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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da 7-etoxiresorufina-O-
desetilase (EROD) como biomarcador de contaminagdo por hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) em trés espécies de relevante importancia ecoldgica
e econdmica na regido estuarina da Lagoa dos Patos — RS. Exemplares do peixe
Micropogonias furnieri, do siri azul Callinectes sapidus e do copépode Acartia tonsa
foram coletados sazonalmente (primavera, verdo, outono e inverno), em cinco
diferentes pontos do estuario com graus de contaminacdo distintos. A atividade da
EROD e a concentracdo de HPAs foram analisadas em figado e hepatopancreas de
M. fumieri e C. sapidus, respectivamente, bem como em pools de copépodes
inteiros. Os dados da EROD foram correlacionados com as concentracdes de HPAs
nos tecidos, com os dados biolégicos e também com os pardmetros abidticos
(salinidade, temperatura e pH). Os maiores valores encontrados para atividade da
EROD correspondem aos meses do inverno (244,98 pmol resorufina.min™.mg
proteina™) para M. furnieri, e ao outono para C. sapidus e A. tonsa (325,35 e 25,99
umol resorufina.min.mg proteina™’, respectivamente). Para as 1irés espécies
estudadas, o somatdrio dos HPAs encontrados foi maior nos meses do inverno e
outono, sendo que o siri azul C. sapidus apresentou as maiores concentractes
(361,61 ng.g”’ peso umido). A composi¢do dos HPAs encontrados nos tecidos foi
mista, ou seja, ndo houve predominancia de compostos de alto ou baixo peso
molecular. Os compostos de alto peso molecular apresentaram boa correlagdo
(r=0,6) com a atividade da EROD em M. fumnieri, no entanto, os de baixo peso
molecular ndo apresentaram resultados significativos. A partir destes resultados
pode-se afirmar que a EROD é um bom biomarcador de contaminacgéo aquética por
hidrocarbonetos de alto peso molecular. Nas outras espécies estudadas, a atividade
da EROD apresentou melhor correlagdo com as varidveis abidticas, indicando que
esses par@metros podem afetar a atividade da CYP1A e influenciar a
biotransformacéo de xenobidticos.

Palavras-chave: 7-stoxiresorufina- O-desetilase, HPAs, bicmarcador, Lagoa dos
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the potential of 7-ethoxyresorufn-O-deethylase
as a biomarker of contamination by polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) in three
species of significant ecological and economic importance in Patos Lagoon estuary
RS. Specimens of the fish Micropogonias furnieri, blue crab Callinectes sapidus and
copepod Acartia tonsa were collected seasonally (spring, summer, autumn and
winter) in different sites of the estuary with different degrees of contamination. EROD
activity and PAH concentrations were measured in liver and hepatopancreas of M.
furnieri and C. sapidus, respectively, as well as in pools of whole copepods. For
analysis of "efficiency” of the biomarker, the EROD data were correlated with the
concentrations of PAHs, with biological data and also with the abiotic parameters.
The higher values of EROD activity occurred in winter for M. furnieri (244.98 umol
resorufin.min™.mg of protein™) and in autumn for C. sapidus and A. tonsa (325.35
and 25.99 umol resoruﬁnmin“‘.mg of protein™, respectively). For the three species
studied, the amount of PAHs was higher in autumn and winter, and the blue crab C.
sapidus had the highest concentrations (361.61 ng.g™" wet weight). There were no
predominance of compounds with high or low molecular weight. In M. fumieri the
high molecular weight compounds had good correlation (r = 0.6) with EROD activity,
indicating that this parameter is a good biomarker of PAH exposure. However,
correlation with the low molecular weight compounds was not significant. In the other
species, EROD activity showed correlation with abiotic variables, indicating that
abiotic parameters can affect the CYP1A1 activity and influence biotransformation of
xenobiotics.

Key-words: 7-etoxiresorufin-O-deetilase, PAHs, biomarker, Patos Lagoon.
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1 INTRODUCAO

A zona costeira € definida como a faixa de transicdo enfre o continente e o
oceano, abrangendo alguns dos mais produtivos e valorizados habitats da biosfera,
tais como estudrios, lagoas, marismas e franjas de recifes de coral. Geralmente,
zonas costeiras possuem uma dinamica natural bastante intensa, caracterizando-se
também como locais de elevada atividade antrépica.

