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RESUMO

Os recursos hidricos podem constituir o destino final de diversos poluentes oriundos da
atividade antropica. Acidentes ambientais, como o derramamento de cerca de quatro
milhdes de litros de petréleo ocorrido em 2000 no Arroio Saldanha, Parana, Brasil, agrava
ainda mais a problemdtica ambiental. Biomarcadores vem sendo utilizados para avaliar os
efeitos dos poluentes em organismos aquaticos. Este estudo avaliou a qualidade da dgua
em trés pontos: Arroio Saldanha, tributario do Rio Barigui, ponto zero do derramamento
de petroleo, a montante e a jusante do local de derramamento de petrdleo, situados no Rio
Barigui, através de exposi¢do de 96 horas de Astyanax sp., utilizando biomarcadores
bioquimicos e morfologicos e andlises quimicas da dgua. A agua foi coletada nos trés
pontos e levado ao laboratorio para realizagdo dos bioensaios. Os bioensaios foram
realizados com um grupo controle (agua reconstituida) e duas concentragdes da agua teste
(100 e 50%) de cada ponto de coleta. Os biomarcadores bioquimicos analisados foram as
atividades da acetilcolinesterase (AChE) no musculo, etoxiresorufina-O-deetilase
(EROD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST) e lipoperodoxida¢ao (LPO) no
figado dos peixes. Analises histopatologicas foram realizadas nas branquias e figado. Nas
analises quimicas foram encontrados hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais e
surfactantes nas dguas analisadas. As atividades especificas da CAT e da GST aumentaram
(P<0.05) nos peixes expostos as concentracdes testadas do Arroio Saldanha, enquanto a
jusante ¢ a montante do ponto de derramamento de petréleo observou-se aumento somente
das atividades especificas da CAT e LPO (P<0,0001), sugerindo estresse oxidativo nos
peixes expostos a essas aguas. A atividade da EROD nao foi significativamente diferente
do grupo controle (P>0,05). O aumento da LPO nos peixes expostos as aguas a jusante e a
montante do local de derramamento de petréleo, sugere que os peixes estdo expostos a
xenobioticos que formam radicais livres e que, provavelmente, o sistema de defesa
antioxidante esta deficiente, acarretando danos as membranas € a outros constituintes
celulares. As andlises histologicas nos peixes expostos as aguas teste mostraram em todos
0s pontos e nas concentragdes analisadas, alteragdes nas branquias, tais como aneurismas,
fusdo lamelar e necrose, enquanto no figado necrose, infiltragdo leucocitaria e centros de
melanomacrofagos. Os resultados encontrados sugerem que a area do derramamento de
petréleo ainda nao foi totalmente biorremediada, e que a sua montante e jusante sofrem de

contaminagdo cronica, uma vez que existe atividade industrial adjacente.
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ABSTRACT

Hidric resources can receive an expressive load of pollutants from antropical activity.
Environmental accidents, such the spilling of about four million liters of oil occurred in
2000 in Arroio Saldanha, Parana, Brazil, aggravates the environmental problematic.
Biomakers have been used to evaluate the effect of the pollutants in aquatic organisms.
This work evaluated the water quality in three sites: Arroio Saldanha, Barigui River
tributary, zero point from oil spill, its upstream and downstream from the site of the oil
spill, localizated in Barigui River, through the 96 hours exposure of Astyanax sp., using
biochemical and morphological biomarkers and chemical analysis of water. The water was
collected in the three points and brought to the lab for the bioassays. The bioassays were
realized with a control group (reconstituted water) and two concentrations of the water-test
(100% and 50 %) for each collected site. The biochemical biomarkers analyzed were the
activity of acetylcholinesterase (AChE) in fish muscle, ethoxyresorufin O-deethylase
(EROD), catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST) and lipid peroxidation (LPO) in
fish liver. Histopathological analyses were carried out in the fish gills and liver.
Polynuclear aromatic hydrocarbons, metals and surfactants were detection in water-test.
The specific activity of the CAT and GST increased (P<0.05) in the fishes exposed to the
concentrations tested from Arroio Saldanha, while in downstream and upstream sites only
the CAT activities and LPO (P<0.0001) increased, suggesting oxidative stress in the fish
exposed to these waters. However, the EROD activity was not significantly different from
the control group (P>0.05). The increasing of LPO in the fish exposed to upstream and
downstream waters of the oil spilling, suggests an exposure to xenobiotics that form free
radicals. Probably the antioxidant defense system is deficient, causing damages of the
membranes and others cellular constituents. The histological analyses showed in the fishes
exposed to the water-test in all the points and also in the analyzed concentrations,
alterations in the gills such as aneurisms, lamellar fusion and necrosis. In the liver necrosis,
leukocytes infiltration and melanomacrophage centers were observed. The results suggest
that the area of the oil spilling was not totally bioremediated, and its upstream and

downstream suffer from chronic contamination, due to adjacent industrial activity.
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1. INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento industrial trouxe muitas comodidades ao homem, mas
também contribuiu para a degradagdo ambiental, seja pela emissdo de poluentes
atmosféricos, contaminacao do solo e da 4gua ou ainda, por acidentes ambientais.

Os contaminantes liberados ao meio ambiente pela acdo antropica, de uma
maneira geral, podem causar diversos tipos de danos aos organismos de um
ecossistema, tais como comprometer os processos fisioldgicos vitais como a respiracao,
reprodugdo e crescimento (Stegeman et al. 1991). Muitos desses poluentes além de
apresentar toxicidade ainda persistem no meio ambiente, € podem vir a bioacumular na
cadeia alimentar, colocando em risco a saide humana.

Entre os contaminantes, destacam-se entre muitos outros, os metais pesados e 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs), sendo muitos deles reconhecidamente
carcinogénicos (Pedrozo et al. 2002).

O petroleo, que ¢ um dos insumos mais utilizados pelo homem, pode liberar
diversas substancias poluentes, podendo contaminar o meio ambiente durante a sua

extracdo, transporte, armazenamento, refino e na queima para a produgdo de energia.

1.1 O Petroleo

O petroleo tem se tornado um dos principais contaminantes de varios
ecossistemas, especialmente do ambiente aquatico, onde cerca de 3,2 milhdes de
toneladas contaminam o ambiente marinho todos os anos (Pedrozo et al. 2002).

A composicdo quimica e a natureza fisica do petrdleo podem variar
significativamente, sendo constituido, geralmente, por uma mistura complexa de
hidrocarbonetos e de pequenas quantidades de compostos organicos contendo enxofre,
nitrogénio e oxigénio, assim como baixas concentragdes de compostos organometalicos,
contendo principalmente niquel (Ni) e vanadio (V). Atualmente, ja foram identificados
mais de 270 tipos de hidrocarbonetos na composicdo dos diferentes derivados do
petroleo (Pedrozo et al. 2002).

De forma geral, encontram-se trés principais grupos de hidrocarbonetos no
petroleo: parafinicos, nafténicos e aromaticos. Destes, destacam-se os hidrocarbonetos
aromaticos, sobretudo os policiclicos aromaticos, devido ao seu potencial toxico.

Segundo Neff (1978), 75% dos constituintes do petrdleo sdo os hidrocarbonetos de



cadeias longas e curtas, sendo que os de cadeia curta apresentam maior volatilidade,
porém maior potencial toxico aos organismos.

Muitos acidentes com derramamento de petréleo tém ocorrido por todo o
mundo. O petréleo, uma vez liberado na agua, espalha-se quase que imediatamente. Os
componentes polares e de baixo peso molecular solubilizam-se e sdo lixiviados para
fora da mancha de 6leo; os componentes volateis presentes na superficie da dgua sofrem
evaporag¢do, ao mesmo tempo que o 6leo derramado se emulsifica na 4gua, e parte dele
se solubiliza formando a fracdo soluvel do petroleo em agua (FSA) (ATSDR 1999).

A FSA ¢ uma mistura complexa de PAHs, fen6is e compostos heterociclicos
contendo nitrogénio e enxofre (Neff 1978, Akayshi et al. 2004). Segundo USEPA
(1995), os peixes podem se expor ao 6leo derramado por diferentes vias: pelo contato
direto com a contaminagdo de suas branquias ou pela ingestdo de alimento
contaminado. Os peixes expostos ao petroleo podem apresentar alteragdes cardiacas,
respiratorias, hepatomegalia, reducdo no crescimento, diversas alteragdes bioquimicas,
celulares, reprodutivas e comportamentais, € a exposi¢do cronica a alguns componentes
do petréleo pode provocar anomalias genéticas e carcinoma em organismos aquaticos
(Neff 1978, USEPA 1995, Pedrozo et al. 2002).

Entre os acidentes com derramamento de petréleo, pode-se citar, dentre outros, o
vazamento de cerca de 2,8 milhdes de litros de 6leo combustivel em manguezais na
Baia de Guanabara — RJ no ano de 1997 e depois, em 2000 ocorreu mais um vazamento
de mais 1,3 milhdo de litros na mesma baia. Ainda no ano de 2000, ocorreu o
derramamento de cerca de 4 milhdes de litros de 6leo bruto de petroleo de base
parafinica, devido a uma ruptura da junta de expansdo de uma tubulacdo da Refinaria
Getulio Vargas (REPAR — Petrobrds). O vazamento atingiu uma por¢do de varzea
denominado Arroio Saldanha, na cidade de Araucaria — PR, este 6leo derramado
percorreu 1,8 mil metros até atingir ao Rio Barigui, extendo-se por cerca de 5

quildémetros rio abaixo (Meniconi et al. 2002).

