (azul claro) ou até
desaparecerem completamente (Figura 21).

E valido ressaltar que este modelo fornece previsdes baseadas na
condigao hidrodinamica da regiao e no “comportamento” das particulas de 6leo

em corpos d’agua, ndo fornecendo medidas (valores) para as concentragdes

sedimentadas ou ainda espalhadas pela superficie.
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Junho, 2005

Figura 21. Modelo de dispersao de particulas de 6leo 7 meses apds a explosédo (Junho 2005), terceira
coleta dos pontos contaminados na Baia de Paranagud. A cor verde representa a maior concentragao de
particulas na superficie e a azul a menor concentragéo. O traco preto indica o local da explos&o. O circulo

preto (e) indica a localizagdo do ponto A. O simbolo em vermelho (¢ ) indica a localizagédo do ponto B.
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5. Discusséao

Osmolalidade e cloreto plasmético

Neste presente trabalho, a diferenca encontrada entre a osmolalidade do
plasma dos peixes das trés coletas do local contaminado comparadas as
concentracdes dos peixes do ponto referéncia indicam provavel efeito da
contaminacgao, podendo-se dizer que 0s animais apresentaram uma resposta
bifasica. A primeira fase foi marcada por uma aparente ativacdo da capacidade
de secrecao de sal dos peixes do local contaminado resultando em uma
reducdo da osmolalidade e da concentracdo de cloreto plasmatica um més
apos a explosdo (Dezembro 2004). A segunda fase apresentou um pico em
Marco de 2005 caracterizando uma grande dificuldade na capacidade hipo —
osmorregulatéria dos peixes e um consequente aumento das concentragdes
plasmaticas.

Muitas substancias tdxicas, incluindo hidrocarbonetos de petréleo,
causam disturbios osmorregulatérios em teledsteos (GOKSOYR et al., 1996;
LIONETTO et al., 1998; PACHECO & SANTOS, 2001; ARASHISAR et al,,
2004; KENNEDY & FARRELL, 2005). A presenga de compostos quimicos seja
proveniente do acidente petrolifero, ou da contaminagao ja existente na regiao,
pode ter afetado o tecido branquial prejudicando sua fungdo de transporte de
sal. Proteinas transportadoras e enzimas como a Na'K'ATPase, o co-
transportador Na’K*2CI" e a anidrase carbdnica sdo freqiientemente afetados
(KENNEDY & FARRELL, 2005). Fracées de hidrocarbonetos lipossoluveis
podem afetar diretamente a permeabilidade das membranas, particularmente
das branquias, também interferindo sobre o transporte de sal (KENNEDY &

FARRELL, 2005). O transporte de sal também pode ter sido afetado por
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alteragdes morfolégicas no epitélio branquial como hiperplasia ou fusdo de
suas lamelas (dados histolégicos nao verificados neste estudo), processos
comumente gerados por contaminantes (PACHECO & SANTOS, 2001;
MONTEIRO et al., 2005; KENNEDY & FARRELL, 2005).

O padrao de resposta observado para a osmolalidade plasmatica foi
corroborado pelo cloreto, como seria esperado (EVANS, 1993; JOBLING, 1995;
RANDALL et al., 1999). Os nitidos efeitos sobre a homeostase de cloreto e
osmolalidade do plasma dos peixes da Baia de Paranagua sao devidos nao
somente a esses provaveis efeitos sobre o epitélio branquial, diretamente
exposto aos contaminantes, mas também sobre os outros tecidos envolvidos
com a osmorregulagao nos peixes.

Os teleésteos marinhos ingerem agua do mar e com ela os
contaminantes. As fungbdes osmorregulatérias do epitélio gastrointestinal e
renal sdo assim prejudicados, afetando o transporte de sal e agua (GROSELL
& GENZ, 2006). O processo de absorgao de agua pelo trato gastrointestinal
leva ao aumento na carga de sal que deve ser eliminada pela branquia, o que
talvez nao tenha ocorrido na proporgéao correta, prejudicando de forma conjunta

a homeostase osmatica e ibnica dos peixes.