A tendéncia humana em distribuir-se em regifes costeiras apresenta
consequéncias danosas aoc meio ambiente (KENNISH, 1996). O lancamento de
compostos gerados pelo homem nestes ambientes atinge conceniracbes que
alteram ftisica, quimica e biologicamente os ecossistemas. Dentre os principais tipos
de poluentes que afetam os ambientes aquaticos costeiros estdo os metais (Hg, Cd,
Pb e Cu), compostos organoclorados (ex. pesticidas, bifenilas policloradas),
hidrocarbonetos de petroleo e outros produtos provenientes de esgotos industriais e
urbanos (BAIRD, 2002). Estes poluentes terminam por atingir o ambiente estuarino
na forma de misturas bompiexas, capazes de provocar efeitos deletérios nos
organismos que o habitam (SHALAJA e D'SILVA, 2003).

Dentre as atividades anirdpicas, destaca-se o consumo mundial de petréleo e
seus derivados, que apresentou um grande crescimento nas udltimas décadas,
acompanhado pelo aumento da extracdo marinha de petrdleo, da transferéncia e
estocagem em zonas costeiras e do ftransporte maritimo destes produtos.
Conseqlientemente, os niveis de contaminagdo dos ambientes marinhos costeiros
por hidrocarbonetos também se elevaram. Aproximadamente 75% dos derrames de
Oleo acidentais nos Estados Unidos aconteceram em dreas costeiras, como
estuarios, baias fechadas e lagunas (KENNISH, 1992). Recentementie, em uma
acidente causado por uma plataforma de expicrag‘éo petrolifera, aproximadamenie 5
bilhdes de barris de petrdleo foram langados no Golfo do México, configurando-o
como o pior acidente da historia dos Estados Unidos.

O dleo pode impactar severamente populacbes da fauna e flora através de
agoes fisicas, como sufocamento e reducao da luz, modificacbes do habitat, tais
como alteragdo no pH, diminuicdo do oxigénio dissolvido e diminuicdo na

disponibilidade de alimento (KENNISH, 1992). As principais fontes de
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hidrocarbonetos para o meio marinho e a quantidade anual de éleo despejado
(toneladas) estdo apresentados na Tabela 1.
Tabela 1: Principais fontes de hidrocarbonetos para o ambiente marinho (CLARK, 2001).

Total (milhdes de

Fonte toneladas.ano™) Total
Transporte
Operactes 0,163
Acidentes 0,162
Agua de lastro e 6leo combustivel 0,524
Doca seca 0,009
Sucata de navios 0,002
Acidentes com navios nao petroleiros 0,020
EmissOes atmosféricas 3,750
4,63
Instalagbes fixas
Refinarias costeiras 0,10
Producéo “offshore” 0,05
Terminais marinhos 0,03
0,18
Outras fontes
Esgotos municipais 0,70
Esgotos industriais 0,20
Drenagem urbana 0,12
Drenagem de rios 0,04
Precipitacdo atmosftérica 0,30
Lixo oceéanico 0,02
1,38
Introducao natural 0,25
Total 6,44
Biossintese de hidrocarbonetos
Producao pelo fitoplancton marinho 26000
Precipitacao atmosférica 100 - 4000

1.1 Hidrocarbonetos: origem, interacéo e efeitos no ambiente marinho

Os hidrocarbonetos s&o compostos organicos que contém apenas carbono e
hidrogénio nas suas moléculas. Podem ser divididos em 2 grupos principais: os
hidrocarbonetos alifaticos e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Os
hidrocarbonetos alifaticos s8o os compostos de cadeia aberta e os policiclicos