1.4 Estresse Oxidativo

Os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo substancias
eletricamente instaveis, potencialmente reativas com moléculas bioldgicas e sdo capazes
de causar oxidacgdo e dano irreversivel a célula. Sdo espécies reativas de oxigénio, pois

existem independentemente na auséncia de um elétron ndo pareado na ultima orbita



atomica (Halliwell e Gutteridge 2000). Sao produzidos pelos diversos compartimentos
celulares (mitocondria, microssomos, peroxissomos e citosol), e sdo originados de
mecanismos enzimaticos como a xantina oxidase (XO), NADPH oxidase, citocromo P-
450, e de mecanismos nao enzimaticos, envolvendo hemeproteinas e compostos de
ferro. Entre eles os mais conhecidos sdo: radical hidroxil (OH"), radical superdxido
(0;7) e radical perhidroxil (HO,"). O estresse oxidativo se da quando o estado quimico-
bioldogico em que a producdo destas espécies reativas ultrapassa a capacidade
antioxidante (McCord, 1985). A produgdo normal de espécies reativas no metabolismo
celular é proveniente da geracdo oxidativa de energia pela cadeia mitocondrial, do
mecanismo de defesa dos fagocitos que produzem radical superoxido para causar morte
em microorganismos, entre outros mecanismos associados.

Durante a degradagdo de xenobioticos pelo citocromo P450 (CYP450), pode
ocorrer a formagdo do radical superdxido (O,7), que ao ser dismutado pela enzima
Superoxido Dismutase (SOD), gera peroxido de hidrogénio (H,0O;), que por sua vez, na
presenca de metais de transigdo (ferro e cobre) pode gerar o radical hidroxil (OH'), e
este reagir inespecificamente com constituintes celulares (Figura 1) (Lionel e Marta
2003).

As principais conseqiiéncias ao estresse oxidativo em sistemas biologicos sao:

1. Lipoperoxidacao da membrana celular;
2. Oxidagdo de proteinas;
3. Lesdao DNA/RNA celular.

A oxidagdo de proteinas decorre da agao dos radicais livres sobre os grupos tiois,
causando também agregagdo e fragmentagcdo de aminodcidos. Os danos mais graves
relacionados aos EROs sdo aqueles causados ao DNA e RNA, pois se a cadeia do DNA
¢ quebrada, pode ser reconectada em outra posi¢do alterando, assim, a ordem de suas
bases. Esse ¢ um dos processos basicos da mutacao e o acimulo de bases danificadas
pode desencadear a oncogénese (Barreiros et al. 2006). A cisdo do anel desoxirribose
dos acidos nucléicos, pelos radicais livres, promove mutacdes e inibi¢do da sintese
protéica (Oliveira 1999). As espécies reativas de oxigénio produzidas pelo sistema
biologico sdao desintoxicadas por mecanismos de defesa antioxidante que sdo
encontrados em todas as espécies de animais e nos diferentes tipos de tecidos, inclusive

nos organimos aquaticos (Avci et al. 2005).



1.3 Biomarcadores

Segundo Walker et al. (1996), os biomarcadores podem ser definidos como
respostas bioldgicas aos poluentes ambientais que podem ser mensurados indicando a
presenca, o efeito e, em alguns casos, o grau de contaminagdo. Apods introduzida a
substancia quimica no ambiente, os organismos expostos podem incorporar o
contaminante por diversas vias de absor¢do. Uma vez absorvidos, os poluentes atuam
em locais de acdo que representam seu mecanismo molecular de toxicidade (Klemz,
2002). A interagdo deste poluente com um receptor, a uma enzima ou ao proprio
material genético, podem resultar efeitos moleculares que, por sua vez, levam a efeitos
fisiologicos. Estes efeitos podem afetar a espécie em questdo, interferindo no sucesso
reprodutivo ou em relagdes interespecificas, causando alteragdes na dinamica
populacional (Stegeman e Lech 1991). Desta forma, os efeitos da contaminacao
ambiental podem ser observados na comunidade e, conseqiientemente, todo o
ecossistema pode ser negativamente afetado.

Os efeitos iniciais dos poluentes sdo observados nas respostas bioquimicas e
moleculares, ou seja, no nivel bioquimico celular, desta forma, as alteracdes dos
poluentes podem ser reversiveis, ¢ assim, medidas preventivas podem ser tomadas
evitando o comprometimento mais severo do ambiente (Huggett et al. 1992).

A avaliagdo ambiental possibilita a implantagdo de medidas de prevencdo e
controle apropriadas a evitar ou mitigar danos ambientais diretos ou indiretos. A
exposicao pode ser avaliada por medida da concentragdo do agente quimico em
amostras ambientais ou através da medida de pardmetros bioldgicos (Amorim 2003).

Os biomarcadores podem ser classificados em diferentes classes:

1. Biomarcadores de exposi¢ao: sdo aqueles que indicam exposi¢do a um poluente, mas
ndo provéem informagdo sobre o grau de adversidade do efeito que esta alteracdo
provoca (Walker et al. 2001). Um exemplo de um biomarcador especifico de exposi¢ao
¢ a indugdo de metalotioneinas devido a contaminagdo por metais. Estas proteinas tém
um papel na desintoxicagdo e em certa tolerancia a metais (Lagadic et al. 1994).

2. Biomarcadores de efeito: sao aqueles que realmente demonstram o efeito adverso de
um quimico em particular, ou um grupo de quimicos, sobre o organismo. Inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE), por exemplo, ¢ considerada um importante biomarcador de

efeito, pois bloqueia a passagem do impulso nervoso pelo acumulo de acetilcolina.



1.4 Biotransformacao de Xenobidticos - EROD

A biotransformacdo ou desintoxicacdo de xenobidticos se d4 normalmente em
duas fases. A fase I consiste em reagdes de oxidacdo, redug¢do ou hidrolise, e os
produtos formados sdao frequentemente mais reativos que os iniciais. A fase II consiste
na conjugacdo destas susbstancias reativas, provenientes da fase I, a fim de serem
eliminadas do organismo como substancias inertes (Sirokéa e Drastichova 2004)..

O citocromo P450 (CYP450) representa a principal via metabolica de
biotransformag¢ao da Fase I, através de suas mais de 500 isoenzimas ¢ fazem parte do
sistema de oxidases de fungdao multipla (MFO) (Lin e Lu 1998). Tais monooxigenases
participam tanto da biossintese como da degradacdo de esterdides, acidos graxos,
prostaglandinas, aminas, e inumeros tipos de xenobidticos. Essas rea¢des ocorrem,
principalmente, no figado; contudo existe expressdo em menor grau por todo o
organismo, incluindo intestino, pulmao e rim, entre outros (Nebert 1991, Di Giulio et al.
1993). A subfamilia CYP1A ¢ responsavel pela desintoxicagdo de diversas substancias
poluentes, tais como os PAHs. As MFOs sdo constituidas pelos seguintes componentes:
NADPH e a enzima NADPH citocromo P450 redutase, citocromo bs € a enzima
citocromo bs redutase, além do proprio CYP450 (Bucheli e Fent 1995, Regoli et al.
2005).

O receptor que regula a expressao génica do CYPIA ¢ conhecido como receptor
Ah (hidrocarboneto aromatico). A indugdo ¢ iniciada pela ligacdo do xenobiodtico a um
complexo protéico que compreende o Ah complexado com a proteina 90 (heat shock p
90 — hsp90) com o xenobidtico, que depois da hsp90 se dissociar deste complexo
receptor-indutor, o produto formado se liga a uma enzima chamada ARNT
(hidrocarboneto aromatico nuclear transferase), e todo este complexo ¢ transferido para
o interior do nucleo celular, promovendo a transcrigdo do RNAm (Stegeman e Hann
1994, Buchelli e Fent 1995). A indugdo das isoenzimas do CYP450 ¢ uma resposta
sensivel a determinados xenobioticos, podendo ser utilizado como biomarcador.

Entre as subfamilias de interesse a ser utilizado como biomarcador destaca-se a
CYPIAI, que pode ser medido através da atividade da Etoxiresorufina-O-deetilase
(EROD) e esta tem sido bastante utilizada para avaliar a exposi¢do de organismos
aquaticos a poluentes ambientais, tais como os PAHs, as bifenilas policloradas (PCBs) e
os policlorinados dibenzofuranos (PCDF) (Payne et al. 1987, Bucheli e Fent 1995,
Rocher et al. 2006). A EROD catalisa uma reagdo de O-desalquilagido, dependente de



NADPH, na qual o substrato ¢ a 7-etoxiresorufina, o produto formado na reagdo, a

resorufina, pode ser medido por espectrofluorimetro (Stegeman e Hann 1994).

1.5 Catalase

A catalase (CAT) ¢ uma enzima tetramérica que ¢ encontrada em todos os
organismos vivos. Devido a sua ampla distribuicdo e capacidade de degradar
rapidamente o peréxido de hidrogénio (H,O,) em oxigénio e agua (Equagdo 1), foi
proposto por varios pesquisadores que a CAT desempenha um papel fundamental nos
sistemas que capacitam os organismos a viverem em ambientes aerdbicos (Mallick e

Rai 1999).

H,0, cAT 2H,0+0, (1)

v

O mesmo autor relata que a CAT ¢ a unica, entre as enzimas degradantes de
H,0,, que ndo consome equivalentes redutores celulares e possui um mecanismo muito
eficiente para remover o peréxido de hidrogénio formado nas células sob condigdes de
estresse. A atividade da catalase estd associada com 0s peroxissomos ou pequenos
corpos que estdo associados ao metabolismo de acidos graxos. Durante a oxida¢do do
acido graxo peroxissomal ¢ produzido H,O,, e a CAT atua degradando esse perdxido a
fim de evitar que o mesmo venha a formar OH  que pode vir a causar danos as

membranas (Hugget et al. 1992).