Magnésio plasmatico

O rim é o local de transporte e regulagdo de ions magnésio e esta
atividade ocorre mais especificamente no tubulo proximal (BEYENBACH et
al.,1993, 1997; PRODOCIMO & FREIRE, 2001). Através deste epitélio, os
peixes de agua doce reabsorvem magnésio, enquanto os peixes marinhos

secretam este ion. Deste modo, no caso dos peixes eurialinos, como
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Atherinella brasiliensis, € esperado que eles possam tanto reabsorver como
secretar ions magnésio através deste epitélio (BEYENBACH et al. 1993, 1997;
FREIRE et al., 1996; ROMAO et al., 2001).

Peixes de ambientes marinhos habitam agua com ~ 54 mM de Mg?".
Nesta situacdo, estes animais hipo - regulam suas concentragdes, mantendo
as concentragbes de magnésio plasmatico em torno de 1 a 2 mM
(BEYENBACH et al.,, 1993). Neste estudo, o peixe-rei apresentou
concentragbes de magnésio plasmatico maiores do que o normal, mesmo no
ponto referéncia (~ 5 mM), provavelmente por causa do método colorimétrico
utilizado, que mede o magnésio total do plasma. Surpreendentemente as
concentragbes de magnésio plasmatico medidas nos peixes coletados em
Marco na Baia de Paranagua foram quase iguais (53 mM) ou até mesmo
superiores (78 mM) as concentragdes de magnésio estimadas para a agua com
salinidades de 28 - 29%, nos pontos A e B, respectivamente.

Estas determinagbes de magnésio foram repetidas exaustivamente
utilizando-se diferentes diluicbes do kit de ensaio e materiais livres de qualquer
contaminagao que pudesse causar interferéncia, confirmando que os valores
encontrados eram mesmo reais. Estes valores apontaram para sério
comprometimento da fungéo renal (capacidade secretora de magnésio) nestes
peixes, resultando em prejuizo na homeostase total. Um estado menos severo
de dano na homeostase de magnésio foi notado nos peixes obtidos em Junho.
Ao beberem agua salgada para manter o equilibrio hidrico e osmético, os
peixes acabam ingerindo uma carga de magnésio. Mesmo nao tendo grande
absorcao intestinal (PARMELEE & RENFRO, 1983), quando ndo excretada

pelos rins, esta quantidade de magnésio absorvido aumenta as concentragdes



56

no fluido extracelular podendo atingir concentragdes letais (BEYENBACH et al.,
1995).

Este comprometimento renal caracteriza sintomas de intoxicagao, visto
que segundo BEYENBACH et al. (1993; 1997) em concentragcbdes plasmaticas
a partir de 5 mM o animal ja ndo executa suas fungdes osmorregulatérias de
maneira satisfatéria podendo ter suas fungdes vitais comprometidas, incluindo
seus processos respiratérios, e assim culminando na morte do peixe.
Surpreendentemente, apesar das altissimas concentracdes apresentadas pelos
animais obtidos em Marcgo, eles apresentavam-se aparentemente saudaveis.
Porém, fica claro a partir destes resultados, que os animais nitidamente nao
estavam conseguindo excretar os ions excedentes e manterem-se em
homeostase, enfatizando os efeitos nocivos da presenca de hidrocarbonetos de
petréleo na agua do local contaminado em adigdo a contaminagdo normal

existente na baia.

Cortisol

O cortisol € um horménio muito importante para os vertebrados. Este
horménio estd envolvido em muitas funcdes que incluem: metabolismo
alimentar, respostas do sistema imunoldgico, osmorregulagédo, reproducéo,
crescimento e respostas ao estresse tanto em peixes como em outros
vertebrados (MOMMSEN et al., 1999; HICKMAN et al., 2004). Em peixes, este
horménio € principalmente conhecido como o horménio de adaptacdo as
mudancas de concentracbes salinas em muitos teledsteos eurialinos e
anadromos (MADSEN, 1990; VEILLETTE et al., 1995; PACHECO & SANTOS,

2001; MARTINEZ et al., 2005; KENNEDY & FARRELL, 2005).
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O cortisol é sintetizado e secretado pelas células inter-renais, localizadas
no rim anterior de teledsteos, devido estimulo da glandula pituitaria sobre o
cortex adrenal (e.g. PACHECO & SANTOS, 2001; CAMARGO & MARTINEZ,
2006). Alteragcbes das fungbes inter-renais levam ao aumento das
concentracbes deste horménio no plasma. Sao varios 0s mecanismos
estressantes que podem alterar as fungdes inter-renais e consequentemente
estimular ou inibir a liberacdo de cortisol. Dentre estas situacdes estio:
alteragdes abidticas (salinidade, temperatura, oxigénio) (e.g. MADSEN, 1990;
MARTINEZ et al., 2005; MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2002), exposi¢cdo a
metais pesados (e.g. MONTEIRO et al., 2005), compostos provenientes de
efluentes e hidrocarbonetos de petroleo (e.g. SANTOS & PACHECO, 1996;
PACHECO & SANTOS, 2001; KENNEDY & FARRELL, 2005), estresse de
captura e manuseio (e.g. CAMARGO & MARTINEZ, 2006).