aromaticos sdo 0s compostos que possuem pelo menos um anel aromatico na sua
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molécula. Ambos s@o amplamente encontrados no ambiente marinho oriundos de
fontes naturais e antrépicas. Os hidrocarbonetos alifaticos tém origem no petréleo,
zooplancton, fitoplancton, microalgas e bactérias ou plantas terrestres, enquanto as
fontes dos policiclicos aromaticos no meio marinho sdo as mais diversas e podem
ser classificadas em quatro grupos: (1) petrogénica, introduzidos por derrames
acidentais de petrdleo ou derivados, operacdes de carga e descarga e de limpeza
dos tanques dos petroleiros, extracdo, transporte e refino de dleo, infiltractes
naturais atraves de fendas nos fundos oceédnicos e escape de reservatérios naturais;
(2) pirolitica, originados pela combustao incompleta da matéria organica, podendo
ter origem natural, por meio de incéndios de florestas e erupcdes vulcanicas, ou
antropica, através da combustdo incompleta do 6leo ou combustiveis fésseis,
incineracao de residuos e emissdes dos veiculos (McVEETY e HITES, 1988); (3)
diagenetica, através de transformagBes naturais da matéria organica mediante
processos de descarboxilacdo e aromatizacgéo, e (4) biogénica: quando sintetizados
por organismos como bactérias, plantas e fungos (LAW e BISCAYA, 1994).

O comportamento do 6leo nos ambientes aquaticos depende principalmente
da sua composicdo e de suas propriedades fisicas e quimicas. Devido a sua
hidrofobicidade, os hidrocarbonetos possuem uma tendéncia de agregamento nas
particulas em suspensdo e rapida deposicdo nos sedimentos. A solubilidade dos
compostos diminui com o aumento da massa molecular, enquanto que sua
resisténcia as reagbes de oxidacdo, redugdo e volatilizagdo aumentam com o
nimero de anéis na molécula (READMAN, et. af, 1984) (Tabela 2).

A severidade dos impactos causados pelos derrames de 6leo nos animais
marinhos depende de fatores como: quantidade, composicdo e forma do dleo,

durag@o da exposicio, estagio de desenvolvimento em que o animal se encontra,

variagbes naturais do ambiente, incluindo salinidade, temperatura, turbidez da agua
e as operagbes de limpeza do 6leo (CARLBERG, 1980; CORMACK, 1983:
BOESCH, 1987; CLARK, 1992).

Pequenas alteragbes térmicas de matéria orgénica, como na formacdo de

combustiveis fosseis, resultam principalmente em HPAs com estrutura de dois ou
trés anéis e uma grande propor¢do de homdlogos alquilados, ou seja, compostos
aromaticos que possuem um grupo metil associado e que devido ao seu processo
de formacédo indicam fontes petrogénicas. Por sua vez, a combustdo a altas
temperaturas produz preferencialmente HPAs com uma estrutura de quatro, cinco ou




seis aneis e poucos produtos alquilados. Os HPAs de baixo peso molecular (dois e
trés anéis benzénicos fundidos) tém uma toxicidade aguda significativa, enquanto
que alguns dos HPAs de maior peso molecular sdo carcinogénicos (TAM, 2001).
Cabe ressaltar que quantidades de HPAs oriundos de fontes naturais s&0
geralmente muito baixas comparadas a HPAs originados de fontes antropogénicas
(WITT, 1995).

Tabela 2: Numero de anéis, massa molecular, coeficiente de particdo octanol-agua
(LogKow) e carcinogenicidade dos 16 HPAs considerados prioritarios para estudo pela
USEPA (2005). NC — ndo carcinogénico, C ~ carcinogénico, fC — fracamente carcinogénico
e FC —fortemente carcinogénico (Neff, 1979).

HPAs N°Anéis M.M. Log Kow Carcinogenicidade

Naftaleno 128 3,37 NC
Acenaftileno : 152 4,07 NC
Acenafteno 154 4,33 NC
Fluoreno 166 4,18 NC
Fenantreno 178 4,46 NC
Antraceno 178 4,45 NC

5,33 NC
5,32 NC
5,61 C
5,61 fC
6,57 C
6,84 C
6,04 FC
7,66 C
5,97 C
7,23

Fluoranteno

Pireno
Benzo(a)antraceno
Criseno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno
Dibenzo(a.h)antraceno
indeno(1,2,3-cd)pireno
Benzo(g,h,i)perileno