1.6 Glutationa S-transferase

A glutationa S-transferase (GST) ¢ uma enzima essencial para a protecao aos
danos de compostos potencialmente reativos, conjugando-os para posteriormente serem
eliminados do organismo (George 1993; Marionnet et al. 2006).

A GST catalisa a conjugacdo da glutationa a uma gama de substratos
hidrofobicos eletrofilicos, durante a fase II da biotransformagao (Figura 1). Diversas
GSTs foram caracterizadas em animais, associadas a metabolizacdo de compostos
xenobidticos e toxinas. Além de participarem em processos de desintoxicacdo por
formagao de conjugados com a glutationa reduzida (GSH), as GSTs possuem papel no

metabolismo de produtos secundarios, incluindo a estabiliza¢ao de flavonodides; atuam



com peroxidase na reducao de hidroperoéxidos a monohidrdxi-alcool durante o estresse
oxidativo (Dixon e Lapthorn 2002).

As GSTs sdo codificadas por uma superfamilia de genes, cada uma produzindo
isoenzimas com ampla especificidade de substratos. Apesar de catalisarem reagdes
similares, as GSTs possuem pouca identidade de seqiiéncia de aminodcidos, e estdo
presentes no citosol de muitas células catalisando a conjugagdo do tripeptideo glutationa
em uma variedade de compostos (Riol et al. 2000). Segundo George (1993), as GSTs
soluveis sdo classificadas em quatro grupos: o, p, @ e 0, sendo que o grupo o, existente
no figado, é de grande importancia para a desintoxicacdo de substincias provenientes da

fase I promovida pelo gene P4501A1.

1.7 Lipoperoxidagao

O estresse oxidativo pode causar a peroxidagdo dos acidos graxos polinsaturados
existentes nos fosfolipidios das membranas celulares com formacdo de novos radicais
livres. A peroxidacdo lipidica, ou lipoperoxidacdo (LPO), ¢ um dos danos mais
importantes causados pelas EROs, sendo as membranas celulares os locais mais
susceptiveis a essas reacOes de oxidagdo. A peroxidagdo dos acidos graxos da
membrana inicia-se através da retirada de protons H' do grupo metileno dos
fosfolipidios pelos radicais livres, com posterior producdo de dienos conjugados e
formacgao de hidroperoxidos lipidicos. Com a participacdo de metais cataliticos (ferro e
cobre) ha decomposi¢do dos hidroperoxidos e formacao de outras espécies reativas
mais deletérias a célula, como o radical alcoxil (RO") e peroxil (ROO") (Oliveira 1999).

As EROs, reagindo com os lipidios presentes nas membranas causam, entre
outros, a perturbacdo ou destruicdo da fun¢do das membranas das células e organelas
essenciais, incluindo o processo de transporte de nutrientes, a manutencao de gradiente
de metabolitos e ions e a transducdo de sinais mediada por receptores (Meagher e
Fitzgerald 2000). Em conseqiiéncia da lipoperoxidacdo, ha perda de integridade da
membrana com aumento de sua permeabilidade; alteragdo no fluxo de ions
transmembrana; disfuncdo no transporte de Na'/K', influxo excessivo de calcio e
posterior ativacdo de enzimas como as proteases, fosfolipases e nucleases, que
autoliticamente produzem colapso das estruturas celulares e oxida¢do de proteinas.

Ainda, a alteragdo da fluidez da membrana ao alterar as trocas idnicas podem acarretar o



influxo excessivo de calcio, o qual ativa enzimas autoliticas causando protedlise e

morte celular (Oliveira 1999; Meagher e Fitzgerald 2000; Barreiros et al, 2006).
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Figura 1. Esquema simplificado de biotransforma¢do do benzo(a)pireno e uso de
biomarcadores bioquimicos. @) Fase I: enzimas do citocromo P450, por exemplo, EROD
iniciam processo de oxida¢do do xenobiodtico. b) Durante o processo de biotransformagao
ocorre geragdo do ion superdxido (O,”) que é dismutado gerando perdxido de hidrogénio
(H,0,). ¢) A catalase (CAT) atua degradando o H,O, formado. d) Fase II: reagdo enzimatica, a
qual se conjuga a glutationa utilizando, por exemplo a GST, para eliminagdo do organismo por
excre¢do biliar, ou por excre¢do urindria, através de reacdo da substancia a ser eliminada, com
a uridinglucoronil transferase (UGTs). ) Em caso de deficiéncia do sistema antioxidante, pode
ocorrer a peroxidagdo lipidica (LPO) com formacdo de hidroperéxidos. Como a substincia
formada ¢, normalmente, mais reativa que a original, como o benzo(a)pireno-7-8-
diol9,10epoxido, pode ligar-se com o DNA e formar aduto (quebra) de DNA e desencadear o

inicio do processo de formagao do cancer. Adaptado de Lionel e Marta (2003).

1.8 Colinesterase

O termo colinesterase (ChE) é geralmente utilizado para referir-se as atividades
das “pseudocolinesterases” ou butirilcolinesterase e também a  atividade da
acetilcolinesterase (AChE) ou “colinesterase verdadeira”. Estas duas enzimas diferem

na afinidade pelo substrato, bem como na velocidade de degradacdo deste e em sua



localizagdo e concentragdo em uma determinada espécie (Nicareta 2004). Em peixes, a
butirilcolinesterase esta localizada principalmente no soro e tem como especificidade a
hidrélise da propionilcolina e butirilcolina, enquanto a acetilcolinesterase ¢ encontrada
no musculo, cérebro e eritrocitos e tem afinidade em hidrolisar a acetilcolina (Ach) que
¢ um dos principais neurotransmissores do sistema nervoso autdbnomo (Goodman e
Gilman 1996; Range e Dale 2000; Klemz 2002).

A inibicdo da AChE por poluentes tem sido amplamente estudada e ja foi
considerada um biomarcador especifico para carbamatos e organofosforados (OP),
porém outros estudos tem indicado que outras substancias como metais pesados,
organoclorados ¢ PAHs também podem vir a inibi-la (Payne et al, 1996, Martinez-
Tabche et al, 1997; Akaishi et al. 2004), mas a concentragdo necessaria para promover
este efeito ¢ relativamente mais alta (Sturm et al. 1999). Essa inibigdo causada pelo
anticolinesterasicos pode ser reversivel ou irreversivel. Compostos organofosforados,
por exemplo, formam um complexo inibidor enzimatico muito estdvel e que ndo sofre
dissociacdo espontanea significativa, e desta forma, a enzima fica permanentemente
fosforilada e a recuperagdo de sua atividade depende da sintese de nova enzima (Adams
1992; Goodman e Gilman 1996; Range ¢ Dale 2000).

A AChE ¢ muito importante a manutencdo e equilibrio da transmissdo dos
estimulos nervosos, pois catalisa a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina, que ¢é
transformado em colina e acetato que reage com uma molécula de dgua e produz acido
acético, e por fim a enzima ¢ reativada e a fragdo colina é prontamente reabsorvida por
um processo de transporte sodio-dependente (Habig e Di Giulio 1991; Adams 1992;
Beyers e Sikoski 1994; Klemz 2002). Quando a atividade da AChE ¢ inibida ocorre um
bloqueio na transmissdo dos impulsos nervosos, o que pode paralisar algumas fung¢des

vitais do organismo (Stenesh 1998).

1.9 Histopatologia

A histopatologia ¢ uma ferramenta util que pode demonstrar efeitos decorrentes
da exposi¢ao a estressores no individuo, representando um nivel intermediario de
organizagdo biologica (Akaishi et al. 2004, Mela 2004). Segundo Myers e Fournie
(2002), as lesdes detectadas em tecidos ou orgdos representam uma integragdo dos
efeitos cumulativos dos agentes estressores a nivel bioquimico e fisiologico. Essas

lesdes podem refletir os efeitos resultantes da exposi¢do a um ou varios xenobioticos
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(Hinton et al. 1992). O uso dos biomarcadores morfologicos em avaliagdo ambiental
permite detectar os efeitos agudos e cronicos de exposicdo dos individuos a
xenobidticos, pois permite avaliar seus efeitos diretamente ao nivel das células e
tecidos, em contraste aos biomarcadores bioquimicos, que detectam os efeitos do agente
toxico a nivel de enzimas e proteinas (Hinton et al. 1992).

Segundo Akayshi et al. (2004), os biomarcadores morfoldgicos juntamente com
os pardmetros bioquimicos permitem analisar as respostas fisiologicas dos individuos,

assim como estabelecer o grau de toxicidade dos contaminantes.

1.10 Objetivo Geral

Avaliar, através de analise quimica da dgua e de bioensaio, a qualidade da dgua
do Arroio Saldanha apds cinco anos do derramamento de petrdleo através de

biomarcadores de contaminac¢ao ambiental.

1.10.1 Objetivos Especificos

Verificar a presenca de poluentes nas dguas do Arroio Saldanha, ponto zero do
derramamento de petrodleo e, a sua montante e a sua jusante, através de analises
quimicas da dgua.

Avaliar em Astyanax sp. expostos por 96 h as dguas do Arroio Saldanha, ponto
zero do derramamento de petroleo e, a sua montante e a sua jusante:

* O estresse oxidativo através de analises da CAT, GST e LPO.

* A neurotoxicidade através da analise de acetilcolinesterase.

* A indugdo metabodlica através da analise de EROD.