O tipo de contaminante e a duragdo da exposicdo podem ser fatores
importantes dentro do processo da liberagdo do cortisol (MOMMSEN et al.,
1999). Cortisol em niveis elevados no sangue é considerado como uma
resposta primaria ao estresse (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2002), porém,
neste estudo, houve um aumento nos niveis de cortisol no plasma dos peixes
no ponto B da coleta de Margo e de ambos os pontos da coleta de Junho,
indicando forte efeito do estresse quimico sobre a secrecdo de cortisol nos
peixes-rei.

De modo geral, compostos provenientes do petréleo e metais pesados
induzem enzimas de biotransformacao, (GST, GR, G6PDH, CYP1A, P450)
como uma resposta inicial e aguda ao estressor, gerando uma redugdo na

capacidade de resposta do cortisol cujo aumento poderia estar relacionado a
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uma resposta mais crbnica ao fator estressante (PACHECO & SANTOS, 2001;
KENNEDY & FARRELL, 2005). A resposta modesta do cortisol nos peixes
obtidos em Dezembro, quando comparada as respostas apresentadas pelos
animais do ponto B da coleta de Mar¢co e de ambos os pontos da coleta de
Junho, podem retratar uma disfuncdo enddécrina que pode ter sido induzida
pelos componentes toxicos cronicamente presentes na agua. Porém, os
valores apresentados pelos animais em ambos os pontos de Dezembro, bem
como pelos peixes do ponto referéncia sdo maiores que os valores basais
normais (~ 50 ng/mL) (CAMARGO & MARTINEZ, 2006) e ja indicam uma
situacao de estresse, provavelmente causada pelo manuseio ou ainda pela
influéncia da contaminagao nas respostas osmoticas e ibnicas.

As respostas apresentadas pelos peixes a partir da coleta de Marco,
retratam claramente que a capacidade osmorregulatéria e funcédo renal dos
peixes foram mais afetadas neste periodo levando a um aumento das
concentracdes deste hormdénio como uma tentativa de reverter o estresse
causado por estas situagdes. (HONTELA et al., 1992; HONTELA, 1997;
PACHECO & SANTOS, 2001). Consequentes danos resultantes desta
incapacidade osmorregulatéria e da fungéo renal sdo corroborados pelo padrao
inverso apresentado por A. brasiliensis entre os disturbios osmorregulatérios
(mais intensos em Margo e menos intensos em Junho) e as respostas do
cortisol (menos intensas em Margo e mais intensas em Junho). Esta relagéo
inversa é totalmente compativel com o papel do cortisol na hipo-regulagao do

plasma em teledsteos marinhos.



59

Atividade Anidrase Carbénica Branquial

Diferentemente das outras proteinas de transporte que se mostram
tecido ou espécie especifica, a anidrase carbdnica (AC) tem sido encontrada
em quantidades em todos os tecidos envolvidos no transporte de ions (HENRY
et al., 2003). Esta enzima tem sido mais satisfatoriamente caracterizada em
branquias de crustaceos onde, em associacdo com a Na’K'ATPase, se
apresenta como um dos componentes centrais nos mecanismos de troca de
ions e osmorregulagdo para estes animais (HENRY et al., 2003). Em peixes
esta enzima mostrou-se muito mais efetiva na excrecdo de gas carbdnico e
regulacao acido-base (ARASHISAR et al., 2004; LIONETTO et al., 1998).