Ty Oy OV OO U1 B b B

Animais marinhos apresentam uma variada capacidade de metabolizar

hidrocarbonetos de petréleo. Uma vez absorvidos, os hidrocarbonetos podem seguir

trés vias principais dentro do organismo: (1) podem ser metabolizados, (2)

armazenados com a possibilidade de posterior excrecdo e (3) excretados sem
modificagbes nas suas estruturas. Muitos invertebrados, peixes, mamiferos e aves
metabolizam e excretam pelo menos alguns dos hidrocarbonetos incorporados

durante a alimentagéo, respirag&o e natagdo (KENNISH, 1992)




A metabolizacdo dos hidrocarbonetos envolve a acdo das enzimas de
biotransformacédo que, usualmente, estdo presentes em niveis mais elevados no
figado e intestino de vertebrados ou em tecidos associados com o processamento
de alimentos em invertebrados. A fungdo principal dessas enzimas é transformar
xenobioticos organicos lipossoliveis em metabdlitos mais soluveis em agua,
facilitando a excrecdo dos mesmos. As enzimas de biotransformacdo podem ser de
fase | (oxidag&o, reducao, hidratagéo, hidrélise) quando introduzem (ou modificam)
um grupo funcional (-OH, —COOH, —NOo, etc) no xenobidtico, enquanto as enzimas
de fase Il conjugam o xenobiético & glutationa, sulfato, etc, que na maioria das vezes
transforma-o em uma estrutura polar, prevenindo a interacéo do xenobidtico com

outras moléculas do organismo. A biotransformaco influencia a biodisponibilidade,

0 tempo de residéncia e a toxicidade do xenobiético em um organismo
(LIVINGSTONE, 1998).
Os HPAs e compostos resultantes da sua transformacéo metabdlica quando

nao conjugados podem estabelecer ligacdes covalentes com macromoléculas
celulares tais como proteinas e DNA, causando potenciais danos celulares, com
consequentes efeitos mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos. Ha ainda
indicagbes de que estes compostos podem se ligar seletivamente & superficie da
membrana plasmatica, causando perturbagles na organizacéo superficial da célula
e aumentando a permeabilidade da membrana (NEFF, 1985). Sendo assim, a
detecgé@o e quantificagdo destes metabdlitos podem prover melhor informacéo para
avaliacao de risco ambiental (LIVINGSTONE, 1991; STROOMBERG et al., 1996).
De acordo com a perspectiva apresentada acima, tornou-se necessario o
desenvolvimento de métodos que permitissem a identificacio e o manejo dos riscos
gque a descarga indiscriminada de poluentes impde ao meio ambiente. Além dos
estudos de avaliacdo da quantidade de poluentes presentes no ambiente & nos
animais, e preciso detectar o impacto que esses poluentes causam nos organismos
expostos. Assim, surgiu o estudo e desenvolvimento de biomarcadores que

detectem efeitos deletérios que os contaminantes causam nos organismos.




1.2 Biomarcadores

No cargo da ecotoxicologia, biomarcadores podem ser definidos como
qualquer resposta biolégica, variando de molecular a comportamental, frente a
presenca de um contaminante no meio ambiente (LIVINGSTONE, 1993; WALKER,
2006). O uso de biomarcadores tem sido indicado pelos programas de
monitoramento ambiental por serem considerados uma ferramenta sensivel na
avaliagao da qualidade ambiental e dos efeitos bioldgicos dos poluentes. Alguns

biomarcadores moleculares, celulares ou organismicos podem, ainda, ser

adequados para avaliag@o da exposicdo ou o efeito de determinados contaminantes

(LIVINGSTONE, 1993; WALKER, 1996).

Diversas classificagbes para os biomarcadores t&m sido propostas. A mais
utilizada atualmente € a que divide os biomarcadores em biomarcadores de
exposicao e de efeito. Biomarcadores de exposigdo sdo aqueles que indicam que o
organismo foi exposto ao contaminante, mas nédo fornece informacéo sobre o grau
de efeito adverso causado pelo contaminante. Biomarcadores de efeito sdo aqueles
que indicam um dano ao organismo (WALKER, 1996). No entanto, WHO (1993)
propbs mais uma classe para divisdo dos biomarcadores, os de suscetibilidade, que
tratam da capacidade adquirida por um organismo em responder & exposicdo a um
xenobidtico especifico, incluindo fatores genéticos e mudancas em receptores.