* O comprometimento estrutural das branquias e figado através de analises

histopatologicas.
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2. CAPITULO |

AVALIACAO DA QUALIDADE DA AGUA APOS CINCO ANOS DE
DERRAMAMENTO DE PETROLEO EM ARAUCARIA, BRASIL

(Artigo a ser enviado a publicag@o na revista Archives of Environmental Contamination

and Toxicology, segundo normas em anexo, com adaptagoes).
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2.1 INTRODUCAO

Os recursos hidricos podem se constituir o destino final de diversos poluentes
oriundos da atividade antrépica. Rios em ambiente urbano recebem diariamente
diversos tipos de substancias, tais como hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (PAHs)
que afetam a comunidade bidtica, diminuindo sua popula¢do e, podendo levar a
extingdo de muitas espécies. Acidentes ambientais, como o derramamento de cerca de
quatro milhdes de litros de petroleo ocorrido no ano 2000 no Arroio Saldanha, afluente
do rio Barigui - Brasil, j4 em franco estado de degradacdo, agrava ainda mais a
problemadtica ambiental.

Atualmente, a poluicdo com 6leo de petroleo tem se tornado uma preocupagao
global nos ecossistemas aquaticos. O petréleo ou seus derivados, apos atingir o
ambiente aquatico, pode passar por diferentes processos que determinam o impacto
sobre 0 ecossistema, como a evaporagdo, dissolucdo, oxidagdo, sedimentagdo,
biodegradacdo e absor¢@o pela biota (Saced e Mutairi 1999; Akaishi et al. 2004). O
petrdleo ¢é constituido por cerca de 75% de hidrocarbonetos, destes os de cadeias curtas
sdo os mais volateis, mas apresentam o maior potencial toxico aos organismos, sendo
que os PAHs sdo substiancias lipossoluveis e algumas delas potencialmente
carcinogénicas (Neff 1978; Brauner et al. 1999; Pedrozo et al. 2002).

Os biomarcadores sdo respostas biologicas mensuraveis e tém sido largamente
utilizados como ferramentas para se avaliar a exposi¢ao a poluentes ambientais (Walker
et al. 1996, Regoli et al. 2005, Rocher et al. 2006). As altera¢des histopatoldgicas,
juntamente com os parametros bioquimicos, permitem analisar as respostas fisiologicas
dos individuos aos agentes estressores, assim como estabelecer o grau de toxicidade dos
contaminantes (Akaishi et al. 2004).

A indugao das monooxigenases do CYP450 ¢ uma ferramenta para se avaliar os
efeitos do petroleo sobre os organismos aquaticos, especialmente em peixes (Payne e
Penrose 1975; Andersson e Forlin 1992; Livingstone 1993), pois tem se mostrado como
uma resposta bioldgica bastante sensivel aos PAHs (Regoli et al. 2005, Rocher et al.
2006). Entretanto, também podera haver resposta do CYP450, em geral do CYPI1A, a
exposi¢do a outros poluentes antropogénicos, tais como os PCBs, os policlorinados
dibenzofuranos (PCDF) e dibenzodioxinas (Stegeman e Hann 1994). A exposi¢do a
esses xenobioticos estimula a taxa de transcricdo do gene CYPIA, resultando no

aumento de niveis especificos do mRNA, sendo esta mais alta em peixes tratados com
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hidrocarbonetos aromaticos nao halogenados, refletindo em metabolismo mais rapido
destes compostos quando comparado aos PAHs, onde a taxa metabdlica ¢ mais baixa
(Courtenay et al. 1993, Van der Widen et al. 1993).

Os PAHs e metais pesados também estdo associados a formagdo de radicais
livres podendo gerar estresse oxidativo (Di Giulio et al. 1993, Machella et al. 2004,
Stephensen et al. 2003, Barreiros et al. 2006, Srivastava et al. 2006, Sturve et al. 2006,
Park et al. 2006). Espécies reativas de oxigénio (EROs), tal como o radical superoxido
(0,7, podem ser produzidas durante o processo de desintoxicagdo de xenobidticos.
Além disso, a presenca de metais de transicdo como o Fe*", pode catalisar a formacio
do radical hidroxila (OH") a partir de perdxido de hidrogénio (H,O,), e este reagir
inespecificamente com alvos celulares tais como DNA, proteinas, carboidratos e lipidios
(Henriques 2004, Barreiros et al. 2006), sendo a catalase (CAT) uma enzima importante
na degradagdo desta H,O, formada (Yu 1994). A reacdo de conjugagdo realizada por
enzimas tal como a glutationa S-transferase (GST) ¢ importante as células, pois atuam
na hidrolise de substancias lipofilicas, as quais podem ser excretadas como substancias
inertes no organismo (George 1993, Hermes-Lima 2004). Deficiéncia no sistema
antioxidante dos organismos pode levar a aumento de hidroperdxidos, onde estes, por
conseguinte, podem provocar a lipoperoxidagdo e danificar estruturas celulares (Regoli
et al. 2005).

Diversos compostos, tais como metais pesados, organofosforados (OP),
carbamatos ¢ detergentes podem inibir a AChE (Galgani et al. 1992, Schmidt e Ibrahim
1994, Sturm et al. 1999). Porém, outros estudos também tém mostrado que os
constituintes de 6leo de petroleo, sobretudo os PAHs podem causar inibi¢do da AChE
(Nikunen 1985, Payne et al. 1996, Martinez-Tabche et al 1997, Akaishi et al. 2004) e
levar a danos ecologicos, tais como diminui¢do na taxa de reprodug¢do e comprometer a
sobrevivéncia da espécie.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, através de bioensaio e da andlise quimica
da agua, a qualidade da agua do Arroio Saldanha apos cinco anos do derramamento de

petréleo através de biomarcadores de contaminagdo ambiental.
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Area de Estudo

O Arroio Saldanha esta localizado na cidade de Araucaria, Estado do Parana —
Brasil (Figura 2). Possui cerca de dois mil metros de extensao de planicie inundavel, e ¢
considerado o ponto zero do acidente de derramamento de petroleo ocorrido em julho
de 2000, tendo recebido em suas varzeas cerca de quatro milhdes de litros de petroleo,
sendo este constituido por 71 % de hidrocarbonetos saturados, 18% de compostos
aromaticos, entre estes os PAHs, sendo o fluoreno um dos policiclicos aromaticos mais
abundantes (Meniconi et al. 2002), ¢ metais pesados, como o Hg. As regides a montante
e a jusante do local do derramamento de petroleo, situadas no Rio Barigui, sofrem

influéncia da éarea industrial adjacente, o que compromete ainda mais a qualidade da

agua desta regido.

Figura 2. Localizagio da Area de estudo. A: Montante do local do derramamento de
petréleo — Rio Barigui (666.169 — 7.169.169). B: Jusante do local do derramamento de
petroleo — Rio Barigui (666.171 — 7.168.861). C: Arroio Saldanha, tributdrio do Rio
Barigui, ponto zero do acidente com derramamento de cerca de quatro milhdes de litros
de petroleo ocorrido no ano de 2000 (665.939 — 7.169.061). Coordenadas em UTM.
Fonte: Barddal et al. 2004.
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2.2.2 Animais

Astyanax sp. O género Astyanax pertence a familia Characidae e sub-familia
Tetragonopterinae, da ordem Characiformes. E um peixe dulcicola, amplamente
distribuido no Brasil. E de pequeno porte (5 — 15 cm) e apresenta grande valor
ecologico como espécie forrageira (Gerry 1977, Godoy 1975). Individuos adultos de
Astyanax sp. foram coletados do criadouro comercial Parque Costa, localizado em
Curitiba — Brasil e aclimatizados em 4gua filtrada no laboratorio por 15 dias antes do
experimento. A temperatura foi mantida em (22° C £ 2°) com fotoperiodo de 12 h de luz
e 12 h de escuro. Os animais foram alimentados diariamente com ragao comercial

(Alcon Guppy).

2.2.3 Desenho Experimental

Coleta de 4gua. A agua teste foi coletada em novembro de 2005, seguindo os protocolos
descritos por IAP (2004e), em trés pontos: no Arroio Saldanha, tributario do Rio
Barigui, ponto zero do derramamento de petroleo e, a sua montante e a sua jusante,
situados no préprio Rio Barigui (Figura 2). Foi levada ao laboratorio e dividida em duas
concentragdes: A primeira com 50% de dagua teste e 50% de dgua reconstituida com
0,0065 g/L de CaCl,, 0,1335 g/ de MgSQy; 0,0004 g/l de KCI e 0,0105 g/L de
NaHCOs;, pH entre 7,2 ¢ 7,3. A segunda concentragdo foi de 100% de agua teste. Apods
foram acondicionadas em aquéario e aeradas. O aquario com o grupo controle recebeu
apenas agua reconstituida. A dgua coletada nos trés locais foi submetida a andlise

quimica de hidrocarbonetos, PAHs, metais e surfactantes.

Exposicdo dos animais. 140 individuos de Astyanax sp. foram divididos em sete grupos
de dois aquarios de 12 litros de 4gua cada com 10 animais por aquario, no total de 20
individuos para cada grupo a ser testado (controle, Arroio Saldanha 50% e 100%,
montante 50% e 100% e jusante 50% e 100%). Os peixes ficaram expostos por 96 h nas
mesmas condi¢des da aclimatizacao (fotoperiodo e temperatura), com exce¢ao de que os
animais ndo foram alimentados durante o experimento. Apds 96 h, os individuos foram
colocados em aquario com dgua e solugdo alcodlica de benzocaina a 2% para serem
anestesiados. Posteriormente, foram medidos, pesados e sacrificados por secgdo

medular. De cada exemplar, foi coletado o segundo arco branquial direito e fragmentos
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do figado para analises histopatoldgicas por microscopia de luz. Para analise dos
biomarcadores bioquimicos etoxiresorufina-O-deetilase (EROD), catalase (CAT),
glutationa S-transferase (GST), lipoperoxidagdo (LPO) pools com dois ou trés
fragmentos de figados foram coletados e imediatamente submersos em nitrogénio
liquido para posterior analise. Um fragmento de musculo dos peixes foi coletado para

avaliar a atividade da acetilcolinesterase (AChE).