Metais pesados sdo considerados fortes inibidores da atividade desta
enzima. A unido de metais pesados com esta proteina pode alterar sua funcao
catalitica levando a falhas de suas fungdes fisioldgicas, e consequentemente
alterando todo seu sistema metabdlico especifico (VITALE et al., 1999). Em
peixes a dosagem desta enzima € ainda muito pouco explorada como um
biomarcador de poluicdo (LIONETTO et al.,, 1998; ARASHISAR et al., 2004;
GEORGALIS et al., 2006). Nas branquias do peixe-rei, Atherinella brasiliensis,
anidrase carbénica (AC) foi claramente inibida nos peixes coletados no ponto B
em Dezembro e em ambos os pontos em Marco, quando comparada a
atividade enzimatica apresentada pelos peixes do ponto referéncia.

Este estudo é o primeiro a relacionar a atividade desta enzima em
peixes submetidos a contaminacéo por hidrocarbonetos de petroleo. Acredita-
se que as agdes destes compostos sejam similares as exercidas pelos metais
pesados na atividade desta enzima. Os dados encontrados neste estudo

corroboram a hipotese desta enzima ser inibida pela presenca de
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contaminantes quimicos, como ja verificado em alguns estudos encontrados na
literatura, tanto em vertebrados quanto em invertebrados (SKAGGS & HENRY,
2002; VITALE et al., 1999; ARASHISAR et al., 2004; LIONETTO et al., 1998).

A inibicdo da atividade da AC branquial deteriora a capacidade
osmorregulatoria e o balango acido — base, podendo causar acidose
respiratoria (ARASHISAR et al.,, 2004). No epitélio branquial a AC é
responsavel por manter CO, e HCO’3 em equilibrio, deste modo, facilitando o
processo de excregao de CO, (LIONETTO et al., 1998; GENOVESE et al.,
2005). Em peixes, existe uma relagao intima entre a regulagéo idnica e acido-
base.

A branquia é considerada um importante local de compensacéao
metabdlica, pois em associacdo com as proteinas ion especificas e com a AC,
participa da regulacédo do pH fisiolégico (GEORGALIS et al., 2006). Em peixes
de agua doce a AC branquial tem um importante papel por controlar a excregao
acida através das taxas de CI" e Na* trocadas por HCOs e H” respectivamente.
A excrecado de CO, em trutas e em outros teledsteos depende exclusivamente
da AC citosodlica (GEORGALIS et al., 2006). A inibicao desta enzima notada em
Margo, coincide com os disturbios osmorregulatérios apresentados pelos
peixes. Neste estudo, a variagao da salinidade foi muito pequena (28 - 31%o) e
deste modo nao ha correlacdo entre a atividade desta enzima nas branquias e
a salinidade (R=0,1423; P= 0,75). Sendo assim, fica descartada a relagéo entre
a redugdo da atividade desta enzima e a salinidade da agua dos locais de
coleta (LOPEZ MANANES et al., 2000 e HENRY et al., 2003), sendo razoavel
assumir que os efeitos observados sdo decorrentes da acdo dos poluentes

presentes na Baia, principalmente em Margo. Essa inibicdo da AC branquial
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por hidrocarbonetos de petroleo poderia estar relacionada aos prejuizos da
osmorregulacado, em especial da excrecdo de cloreto, porém a verificagao da
analise de correlagao realizada entre a atividade da AC branquial e os valores
de cloreto mostrou-se inexistente (R=0,33; P = 0,47).

Pode-se a partir destes resultados sugerir que nas branquias de
Atherinella brasiliensis a AC estd mais relacionada a excregao de gas
carbbnico e balango acido-base do que com osmorregulagdo. Resultados
similares ja haviam sido encontrados em outros trabalhos com trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) e enguias (Anguilla anguilla) (ARASHISAR et al., 2004;
LIONETTO et al.,, 1998, respectivamente), e também por GENOVESE et al.

(2005) em estudo com caranguejos eurialinos (Chasmagnathus granulatus).

Atividade da Anidrase Carbonica Renal

A inibicdo da AC no rim pode levar a acidose metabdlica em peixes, pois
prejudica a capacidade de reabsorver bicarbonato (ARASHISAR et al., 2004).
Neste estudo, aparentemente a atividade da AC renal exibiu uma menor
sensibilidade aos contaminantes presentes na agua do que a AC das
branquias. Existem varios relatos de inibicdo da AC em branquias (LIONETTO
et al.,, 1998; VITALE et al., 1999; SKAGGS & HENRY, 2002; ARASHISAR et
al., 2004) e intestino (LIONETTO et al., 1998) de organismos aquaticos
submetidos a contaminantes quimicos, porém nenhum estudo havia verificado
a resposta renal a estes compostos. A atividade da AC nos rins dos peixes foi
aparentemente ativada em alguns dos locais contaminados, podendo

simplesmente estar relacionada a compensacdo dos disturbios ion e
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osmorregulatérios e possivelmente a homeostase acido-base (LIONETTO et
al., 1998).