Para que se tenha uma medida mais aproximada da real exposicdo dos
organismos aos poluentes é necessario estabelecer conexdes entre os niveis
externos de exposicdo, niveis internos de contaminacdo dos tecidos e efeitos
adversos primarios (VAN DER OOST et al,, 2003). Como a maioria dos xenobidticos
comeca exercendo seus efeitos tOxicos através de interacbes com biomoléculas
(NEWMAN, 1998), é de suma importancia que se conhecga o destino e o efeito dos
poluenies nos niveis mais baixos de organizacio bioldgica para que se possam
adotar estrategias de biomonitoramento, avaliagdo de impactos e manejo ambiental
(LIVINGSTONE, 1998).




1.2.1 A Familia CYP1A e a 7-Etoxiresorufina O-desetilase (EROD)

Como mencionado anteriormente, a biotransformacdo é um processo
metabdlico que envolve diferentes sistemas enzimaticos e tem como principal funcéo
converter as estruturas téxicas de xenobidticos lipofilicos em estruturas hidrofilicas,
para que sejam facilmente excretadas pelos organismos. A oxidagdo € um dos
processos enzimaticos iniciais (fase I) da biotransformacéo de compostos orgénicos

lipofilicos. Nesta etapa, partécipam as monooxigenases, as oxidases de fungao mista

(MFO), que s&@o enzimas que catalisam reagdes de oxidacdo ou hidroxilacdo,
incorporando um atomo de oxigénio diretamente ao substrato orgénico. As duas
principais enzimas envolvidas neste processo sao a flavoproteina NADPH-citocromo
redutase e o citocromo P450 (LEHNINGHER, 2005).

O citocromo P450 é uma heme proteina que utiliza o Fe** como grupo
prostético. Ele esta presente, em sua maioria, no reticulo endoplasmatico liso e nas
mitocondrias de vertebrados e invertebrados aquéticos. Embora existam diferencas
no mecanismo de inducdo entre vertebrados e invertebrados, este sistema esta
entre um dos mais citados na literatura como biomarcador de contaminacdo por
compostos organicos planares (LIVINGSTONE, 1998).

Através do sequenciamento de alguns genes do citocromo P450 adotou-se a
nomenclatura CYP seguida pelo nimero da familia, da letra da subfamilia e do
numero do gene especifico. As diferentes subfamilias sdo classificadas
considerando: o peso molecular monomérico, a composicdo de aminoécidos, a
sequéncia terminal de aminoacidos, a especificidade ao substrato e o tipo de reacéo
em que estao envolvidas. A familia CYP1 em particular, interage com compostos de
estrutura plana como os HPAs, as bifenilas policloradas e as dioxinas (VAN DER
O0ST, 2003).

O mecanismo de indugfo das enzimas do sistema CYP1A em mamiferos e
vertebrados em geral € bem conhecido. Esta indugéo € mediada através da ligacao
de xenobidticos ao receptor citosélico aril hidrocarboneto (AhR), uma proteina
solivel que esta envolvida na expressdo de genes apés a interacdo com certos
composios, como 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina, compostos aromaticos
halogenados e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Resumidamente, a via de
ativagao do AHR pode ser descrita assim: 1) a ativagdo do AHR por um agonista

(HPAs); 2) interacdo com o transiocador nuclear do receptor AHR (ARNT); 3)
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translocagéo do AHR para o nicleo; 4) ligacdo nos elementos de resposta a
xenobidticos (XRE); 5) iniciacédo da transcrigao de inimeros genes das fases de
biotransformacéo (TIMME-LARAGY et al.,2007).

A subfamilia CYP1A1 & expressa cataliticamente pela atividade da EROD. A
inducéo da EROD é um indicador extremamente sensivel das alteracdes ambientais
e geralmente & um dos primeiros sinais detectaveis que quantificam
eXPOosicao a certos compostos (STEGEMAN & HAHN, 1992).

respostas a

Estudos a respeito dos
mecanismos de inducdo da CYP1A sugerem que a EROD pode ndo sé indicar

exposicdo gquimica, mas também prever efeitos em varios niveis de organizacéo

bioldgica (WHYTE et af, 2000), configurando a EROD como um excelente
biomarcador de contaminac@o ambiental para contaminantes organicos.