2.2.4 Analise Quimica da Agua

PAHSs e Hidrocarbonetos totais de petroleo (TPHs): 100 mL das amostras de aguas teste
foram extraidos em sistema de extragdo em fase sélida ¢ o eluato concentrado a
temperatura de 44° C até 0,5 mL e completado o volume para 1,0 mL com acetato de
etila (IAPc 2004). A concentracdo dos hidrocarbonetos e os PAHs foi determinada
através do Sistema Varian Saturno 2000 GC-MS, com Cromatografo Varian 3600,
detector de massa ION-TRAP. Os resultados foram expressos em pgL”'. As analises
foram realizadas no Laboratério de Cromatografia do Instituto Ambiental do Parana

(IAP).

Metais. Para analise de metais, 100 mL das amostras de aguas teste foram digeridas em
acido nitrico concentrado sob aquecimento (IAPa 2004), foram preparadas solugdes
estoques padrdes de 1000 mg/L dos metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb ¢ Zn)
para posterior curva de calibragdo. As concentragdes dos metais foram determinadas
utilizando o Espectrofotometro de Absor¢do Atdmica AA-20 Plus-Varian. Para a
determinag¢do de mercurio (Hg), foram adicionados a outra aliquota de 100 mL das
amostras de aguas teste, acido sulfurico concentrado, acido nitrico concentrado e
permanganato de potassio a 5% e deixado repousar. Apo6s, foi adicionado persulfato de
potassio a 5% e deixado em banho-maria a 65-70° por 2 h, onde foi adicionado
cloridrato de hidroxilamina a 3%, em seguida lido em espectrofotometro com gerador
de vapor VGA-76 (IAPb 2004). Os valores foram expressos em mg.L-1. As analises
foram realizadas no Laboratorio de Absor¢cao Atomica do Instituto Ambiental do Parana

(IAP).

Surfactantes. 250 mL das amostras de aguas teste foram tratadas com solugdo 1,0 M de

NaOH e posteriormente neutralizadas com solu¢ao de H,SO4. Apds, foi adicionado a
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amostra solucdo de azul de metileno ¢ feito a extragao das substancias surfactantes com
cloroférmio, e preparado uma solugdo padrio de 500 mg.L™" de dodecil sulfato de sodio
(DDS) para posterior curva de calibragcao (IAPd 2004). A determinagdo da concentragdo
dos surfactantes foi feita em Espectrofotometro UV — VIS a 652 nm. Os resultados
foram expressos em mg.L”' de DDS. As analises foram realizadas no Laboratorio de

Fisico Quimica do Instituto Ambiental do Parana (IAP).
2.2.5 Biomarcadores Bioquimicos

Extracdo enzimatica. As amostras de musculo e figados foram homogeneizadas em
tampao fosfato 0,1 M com pH 7,5 e pH 6,5 respectivamente e, em seguida
centrifugadas a 10000 X g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante do musculo foi
utilizado para realizar a analise de AChE, enquanto o do figado para as analises de

EROD, CAT, GST e LPO.

Etoxiresorufina-O-deetilase. A atividade da Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) foi
medida segundo o método de Burke e Mayer (1974), modificado por Silva de Assis
(1998). O principio do método consiste na deteccao fluorimétrica do produto final
(resorufina), depois de uma reacao de oxigénio—de-etilagdo. A medida da intensidade da
fluorescéncia correspondeu a concentracdo da resorufina produzida por unidade de
tempo. A reagdo foi medida no espectrofluorimetro Shimadzu (excitagdo 530nm,

extingao 590 nm). Os resultados foram expressos em pmol/min/mg proteina.

Acetilcolinesterase. A atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi medida de acordo
com Ellman et al. (1961) modificado para microplaca por Silva de Assis (1998). O
reagente de cor DTNB-5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzodico) e o substrato iodeto de
acetiltiocolina foram adiocionadas as amostras e lidas a 415 nm em espectrofotometro

Sunrise-TECAN. Os resultados foram expressos em Nmol/min/mg proteina.

Catalase. A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com Aebi (1984)
em comprimento de onda de 240 nm. Os resultados foram expressos em pPmol/min/mg

proteina.
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Glutationa S-transferase. A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi medida em
340 nm em espectrofotdmetro Sunrise-TECAN de acordo com o método de Keen et al.
(1976), utilizando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e glutationa reduzida (GSH)

como substrato. A atividade foi expressa em Nmol/min/mg proteina.

Lipoperoxidacdo. A analise de lipoperoxidagdo (LPO) foi feita através da avaliagdo da
concentragdo de hidroperoxidos do ensaio FOX (Jiang et al. 1992). Em microplaca
foram adicionados a amostra, xilenol orange, acido sulfurico, hidroxitolueno butilado
(BHT) e sulfato ferroso amoniacal, todos em solu¢ao de metanol a 90% do volume final
da solugdo reacao. Apdés 30 minutos, as amostras foram lidas a 560 nm em
espectrofotometro Sunrise-TECAN. Os resultados foram expressos mmol/min/mg

proteina.

Proteina. A concentragdo de proteina foi medida de acordo com o método de Bradford

(1976), utilizando soro albumina bovina (BSA) como padrao.

2.2.6 Histopatologia

Microscopia de luz. As amostras de branquias e figado foram fixadas em ALFAC
(alcool a 80%, formaldeido a 40% e acido acético a 5%), desidratados em séries
gradativas de etanol e emblocados em Paraplast. Foram cortados a espessura de 5 um e
corados com hematoxilina e eosina, sendo avaliado todo o material corado. As imagens

foram obtidas através do fotomicroscopio Axiophot ZEISS.

indices histopatoldgicos. As alteragdes encontradas nas branquias e figado foram
avaliadas pelo método descrito por Bernet et al. (1999), onde essas alteragdes receberam
fatores de importancia patologica (Tabela 1) de acordo com sua reversibilidade, sendo 1
para lesdes reversiveis, 2 para lesdes reversiveis, em alguns casos e, 3 para lesdes
irreversiveis. Para o grau de ocorréncia também foram atribuidos valores que variaram
de 0 (ocorréncia inexistente) a 6 (ocorréncia severa). O indice foi calculado de acordo

com a equagdo 2:

[=2 2 ane (a X W) 2
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Onde, | ¢ o indice histopatologico, pr ¢ o tipo da altera¢ao no orgdo, alt ¢ a alteragdo, a
¢ o valor de escore da ocorréncia para uma alteragdo especifica do 6rgdo, w € o fator de

importancia para a referida alteracao.

Tabela 1. Alteragdes histopatologicas observadas e seus respectivos fatores de

importancia.
Orgao Tipo de alteragdo Fator de importancia
(pr) (W)
Branquias Alteragdes estruturais 1
Aneurisma 1
Necrose 3
Figado Melanomacro6fagos 1

Infiltragdo leucocitaria

W N

Necrose

2.2.7 Analise Estatistica

Os dados numéricos obtidos das analises dos biomarcadores bioquimicos, e dos indices
histopatologicos de branquias e figado dos Astyanax sp. dos grupos controle e testes,
foram avaliados através da andlise de variancia — ANOVA critério Unico, seguido pelo

teste de Tukey. A regra de decisdo (o) foi de 0,05 para todos os testes aplicados.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Taxa de Mortalidade, Peso e Comprimento

A taxa de mortalidade dos organismos expostos apds 96 h variou de 0 a 10%
para todos os grupos e concentragdes, exceto para o grupo de concentragdo de 50% do
Arroio Saldanha onde a taxa foi de 20%. A média + desvio padrdo do peso e do
comprimento total dos individuos foi de 11.70 = 345 g e 939 + 0.80 cm,

respectivamente.

2.3.2 Analise Quimica da Agua

Na 4gua coletada para o bioensaio do Arroio Saldanha foram encontrados
fluoreno e criseno, PAHs provenientes de fontes de petroleo, surfactantes e metais
potencialmente carcinogénicos, tal como mercurio (Tabela 2). Outros metais, PAHs e
surfactantes também foram constatados nas dguas a montante e a jusante do local de

derramamento de petrdleo (Tabela 2).

2.3.3 Biomarcadores Bioquimicos

A atividade da 7-etoxiresorufina do figado de Astyanax sp., ndo foi induzida em
nenhum nos grupos testes em relacio ao controle (P>0,05). Houve aumento
significativo na atividade especifica da catalase (P<0,0001) para todos os grupos em

relagdo ao controle e entre os grupos de concentragdo de 50% e de 100% (Figura 3).



Tabela 2. Analise quimica da agua coletada para a realizacdo do

bioensaio.