Como o rim é o 6rgao responsavel pelo transporte de ions divalentes,
principalmente Mg2+ (BEYENBACH et al., 1993, 1997; RANDALL et al., 1999),
a ativagdao da AC neste 6rgao poderia estar relacionada com a busca da
homeostase das concentragbes de magnésio plasmatico, principal ion
excretado e transportado pelos rins. Contudo, ndo houve relacdo entre a
ativacado da enzima nos rins e a manutencao do equilibrio de MgZ+ (R=0,53; P

=0,22).

Atividade Glutationa S-Transferase — GST Branquial

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs) tém sido comumente
encontrados em ambientes marinhos e cada vez mais suas propriedades tém
sido investigadas no sistema bioldgico. A Glutationa S-Transferase (GST) € um
dos biomarcadores de transformacdo xenobidtica mais utilizados no
levantamento do impacto causado por estes compostos (ZACCARON DA
SILVA et al., 2005). Esta enzima tem sido considerada o biomarcador mais
sensivel as alteragdes geradas pelas atividades de biotransformacédo de
xenobidticos (CAZENAVE et al., 2006).

A atividade da GST foi analisada no epitélio branquial de Atherinella
brasiliensis, diferentemente da maioria dos estudos encontrados na literatura,
0s quais em geral utilizam tecidos como figado ou glandulas digestivas
(ZACCARON DA SILVA et al., 2005; AMADO et al., 2006a,b). Neste estudo a
atividade da enzima GST foi inibida apenas no ponto B da coleta de Dezembro.

Esta inibicdo sugere a agdo dos contaminantes quimicos na atividade da GST.
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Estes contaminantes quimicos podem afetar a atividade da GST de trés
maneiras: alterando a conformacao da enzima, inibindo o substrato da enzima
(glutationa reduzida, GSH) ou ainda inibindo a sintese de GST em niveis
moleculares (CAZENAVE et al., 2006). Muito provavelmente, o que ocorreu
neste estudo foi a deplecdo do substrato da enzima (GSH) nas células
branquiais dos peixes coletados no ponto B em Dezembro, o que pode ter sido
causado pela acdo da contaminacdo sobre o metabolismo do animal,
corroborando a acado de contaminantes quimicos na atividade desta enzima.
Quando comparamos a atividade enzimatica dos animais deste ponto aos
outros pontos e coletas percebemos uma atividade enzimatica alta, o que pode
caracterizar as respostas enzimaticas normais desta espécie no tecido
branquial (REGOLI & PRINCIPATO, 1995). Estes resultados podem ainda
sugerir alta biotransformagao dos compostos para reduzir o estresse oxidativo
ou uma maior disponibilidade de GSH (ndo medida neste estudo) assim como
ja havia sido verificado por ZACCARON DA SILVA et al. (2005) em seu estudo
com glandulas digestivas de bivalves expostos a 6leo diesel. As analises de
atividade da enzima GST realizadas em tecido hepatico dos mesmos
individuos de Atherinella brasiliensis por ZANDONA et al. (dados nao
publicados) néo revelaram diferengas significativas em nenhuma das coletas
realizadas em Paranagua.

Foram realizadas analises de correlagao entre a atividade enzimatica e
os parametros abidticos. Uma correlagdo negativa significativa foi encontrada
entre a temperatura e a atividade da GST (R=0,9443, P= 0,0014), contrastando
com a maioria dos estudos em que ocorre um aumento da atividade da GST

com o aumento da temperatura (RONISZ et al., 1999; AMADO et al., 2006a).
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De modo geral, em altas temperaturas ocorre um aumento na atividade
metabdlica e no consumo de oxigénio, consequentemente, aumenta a
formagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e aumenta a atividade
enzimatica para evitar o estresse oxidativo.

Medir uma unica enzima ou forma de defesa antioxidante pode n&o ser o
suficiente para definir uma resposta exata de defesa em condi¢des
experimentais ou naturais (ZANETTE et al., 2006), porém mesmo sendo o
marcador mais utilizado em respostas a situacdes de estresse, em branquias

de Atherinella brasiliensis a GST nao apresentou resultados significativos.