Tabela 3: Trabalhos que confirmam a induc@o da EROD em estudos de campo. PCBs=
Bifenilas Policloradas, HPAs= Hidrocarbonetos  Policiclicos Aromaticos, OFFs=
Organofosforados, B(a)P= Benzo(a)Pireno, (+) inducio, (++)= forte indugéo, (-)= inibicado.
Adaptado de: Snyder, 2000 e Van der Oost, 2003.

Espécie Poluente EROD Referéncia
Gadus morhua PCBs e HPAs + Goksovyr et al., 1994
Cyprinus carpio HPAs +t Van der Oost et al, 1998

Limanda limanda HPAs e PCBs + Bourgeot et al., 1996

Platichthys flesus PCBs e HPAs - Eggens et al, 1995

Mugil sp. HPAs, PCBs e OFFs 4+ Rodriguez-Ariza et af,, 1994

Oncorhynchus mykiss PCBs - Ctto et al,, 1996

Pseudopleronectes americanys HPAs + Payne, 1987

Carcinus aestuarii HPAs e PCBs
Maja crispata Bla)P
Gammarus pulex Pb

+ Ricciardi et af., 2010
Bihari et al, 1984
- Kutlu, et al, 2004

1.3 Caracterizacéo das espécies monitoras

Em estudos de biomonitoramento ambiental, a escolha das espéecies

utilizadas é de extrema importéncia, pois é através de

las que o ambiente sera
caracterizado e avaliado.

Por esse motivo, recomenda-se empregar no minimo 3

especies que pertencam a diferentes niveis na teia tréfica, a fim de se obter
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resultados mais abrangentes. As espécies escolhidas para este estudo possuem
significativa representagéio ecoldgica dentro do ecossistema costeiro do Rio Grande
do Sul, tém ampla distribuico e tém suas caracteristicas bioldgicas, fisiolégicas e
habitos alimentares bem conhecidos.

1.3.1 O copépode Acartia tonsa

Acartia tonsa é uma espécie dominante nas areas costeiras e estuarinas do
Oceano Atlantico, sendo encontrada no estudrio da Lagoa dos Patos (RS) em
salinidades de 0 a 31,5 (eurialina) e temperaturas de 14 a 29°C (euritérmico)
(MONTU e GOEDEN, 1986). Este copépode esta presente no estuario da Lagoa dos
Patos durante todo o ano, sendo descrito nesse ambiente como um dos organismos
dominantes e chave da cadeia tréfica (MONTU, 1980).

O desenvolvimento das populacdes do género Acartia caracteriza-se por um
rapido tempo de recrutamento, producdo de ovos quiescentes em periodos de
extrema fadiga ambiental, intervalos de muda tendendo a ser constantes, e aumento
exponencial em tamanho até a fase adulta (MILLER, 1992). Quanto 2 producdo de
ovos, diferentes valores sdo encontrados na literatura, sendo esta muito influenciada
pela qualidade do alimento. Os dados obtidos em laboratério e no ambiente também
sao discrepantes.

Como a maioria das espécies zooplancténicas, 0s copepodes alimentam-se
de fitoplancton. Assim, constituem-se como importantes elos na fransferéncia de
energia para os niveis tréficos superiores na teia alimentar marinha.

1.3.2 O siri-azul Callinectes sapidus

O siri-azul Callinectes sapidus é hiper-osmorregulador em baixas salinidades,
sendo que a partir da salinidade 27, na qual o organismo apresenta seu ponto
isosmotico, esta espécie passa a ser osmoconformadora (MANTEL e FARMER,
1983; PILLER et al,, 1995).

Esta especie ocorre na costa leste do Oceano Atlantico, em estuarios,
lagunas, deltas de rios e regides oceénicas adjacentes, desde a costa dos Estados
Unidos até o Uruguai (WILLIAMS, 1974). O siri-azul possui padréo de distribuigdo

UFPH - Qémm de Estudos go Mar
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disjunto, ou seja, apresenta uma Aarea de distribuicdo norte e outra sul, sendo
separada por um hiato de pelo menos 50°de latitude , que ocorre no Golfo do México
(MELO, 1996). Foi citado por Capitoli ef al. (1978) e Topin & Souza (1982) como
uma espécie frequente na Lagoa dos Patos (RS).