Parametro A. Saldanha Montante Jusante Limites’

Hidrocarbonetos*
Hidrocarbonetos Totais <100,00 <100,00 <100,00 <100,00

(TPHs)

PAHs *

Acenafteno' <1,00 <1,00 <1,00 ok ok
Acenaftileno’ <1,00 <1,00 <1,00 Aok
Antraceno’ <1,00 <1,00 <1,00 ok ok
Benzo(a)antraceno2 <1,00 <1,00 <1,00 *H*
Benzo(a)pireno” <1,00 <1,00 <1,00 0,70
Benzo(b)fluoranteno® <1,00 <1,00 24,34 Hoxk
Benzo(g,h,i)perileno” <1,00 <1,00 <1,00 rokx
Benzo(k)fluoranteno® <1,00 49,56 <1,00 ok
Criseno' 5,06 <1,00 <1,00 ok ok
Dibenzo(a,h)antraceno2 <1,00 <1,00 <1,00 ok ok
Fenantreno' <1,00 <1,00 <1,00 ok ok
Fluoranteno' <1,00 <1,00 <1,00 Aok
Fluoreno' 11,99 <1,00 <1,00 ok ok
Indeno(1,2,3cd)pireno <1,00 <1,00  <I,00 Hokk
Naftaleno' <1,00 <1,00 <1,00 ok ok
Pireno’ <1,00 <1,00 <1,00 Aok
Y PAHs 17,05 49,56 24,34

Metais**

As <0,005 <0,005 <0,005 0,033
cd <0,002 <0,002  <0,002 0,01
Pb <0,01 <0,01 <0,01 0,033
Cu <0,008 <0,008 <0,008 0,013
Cr 0,04 <0,02 <0,02 0,05
Fe 1,93 1,07 0,93 5,00
Mn 0,126 0,13 0,042 0,50
Hg 0,0017 <0,001  <0,001 0,002
Ni 0,02 <0,02 0,02 0,025
Zn <0,03 0,18 0,09 5,00
> metais 2,12 1,38 1,08
Surfactantes** 0,13 0,60 0,77 0,50

*Concentragdo expressa em ug.L™'. **Concentragdo expressa em mg.L™".
***Nao contemplado pela legislacdo vigente. 1: Compostos provenintes de
fontes de petrdleo, 2: Compostos pirogénicos; fontes dos compostos de acordo
com Page et al. 1999. 3: Limites de acordo com a Resolugdo CONAMA 357/05
para rio classe 3 (BRASIL 2005).
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Figura 3. Atividade especifica da catalase (CAT) de Astyanax sp. expostos as aguas teste.
Resultados expressos em média + erro padrdo. As diferentes letras indicam diferencas

significativas entre os grupos (teste de Tukey). P<0,0001 para os grupos avaliados por analise de

variancia.

A atividade especifica da Glutationa S-Transferase (GST) aumentou (P<0,05)
somente no grupo de concentragdo de 100% de agua teste do Arroio Saldanha (Figura

4). Para os demais grupos ndo houve aumento significativo (P>0,05).
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Figura 4. Atividade especifica da Glutationa S-Transferase (GST) de Astyanax sp. expostos as
aguas teste. Resultados expressos em média + erro padrao. As diferentes letras indicam diferencas

significativas entre os grupos (teste de Tukey). P<0,05 para os grupos avaliados por analise de

variancia.

A concentracdo de hidroperéxidos (LPO) aumentou no grupo a jusante do
derramamento de petréleo na concentracdo de 50% (P<0,05) e 100 % (P<0,0001) de
agua teste em relacdo ao controle, enquanto que a Montante do ponto de derramento de

petréleo somente para a concentragdo de 100% de agua teste (P<0,0001) (Figura 5).
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Figura 5. Concentragdo de hidroperdxidos de Astyanax sp. expostos as aguas teste. Resultados
expressos em média + erro padrao. As diferentes letras indicam diferengas significativas entre

os grupos (teste de Tukey). P<0,0001 para os grupos avaliados por analise de variancia.

Nao foi observado inibigdo da acetilcolinesterase (AChE) em nenhum dos

grupos testados em nenhuma das concentragdes (P>0,05), supondo nao haver

neurotoxicidade.

2.3.4 Histopatologia

Diversas alteracdes nas branquias dos peixes expostos as concentragdes da dgua
teste foram observadas, obteve-se um aumento (P<0,0001) nos indices histopatologicos
em todos os grupos experimentais (Figura 6). Entre as alteragcdes encontradas (Tabela

3), destacam-se aneurisma, fusdo lamelar e necrose para todos os grupos avaliados
(Figura 7).
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Figura 6. Indice de lesdes branquiais encontrados em Astyanax sp. expostos as concentragdes
de 50% e 100% de aguas teste e grupo controle. Resultados expressos em média = erro padrao.
As diferentes letras indicam diferengas significativas entre os grupos (teste de Tukey). P<0,0001
para os grupos avaliados por analise de variancia.

Tabela 3. Frequéncia das alteragdes histopatologicas observadas em branquias e figado

de Astyanax sp expostos as dguas teste e grupo controle.

Controle A. Saldanha Montante Jusante

Grupos: 50% 100% 50% 100% 50% 100%
Lesdes branquiais

Aneurisma 0(18) 11(16) 16(19) 3 (20) 3(20) 10(20) 8 (20)
Fuséo apical 5(18) 10(16) 19(19) 15(0) 20200 9(20) 16(20)
Fuséo basal 10(18) 15(16) 19(19) 19(20) 20(20) 14(20) 20 (20)
Fusdo Lamelar 6 (18) 16 (16) 19(19) 18(20) 17(20) 14(20) 19(20)
Hipertrofia 3(18) 13(16) 19(19) 18(20) 20(20) 12(20) 20(20)
Necrose 0(18) 9 (16) 2 (19) 7 (20) 2 (20) 6(20) 11 (20)
LesGes hepaticas

Centro de 4 (18) 7(16) 16(19) 20(20) 17(20) 2((0) 18(20)
melanomacréfagos

Melanomacréfagos ~ 5(18)  6(16) 11(19) 20(20) 20(20) 2(20) 20 (20)

livre

Infiltra¢do 0 (18) 4(16) 4(19) 0 (20) 1 (20) 4 (20) 1 (20)
leucocitaria

Necrose 0(18) 0 (16) 0(19) 0 (20) 0 (20) 0 (20) 1 (20)

O niimero entre parénteses refere-se ao nimero de individuos analisados.
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Figura 7. AlteragGes histopatologicas de branquias de Astyanax sp. expostos as concentragdes
de 50% e 100% das aguas teste. A: Branquias do grupo controle sem alteragdes. B: Necrose
(seta). C: Hipertrofia das células epiteliais(*), fusdo apical (seta). D: Aneurisma (seta). E:

Fusdo lamelar (seta). Barra: 50 pm.
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No figado de Astyanax sp. de todos os grupos testados foram encontrados
aumento (P<0,0001) no indice histopatologico (Figura 8) quando comparado ao grupo
controle. As alteracdes encontradas foram necrose, centros de melanomacrofagos
(CMM), melanomacréfagos livres, e infiltragdo leucocitaria (Figura 9). A frequéncia

das alteragdes encontradas no figado sao mostradas na Tabela 3.

[ Icontrole
1 Arroio

1 montante
XY jusante

Indice histopatologico

50% 100% 50% 100% 50% 100%
Grupo

Figura 8. Indice de lesdes hepaticas encontrados em Astyanax sp. expostos as concentragdes de
50% e 100% das aguas teste e grupo controle. Resultados expressos em média + erro. As
diferentes letras indicam diferencas significativas entre os grupos (teste de Tukey). P<0,0001

para os grupos avaliados por analise de variancia.
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Figura 9. Alteragdes histopatologicas em figado encontradas em Astyanax sp. expostos as

concentragdes de 50 % e 100% das aguas teste. A: Figado do grupo controle sem altera¢des. B:
Necrose (circulo). C: Centro de melanomacréfagos (CMM); melanomacrofagos livres (seta).

D: Infiltracao leucocitaria (circulo). Barra: 100 pm.
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2.4 DISCUSSAO

As refinarias de petréleo sdo fontes de hidrocarbonetos para a atmosfera e
responsaveis pela concentracdo das mesmas a varios quilometros de distancia
dependendo da direcdo dos ventos e, durante o refino, diversas substancias sao liberadas
para o ar e agua, entre elas diversos metais pesados tais como Ni, Mn, Zn e Cr (Pedrozo
et al. 2002).

Neste presente estudo, a andlise quimica da dgua do Arroio Saldanha, ponto do
vazamento de petroleo, revelou a presenga de criseno e fluoreno, substincias
possivelmente genotoxicas e carcinogénicas (ATSDR 1999; Pedrozo et al. 2002; Pereira
Netto et al. 2004). Embora PAHs possam ser gerados pela queima de diversos produtos
(Page et al. 1999), a analise de metais corrobora a tese de que este local, apds cinco
anos do acidente com o derramamento de petroleo, ainda ndo foi completamente
remediada. O metal pesado merctrio (Hg), por exemplo, era um dos metais existentes
no oleo cru de petroleo derramado e que ndo foi encontrado a montante da area de
estudo. A presenga destes PAHs corraboram com os resultados obtidos por Katsumiti
(2006) em sedimentos coletados no mesmo ponto em questdo, onde mostrou
estratificacdo de hidrocarbonetos no sedimento analisado, sendo que os PAHs se
concentraram nas camadas mais superficiais. Criseno, fluoreno e outros PAHs também
foram encontrados em andlise das dguas da costa francesa apoOs alguns meses do
derramamento de 10 mil toneladas de 6leo do petroleiro maltés “Erika” (Baars 2002).
Em estudo realizado por Gonzalez et al. (2006) em aguas contaminadas pelo
derramamento do petroleiro Prestige ocorrido em 2002 evidenciou-se a presenga de
fluoreno e criseno, além de outros PAHs em diversos pontos da costa da Galicia
(Espanha), indicando a solubilidade destes compostos na agua. Criseno e outros PAHs,
além de diversos hidrocarbonetos, foram encontrados em sedimento no estudo realizado
por Medeiros e Bicego (2004) no terminal maritimo da Petrobrds no Porto de Sdo
Sebastido — Brasil, resultado de inumeros incidentes com derramamento de petrdleo
naquela regido. Em avalia¢do de sedimentos em zona petrolifera da Petrobras na Baia de
Todos os Santos (Brasil), foram encontrados diversos locais contaminados por PAHs,
entre eles o criseno, benzo(k)fluoranteno e benzo(b)fluoranteno, oriundos do petrédleo e
por queima de combustiveis fosseis, sugerindo que a extragdo, o transporte e o refino

de petroleo sdo fontes de contaminagao de PAHs (Martins et al. 2006).
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No ponto de coleta da agua do Arroio Saldanha ¢ notdvel a presenca de mata
ciliar, o que dificultaria o aporte de outros materiais oriundos de areas adjacentes e que
o mesmo ndo recebe afluentes de outras fontes hidricas, sendo este local, o ponto zero
do derramamento de petréleo. A presenca dos outros poluentes, tais como os
carcinogénicos benzo(k)fluoranteno e benzo(b)fluoranteno a montante e a jusante do
local de derramamento de petrdleo se deve, provavelmente, a grande atividade industrial
de diversos segmentos naquela area, como por exemplo, de refinaria de petroleo.