Comportamento e Mortalidade de individuos aclimatados em laboratério
Com relagdo ao comportamento de nadar com o ventre para cima,
eviscerando as gbnadas, seguido da incidéncia de morte apresentada pelos
peixes trazidos do ponto referéncia (Baia de Guaratuba) e aclimatados no
LFCO, podem-se considerar duas hipoteses: comportamento de desova ou
simplesmente estresse de transporte e da aclimatacdo. Em principio, a
hipétese levantada era de comportamento reprodutivo (desova), pois todos os
individuos que apresentaram este comportamento eram fémeas. De fato, a
maturagcao das fémeas ocorre durante todo o ano e a desova destes animais é
do tipo parcelada; mas o desenvolvimento gonadal ocorre somente a partir do
més de junho com um maior desenvolvimento em outubro (FAVARO et al.,
2003). Além disso, nao ha relatos na literatura de comportamento reprodutivo
caracterizado pelo nado em posigdo invertida (ventre para cima) para
Atherinella brasiliensis. Portanto, atribui-se o0 comportamento incomum

apresentado pelos peixes, seguido de morte, ao estresse do transporte de duas
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horas de viagem entre Guaratuba e Curitiba, juntamente com o estresse da
aclimatagcao em aquarios de pequeno porte.

Apesar disso, como verificado na Tabela 2, a unica diferenga encontrada
entre os individuos do ponto referéncia processados em campo e os individuos
aclimatados em laboratério foi a atividade da GST branquial. Sugere-se que a
ativacao da enzima apresentada pelos peixes aclimatados seja uma resposta
ao estresse do transporte e aclimatagao em pequenos aquarios, visto que esta
espécie é habituada a viver em cardumes e aparentemente nao tolera viver em
um pequeno espaco. Esta resposta enzimatica aliada a auséncia de efeitos nos
outros parametros analisados nestes peixes do ponto referéncia reforgca a
conclusao de que os efeitos observados em campo indicam efetivamente o

estresse quimico ambiental na Baia de Paranagua.

Modelo de Disperséo de Particulas de 6leo

A partir do modelo de dispersao do 6leo desenvolvido por GONCALVES
& SOUZA (dados nao publicados), é possivel fazer uma melhor avaliagao das
respostas apresentadas pelos exemplares de Atherinella brasiliensis nos
pontos contaminados amostrados na Baia de Paranagua. Este modelo de
dispersao aliado aos resultados obtidos, tanto fisiolégicos quanto bioquimicos,
€ compativel com a observacdo do efeito mais expressivo (cronico) dos
contaminantes quimicos a partir da segunda coleta, Marco 2005. E valido
lembrar que o0s modelos aqui apresentados sao apenas ferramentas
integradoras. Contudo, sem estas ferramentas dificilmente se conseguiria ter
uma visao dindmica dos processos em locais como os sistemas ambientais. A

dindmica espacial da dispersdo de um contaminante é dificil de ser obtida
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através de medigcdes pontuais, mas é facilmente obtida através de modelos e
por isso eles sao utilizados.

A circulagdo hidrodinamica em estuarios € dominada principalmente
pelas marés que forcam a elevacado da superficie livre de agua. O efeito das
marés trabalha associado a agao do vento e da descarga dos rios, que acabam
alterando a circulagdo da agua devido a sua velocidade e as diferengas de
densidade em relagdo a agua salgada (REKSIDLER, 2004). O padréo de
distribuicdo do 6leo seguiu o regime de maré, em que a velocidade das
correntes € maior no refluxo, devido ao represamento das aguas fluviais
(BIGARELA, 1978), com um padrao semi-diurno misto de amplitude maxima de

aproximadamente 2,0 m (KNOPPERS et al., 1987) (Figura 22).
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Figura 22. Dindmica das correntes maritimas da Baia de Paranagua, tanto de maré enchente, quanto de
vazante. A intensidade das correntes esta representada pelas diferentes coloracdes, variando de mais
fortes na regido mais proxima as encostas e principalmente proximas ao acidente (cor laranja) para mais

fracas (cor azul claro) em mar aberto.
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Com base nestas informacdes fisicas € nos modelos gerados pode-se
sugerir que apesar das correntes maritimas movimentarem os contaminantes
por toda a Baia, a maior parte do 6leo ficou retido na regidao mais proxima ao
acidente, proximo ao porto de Paranagua. Em virtude desta situacao, os peixes
que nao morreram teriam se refugiado em outras regides, e aos poucos com o
espalhamento do 6leo e uma menor concentragao na superficie do mesmo eles
foram retornando a seus locais de origem. Esta hipétese é compativel com a
constatacdo da dificuldade de captura dos peixes-rei na ocasidao da primeira
coleta (Dezembro, 2004). Fragdes mais soluveis teriam obviamente se
espalhado por uma area maior atingindo tanto regides de mangue quanto de
mar aberto (Figura 20 e 21). Sdo as marés que determinam a extensao da
mancha e as possiveis areas que serao contaminadas, mas € preciso levar em
conta processos como dissolugdo, evaporacdo, foto-oxidagdo e bio-
degradacao. A aparente eliminagdo da contaminagao visualizada a partir da
segunda coleta, ndo deve ser vista com otimismo; muitas das fragdes destes
hidrocarbonetos podem ter evaporado bem como decantado e sedimentado no
ambiente. Sdo justamente estas fragcdes soluveis que prejudicam mais
profundamente os 6rgaos vitais ou processos fisiolégicos e bioquimicos dos
animais (IAP — Instituto Ambiental do Parana/IBAMA, Relatério Técnico, Maio
de 2005).

Através destas informacbes e do modelo de dispersdo do 6leo da
explosdo do navio Vicufa, propde-se que a partir de Margo de 2005 (segunda
coleta, 120 dias apo6s a explosao) os efeitos tenham sido crénicos, e por isso
tenham sido percebidos nas dosagens enzimaticas e plasmaticas de

osmolalidade, ions e cortisol. Os efeitos dos hidrocarbonetos de petrdleo séo
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muito variados podendo ser, inclusive, necrosantes (KENNEDY & FARRELL,
2005). Esses poluentes inicialmente causam uma alteragdo na estrutura e
posteriormente nas propriedades funcionais das moléculas envolvidas nos
processos bioldgicos (AMADO et al., 2006b). Os componentes mais toxicos do
Oleo tipo bunker, derivado do petrdleo, sdo o benzeno, o tolueno e o xileno.
Estes inclusive sdao os compostos mais soluveis em agua (principalmente o
benzeno). Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo muito resistentes a
degradacéo bioldgica e persistem por um longo periodo de tempo no ambiente.
Nesta segunda coleta, parte dos compostos pode ter sedimentado e decantado
no ambiente, 0 que nao os impede de continuar agindo no metabolismo dos
animais.

Quando expostos a contaminantes dotados de grande capacidade de
dissociagdo na agua, os peixes podem sofrer inumeros danos. Através da
superficie respiratoria (branquias), responsavel pela absor¢cao direta destes
compostos, ou através da ingestdo de agua, sofrem comprometimento de
diversos 6rgaos e tecidos (KENNEDY & FARRELL, 2005). Neste estudo, os
efeitos da contaminagao crbénica podem ser facilmente percebidos nas
dosagens plasmaticas, em especial na dosagem de magnésio da segunda
coleta, em que houve um aumento significativo deste ion no plasma dos
animais. Este resultado é corroborado ndo s6 pelo modelo de dispersao de
particulas de 6leo que evidenciou uma maior concentragdo de contaminacgao
por petréleo nos pontos A e B neste mesmo periodo, mas também por um
problema osmorregulatério evidenciado pelas dosagens de osmolalidade e

cloreto.
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Geralmente em peixes, compostos toéxicos acabam gerando uma
resposta integrada envolvendo varios sistemas e a ativagcdo de varios
mecanismos para conter ou minimizar os efeitos téxicos no metabolismo
(KENNEDY & FARRELL, 2005). A longo prazo, estes compostos podem gerar
efeitos como por exemplo, a redugdo na capacidade reprodutiva, danos
genéticos e morfolégicos (KENNEDY & FARRELL, 2005).