Varios estudos tém mostrado indugdo da atividade da EROD em locais
contaminados por PAHs. Van der Oost et al. (1991) encontrou aumento da atividade em
R. rutilus quando em exposi¢do com PAHs ¢ PCBs. Em 1993, estudos realizados por
Curtis et al. (1993) em trutas (Oncorhynchus clarkii) e carpa (Cyprinus carpio)
residentes nas aguas do rio Willamette, Oregon (US), mostraram aumento da atividade
especifica da EROD, e foram encontrados PAHs no sedimento deste rio. Estudos em
efluentes de industrias quimicas, contendo PAHs e PCBs, realizados no canal de
Teltow, Berlin (Alemanha), em O. mykiss (truta arco-iris) também foi encontrado
aumento da atividade especifica (Pluta 1993). Bialliard et al. (2004) expuseram trutas
juvenis a methylphenantreno, benzo(k)fluoranteno, benzo(b)fluoranteno, benzofluoreno,
benzo(b)fluoreno e fenantreno, e obtiveram inducdo da EROD apds a exposicdo aos
PAHs testados. Trutas expostas a 6leo cru de petrdleo também apresentou aumento
significativo na atividade especifica da EROD em bioensaio realizado por Shahunthala
et al. 2004. Em biomonitoramento de campo realizado no Rio Douro em Portugal, rio
impactado com presenca de diversos poluentes, entre eles os PAHs, com a espécie
Mugil cephalus, relatou aumento significativo na EROD e em outros biomarcadores
bioquimicos, por exemplo, GST e GSH, e também foram encontrados substancias
policiclicas aromaticas na bile (Ferreira et al. 2006). Muitos outros estudos também
encontraram aumento da atividade especifica da EROD em peixes marinhos quando
submetidos a exposi¢do de compostos de petroleo (Stegeman et al. 1988, Spies et al.
1990, Van Veld et al. 1990, Gokseyr et al. 1991, Peters et al. 1994, Rice et al. 1994,
Shailaja et al. 2006, Hansson et al. 2006, Pikkarainen 2006) sugerindo, desta forma, que
a EROD pode ser utilizada como um biomarcador a exposicdo de petroleo tanto em
ambiente dulcicola quanto marinho. Neste estudo, ndo houve aumento da atividade
especifica da EROD em figado de Astyanax sp., isto pode ter ocorrido devido a baixa
concentragdo das substancias encontradas, além do mais, foram encontrados outros

contaminantes que poderiam estar inibindo a atividade da CYPIA, em especial da
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EROD, tais como Zn e Ni (Sirokd e Drastichova 2004). Entretanto, outros estudos
também ndo encontraram induc¢do desta enzima. Lockhart e Metner 1992, por exemplo,
ndo encontraram aumento na atividade da EROD em efluentes de industria de petroleo,
sugerindo que as substancias presentes ndo estavam em quantidades suficientes para a
indug¢do enzimatica em Lota lota, peixe dulcicola do rio Mackenzie (Canada). Na
avaliagdo feita por Regoli et al. (2005) do sistema antioxidante de larvas de
Pleuragramma antarcticum expostas a benzo(a)pireno, constataram a bioacumulagdo
desta substidncia nos organismos expostos, ndo havendo aumento da atividade da
EROD. Como a desintoxicagao do organismo ¢ necessaria, o autor relata que devido aos
organismos estarem isolados no oceano Antarctico e nunca terem tido contato com essa
substancia, estes podem ndo estar adaptados a sua biotransformagao.

No presente estudo, a presenca de metais ¢ PAHs nas aguas teste, pode ter
mediado a formagdo de EROs, com aumento da atividade especifica da CAT, que foi
evidenciada em todos os grupos e concentragdes testadas. O aumento da atividade
especifica da CAT tem sido relatado como indicador de estresse oxidativo (van der Oost
et al. 2003, Sturve et al. 2005, Sturve et al. 2006). O estresse oxidativo encontrado é
resultado da tentativa da célula em eliminar radicais livres, formados na metabolizagao
de diversos compostos quimicos, através de enzimas especificas tais como a catalase e
enzimas desidrogenases como as glutationas (Giulio et al. 1989). A indugdo da catalase
sugere uma defesa do organismo face a agentes oxidantes, pois ¢ uma enzima chave
para remover peroxido de hidrogénio (H,O;) e evitar a formacdo de radicais hidroxil
(OH") que podem causar danos celulares (Regoli et al. 2000). Estudos tem sugerido a
indugdo da CAT em resposta a exposi¢do por PAHs. Avalia¢do realizada na costa
nordeste da India, do sistema antioxidante em ostras Saccostrea cucullata em local
contaminado por PAHs, revelou aumento da CAT, com maior atividade no verdo e
decréscimo no inverno. O mesmo padrao foi observado com a presenca de PAHs nos
tecidos das mesmas, indicando que um aumento na concentracdo destes hidrocarbonetos
resulta no aumento da atividade da CAT, sugerindo que a CAT poderia ser utilizada
como biomarcador de contaminagdo por PAHs (Niyogi et al. 2001). Exposi¢do de
bacalhau do atlantico (Gadus morhua) as aguas contaminadas com derramamento de
petréleo, resultou em aumento da CAT (Sturve et al. 2006). Também houve aumento na
atividade da CAT para os mexilhdes (Mytilus galloprovincialis) no Rio Siagne, Baia de
Cannes (Franga), onde foi verificada a presenca de PAHs em seus tecidos (Damiens et

al. 2006). Avaliacdo no peixe marinho Orthopristis ruber na Baia de Guanabara
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(Brasil), local exposto a PAHs e PCBs, indicou aumento nas defesas antioxidantes
nestes organimos, entre elas a CAT (Ventura et al. 2002). Em pesquisa de campo
realizado em zonas contaminadas por PAHs, organoclorados (OCs) e PCBs em
mexilhdo Perna viridis e Ruditapes philippinarum, em Hong Kong, mostrou aumento
da atividade da CAT, GST e outras enzimas antioxidantes em todos os locais analisados
para ambas as espécies (De Luca-Abott et al. 2005). Aumento na atividade da CAT foi
evidenciada no biomonitoramento realizado em mexilhdo de agua doce (Dreissena
polymorpha) no Rio Sena, ¢ em mexilhdo marinho (Mytilus edulis) na Baia Sena,
Franca, em sitios contaminados por PAHs e e pelos metais Pb, Cd, Hg ¢ Ni (Rocher et
al. 2006). Outros estudos também tém demonstrado aumento da atividade da CAT por
exposicdo a metais (Liu e Kueh 2005, Gravato et al. 2006, Hansen et al. 20006).

Como ocorreu a incidéncia de diversos tipos de substancias na area de estudo,
provavelmente em conseqiiéncia de diversas industrias que liberam ao meio ambiente
varios poluentes, fica dificil estabelecer a exata causa do aumento da atividade da CAT
nos organimos testados, uma vez que pode estar ocorrendo sinergismo entre estas
substancias. Porém, os organismos estdo formando os radicais livres que, se forem
excessivos, podem provocar danos de membrana e alteragdes de DNA. No Arroio
Saldanha, ponto do derramamento do petroleo, também foi observado aumento da
atividade da GST, sugerindo atuac¢do desta enzima para a eliminagdo dos xenobidticos
encontrados. Exposi¢ao a fragdo soltvel do oleo diesel em dourado (Carassius auratus),
também indicou aumento na atividade da GST como resposta a biotransformacdo das
substancias existentes nesta fracdo soluvel (Zhang et al. 2004). Estudo realizado em
mexilhdes (Bathymodiolus sp. e Modiolus modiolus) provenientes de locais
contaminados por PAHs no Golfo do México, oriundos de escoamento da perfuragdo de
petrdleo, indicou aumento da atividade especifica da GST (Willet et al. 1999). Em
biomonitoramento do Mar Baltico com sedimento contaminado por PAHs e metais
pesados em Platichthys flesus indicou aumento da GST, sugerindo esta enzima como
biomarcador para estudos de campo (Napierska e Podolska 2005).

No entanto, ndo houve aumento da GST a jusante ¢ a montante do local de
derramamento de petréleo. Nos pontos onde ndo houve aumento da GST ocorreu
aumento da LPO, sugerindo que os poluentes ali presentes ndo estdo sendo conjugados
pelo Astyanax sp. Resultado semelhante ocorreu em pesquisa realizada por Regoli et al.
(2005), ja citado anteriormente, em P. antarcticum, onde foi evidenciado produtos da

peroxidacdo lipidica em grupos tratados com benzo(a)pireno sem que tenha ocorrido
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resposta da GST. No estudo realizado com exposigdo de Oreochromis mossambicus a
PAHs, mostrou indu¢do da atividade da GST quando submetidas a altas concentragdes
de PAHs, entretanto, para as baixas concentracdes de PAHs parece haver uma
inadequada conjugagdo dos metabolitos reativos, levando a danos nos tecidos (Shailaja
e D’Silva 2003).