O maior impacto sofrido pelos peixes coletados no ponto B (mais
afastado do local do acidente) em relacdo aos peixes coletados no ponto A
(mais préximo ao local do acidente) pode reforgcar a hipotese de que fragdes
soluveis sdo mais toxicas ao metabolismo de animais aquaticos, como também
pode ser um reflexo da dificuldade de obtencdo de exemplares no ponto A
como evidenciado pela equipe nos momentos de coleta. Além disso, este maior
impacto pode retratar ndo s6 a contaminagdo por petrdleo proveniente do
acidente, mas também um efeito da associacao destes contaminantes aos que
regularmente sao despejados na regidao. Deste modo, a resposta mais evidente
no ponto B pode estar relacionada com sua localizacdo mais préoxima a saida
da Baia, ficando exposto a todo os efluentes despejados na regido. A
dificuldade na obtencédo de dados das analises de agua da época do acidente,
bem como a inexisténcia de um monitoramento dos parametros fisico-quimicos
e ecotoxicolégicos da agua do local nos impede de afirmar que estes
resultados fisioldgicos e bioquimicos apresentados pelos exemplares de A.
brasiliensis sejam principalmente causados pelo 6leo proveniente do acidente

com o navio Vicuna.
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6. Consideracgdes Finais

Atherinella  brasiliensis mostrou-se um bom bioindicador de
contaminacdo ambiental. Trata-se de uma espécie estuarina residente, com
todos os estadios de desenvolvimento no estuario. Deste modo, as alteracdes
fisiologicas e bioquimicas apresentadas por esta espécie demonstram os
efeitos da poluicdo nestes ambientes devido a seu contato direto e constante
com o meio. Analisar as fungbes osmorregulatérias de espécies de estuario é
muito relevante, principalmente pela importédncia econémica destas regides,
hoje tdo susceptiveis a contaminagcdo antropogénica. Alguns inconvenientes
desta espécie sdo: 1) o fato de ndo suportar o estresse do transporte, o que
impossibilitou a utilizaggo dos mesmos em estudos laboratoriais
complementares; 2) seu tamanho reduzido que dificultou a retirada de sangue.

A enzima anidrase carbbnica branquial e renal mostrou-se um bom
biomarcador e deveria ser utilizada com mais frequéncia para indicar
alteragdes geradas por contaminagdo ambiental. Glutationa S-Transferase
apesar de ser um biomarcador de contaminacdo mais tradicional, n&o
apresentou variagdes significativas neste estudo. Apesar de ndo serem
utilizados com frequéncia, os marcadores fisiolégicos como as dosagens de
osmolalidade e ions (cloreto e magnésio) indicam importantes alteragdes
fisiologicas geradas pela contaminacdo. Deste modo, estes marcadores
deveriam ser sempre monitorados principalmente pelo seu baixo custo e
simplicidade e pela fungdo central na osmorregulagdo/homeostasia do LEC,
processo diretamente relacionado aos epitélios branquial e renal. A dosagem
de cortisol plasmatico corroborou a utilizagcdo deste hormdnio de estresse como

biomarcador.
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A utilizacdo do modelo de dispersao dos contaminantes pela Baia foi
indispensavel para corroborar evidéncias obtidas pelos biomarcadores
utilizados, de que o efeito crénico tenha se iniciado a partir da segunda coleta
(120 dias apdés a explosdo, Marco 2005). Através do modelo foi possivel
visualizar o fluxo temporal da contaminagcdo e associar estes dados aos

resultados fisioldgicos e bioquimicos analisados ao longo de 7 meses.
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7. Conclusodes

Este trabalho foi realizado com uma espécie residente em estuario e
através dele foi possivel identificar biomarcadores fisioldgicos e
bioquimicos Uuteis para o diagnéstico de regides impactadas por

acidentes com petroleo;

A espécie Atherinella brasiliensis mostrou-se um indicador adequado de

contaminagao ambiental estuarina;

A enzima anidrase carbdnica branquial e renal mostrou-se um bom

biomarcador;

A enzima GST branquial ndo apresentou efeitos significativos;

Os marcadores fisiolégicos mostraram-se efetivos na determinagdo dos

efeitos iniciais da contaminacao;

A utilizacdo do cortisol corroborou efetiva participacao deste horménio

nas respostas ao estresse osmorregulatorio;

O modelo de dispersdao foi indispensavel para a discussdo deste
trabalho. Através deste modelo, o efeito crénico da contaminagao sobre
os exemplares de A. brasiliensis fica evidente, ao longo de 7 meses de

monitoramento da regiao.
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