Aumento na concentracdo de hidroperdxidos foram observados a jusante e a
montante do local de derramento de petroleo, sugerindo que a espécie testada pode ndo
estar adaptada a conjugar os diversos xenobioticos encontrados. Isto ficou evidenciado
com o aumento da atividade da CAT e a ndo resposta da GST nestes organismos,
levando a peroxidagao lipidica. Estudo feito nesta mesma area por Katsumiti (2006),
utilizando o peixe residente Hyphessobrycon reticulatus como bioindicador, também
revelou aumento nos niveis de peroxidagdo lipidica. Exposi¢cdo a PAHs tem aumentado
os niveis de peroxidacao lipidica nos organismos aquaticos. Aumento nestes niveis foi
observado por Shi et al. (2005), em Carassius auratus quando expostos a naftaleno.
Aumento nos niveis de LPO também foram encontrados em Chlamys ferrari quando
submetidos a concentragdes de benzo(a)pireno e benzo(k)fluoranteno, indicando neste
estudo, ser um bom biomarcador a exposi¢cdo por PAHs (Pan et al 2006). Resultado
semelhante foi observado por Avci et al. (2005), em analise de Silurus glanis em rio
contaminado pelo efluente de industria de refinaria de petroleo, onde observou-se altos
niveis de LPO nos organismos testados. Avaliacdo de estresse oxidativo em ostras em
zonas contaminadas por PAHs também indicou aumento da LPO (Niyogi et al. 2001).

Embora os mecanismos de inibicdo dos PAHs sobre a AChE ainda sejam
desconhecidos, diversos trabalhos tém sido realizados utilizando-a como biomarcador
de exposi¢do. Em bioensaio realizado com efluentes de refinaria de petrdleo por
Martizez-Tabche et al. (1998), em crustaceo dulcicola Moina macrocopa, indicou
inibicado da AChE em poucos dias de exposi¢ao. Uma inibi¢do semelhante da AChE foi
encontrada em musculo de trutas (Salmo truta) em biomonitoramento de rios urbanos,
contaminados por diversos tipos de poluentes, por Payne et al. (1996). Avaliacdo da
fragdo soltvel de petroleo realizada por Akaishi et al. (2004), em musculo de Astyanax
sp., mostrou diminui¢do da atividade da AChE.

Neste estudo, embora tenha sido constatada a presenga de PAHs, metais e
surfactantes em todos os pontos estudados, ndo houve inibi¢do da atividade da AChE

em Astyanax sp., isto se deve provavelmente, a baixas concentragdes dos poluentes
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encontrados. Os poluentes nao enzima-especificos precisam estar em concentragdes
mais altas para inibir a AChE (Sturm et al. 1999).

Substancias reativas, tais como as EROs, podem causar danos aos tecidos (Sakai
et al. 1998, Oliveira 1999, Shailaja e D’Silva 2003, Barreiros et al. 2006). Neste
trabalho, foram evidenciadas altera¢des caracteristicas de exposicao aguda no epitélio
das lamelas secundérias das branquias como fusdo lamelar, aneurismas, necrose e
hipertrofia das células epiteliais em todas as concentragdes e grupos testados, sugerindo
que os individuos expostos a essas aguas estariam sofrendo a acdo de agentes
estressores. As branquias desempenham papel fundamental as trocas gasosas e
regulacdo osmoidnica, essas alteragdes podem vir a comprometer os mecanismos de
respiragdo e osmorregulagdo (Verbost et al. 1994). A alteragdo do tipo aneurisma, que
se traduz em actimulo de sangue nas lamelas secundarias, pode levar ao rompimento do
epitélio, causando hemorragia. Alteragdes semelhantes nas branquias foram encontradas
por Akaishi et al. (2004) em bioensaio realizado por exposi¢do aguda de Astyanax sp. a
diferentes concentracdes de fracdo soluvel de petrdleo. Outro estudo realizado em
Astyanax sp. através de biomonitoramento em rios contaminados por metais pesados no
Brasil, revelou alteragdes branquiais nos individuos coletados, tais como aneurismas e
hipertrofia de células epiteliais (Winkaler et al. 2001). Em exposicdo de Perca
flavescens e Carassius auratus a locais com aguas contaminadas por PAHs ¢ metais
pesados, verificou-se necrose, fusdo lamelar e proliferagdo celular entre as lamelas
secundarias, além de outras alteracdes nas duas espécies estudadas (Nero et al. 2006).
Os resultados obtidos neste trabalho em relacao as alteragdes em branquias, corroboram
com os estudos de campo realizado por Katsumiti (2006), em Hyphessobrycon
reticulatus no Arroio Saldanha, que encontrou, entre outras alteracdes, aneurismas,
fusdes lamelares basais e apicais. Alteragdes em branquias tipo aneurismas, proliferagao
celular e fusdo lamelar tém sido relacionadas a exposi¢ao a diversos produtos oriundos
do petrdleo (Burton et al. 1984, Spitsbergen e Peterson 1988, Spies et al. 1996, Van den
Heuvel et al. 2000). Segundo Machado (1999), necrose tem sido uma das alteragdes
mais observadas em branquias de peixes expostos a metais pesados, o que corrabora
com as alteragdes encontradas neste presente estudo, onde metais pesados como o Hg,
além de PAHs, foram evidenciados na andlise quimica da agua, além disso, metais
pesados por competir com Ca”" e Mg®" comprometem a osmorregulagio (Verbost et al.

1989, Cooper et al. 2006).
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Lesdes como necrose, infiltragdo leucocitaria, centros de melanomacrofagos e
melanomacrofagos livres foram observadas no figado de Astyanax sp. em todos os
grupos e concentracdes testadas. Tais alteracdes também foram encontradas em outros
estudos com hidrocarbonetos oriundos de petroleo (Myers et al. 1998, Akaishi et al.
2004, Katsumiti 2006, Nero et al. in press). Mesenguer et al. (1994), sugere que os
melanomacrofagos estdo envolvidos na degradacdo de cabdlitos, células e material
exdgeno, sendo que os mesmos sdo caracterizados pela presenca de vesiculas
pigmentadas proximas uma das outras e células fagociticas, o que corrobora com os
resultados obtidos neste trabalho. Lyons et al. (in press), encontrou centro de
melanomacrofagos em Limanda limanda e tumores no figado destes animais. Isto
sugere, que os centros de melanomacrofagos podem ser utilizados como biomarcadores
de poluicdo aquatica, uma vez que tem como fungdo remover particulas estranhas
oriundas da degradagdo celular (Ravaglia e Maggese 1995). A necrose ¢ uma
conseqiiéncia de um conjunto de distarbios causados por substancias tdxicas como
inibi¢do enzimadtica, alteracdo na membrana celular, distirbios na sintese de proteinas e
no metabolismo de carboidratos (Mela 2004, Oliveira Ribeiro et al. 2006). As alteragdes
encontradas no figado podem comprometer o funcionamento deste 6rgdo, e prejudicar a
biotransformagao de xenobioticos.

O Sistema imunolédgico dos peixes parece responder quando em exposi¢ao a
xenobidticos (Van den Heuvel et al. 2000). Neste estudo, foram encontrados infiltragao
leucocitaria no figado e centros de melanomacrofagos, o que corrobora com o0s
resultados obtidos por Nero et al. 2006 em figado de Perca flavescens oriundas de
locais contaminados por 4cidos nafténicos (NAs), metais e PAHs provenientes da
extragdo de betume, onde encontrou-se entre outras alteragdes, centros de
melanomacrofagos e inflamagdes severas. A observacdo da presenca de infiltragdes
leucocitarias ou inflamagdes podem ser ferramentas importantes para se avaliar a
qualidade dos recursos hidricos, tais como os contaminados por derramamento de
petroleo.

Os biomarcadores bioquimicos e morfoldgicos aliados as andlises quimicas da
agua sugerem que a qualidade da agua dos pontos de estudo estd comprometida e, que o
acidente com derramamento de petroleo ocorrido no Arroio Saldanha ainda pode afetar
a comunidade aquatica deste recurso hidrico. A legisla¢do brasileira tem evoluido no
sentido de utilizar os estudos ecotoxicoldgicos como ferramenta a avaliagdo da

qualidade da dgua, uma vez que estes estudos ddo uma visao do ecossistema como um
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todo, ndo se limitando somente a andlise quimica da agua a avaliagdo dos recursos

hidricos.

2.5 AGRADECIMENTOS

Ao Instituto Ambiental do Parané (IAP) pelas andlises quimicas da agua.
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3. CONCLUSAO

- A avalia¢do dos resultados obtidos da andlise quimica da 4gua juntamente com os
biomarcadores bioquimicos e morfoldgicos utilizados neste estudo, sugere que os
pontos avaliados estdo impactados por atividade antropica e, que o Arroio Saldanha,
ponto zero do acidente com derramamento de petréleo, ainda ndo foi totalmente
biorremediado.

- O ndo aumento da atividade especifica da EROD em Astyanax sp. quando comparado
ao grupo controle, se deve provavelmente, as baixas concentracdes dos PAHs
encontrados.

- O aumento da CAT em todos os grupos e concentragdes testadas, sugere que Astyanax
sp. quando expostos as aguas-teste, estiveram sob estresse oxidativo, o que pode ter
levado aos danos encontrados nas branquias e figado.

- Nos grupos onde a GST ndo aumentou, ocorreu aumento da concentracdo de
hidroperéxidos, sugerindo que Astyanax sp. pode ndo estar conjugando adequadamente
os xenobioticos encontrados.

- O aumento da LPO sugere deficiéncia no sistema antioxidante de Astyanax sp. quando
submetida aos multixenobidticos existentes na agua teste.

- A AChE nio foi inibida, provavelmente, porque as substincias ndo enzima-especificos

encontradas nas dguas teste estavam em baixas concentracdes.
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