Devido a seus habitos alimentares, C. sapidus constitui-se num predador
bentdnico chave por controlar a abundancia de outras espécies bentdnicas
estuarinas, consumindo uma grande variedade de organismos tanto da infauna
como epifauna, como por exemplo bivalves, poliquetas, crustaceos (OLIVEIR, 2008).

O ciclo reprodutivo de C. sapidus esté relacionado & ampla faixa de variagdo
de salinidade dos estuarios que estes animais habitam (WILLIAMS, 1974; CAPITOLI
et al., 1978). Apés o acasalamento dentro do estudrio, as fémeas dirigem-se durante
a mare baixa para a boca do estudrio e costa adjacente do oceano, onde desovam
até 4 milhGes de larvas por individuo. Apds a desova, eles voltam para o interior do

astuario.

1.3.3 A corvina Micropogonias fumieri

A corvina Micropogonias furnieri € uma espécie costeira de ampla distribuicao
e grande importancia econdmica nas pescarias costeiras do Brasil, Uruguai e
Argentina. No Estudrio da Lagoa dos Patos, M. furnieri é a espécie mais abundante
na pesca artesanal (REIS, 2000).

Esta espécie utiliza, ao longo do ano, a totalidade do ambiente estuarino,
mostrando sua ampla adaptabilidade as diferencas de salinidade que ocorrem neste
ambiente, e sua distribuicdo quanto a profundidade varia segundo o habito tréfico
dos individuos, o qual estd relacionado com a ontogenia da espécie e o tamanho
dos individuos em suas classes de tamanho (CASTELQ, 1986).

No Brasil, a desova de M. furnieri ocorre na primavera e no verdo em aguas
costeiras, mas sob o aporte de dgua doce da Lagoa dos Patos (VAZZOLER, 1991),
e seus ovos sao distribuidos em todo o estuario. As larvas sao planctéfagas e os
juvenis e adultos sdo consumidores benténicos, em fundo de lama e areia, com
preferéncias por pequenos invertebrados, principalmente poliquetas e crustdceos
migratdrios, € em menor proporgdo, por moluscos e pequenos peixes, conferindo a
esta espécie grande importancia na cadeia tréfica do estuario da Lagoa dos Patos
(VIEIRA et al., 1998).




2 OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar a atividade da 7-
etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) como biomarcador de contaminacdo aquéatica
por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em diferentes espécies do estuario da
Lagoa dos Patos (Rio Grande, RS).

Objetivos Especificos

¢ Quantificar a atividade da 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) em figado e
hepatopéncreas de Micropogonias fumieri e Callinectes sapidus,
respectivamente, bem como em copépodes (Acartia tonsa) provenientes de

diferentes locais do estudrio da Lagoa dos Patos - RS.

Determinar a concentracdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos no
figado e hepatopéncreas de corvinas (M. fumieri) e siris (C. sapidus), bem
como em copépodes (A. tonsa) provenientes de diferentes locais do estuario
da Lagoa dos Patos - RS.

Relacionar resultados de atividade enzimatica (EROD) com a concentragio

de HPAs nas trés espécies estudadas e identificar em qual espécie a EROD

pode se configurar como um biomarcador de contaminacédo aquatica por

hidrocarbonetos.




3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho é parte do projeto “Identificacdo e desenvolvimento de

bioindicadores para determinagdo da qualidade das aguas estuarinas da Lagoa dos
Patos (RS) utilizadas em aquicultura e pesca” (CNPg/n°® 552646/2007-1), que

juntamente com outros trabalhos em andamento pretende determinar e testar
biomarcadores de contaminacgéo aquatica em diferentes niveis bioldgicos e avaliar
uma série de contaminantes na agua e na biota residente, visando assim, a
modelagem ecotoxicologica para uso na avaliacdo do impacto antrépico e

monitoramento destas dguas.

3.1 Area de Coleta

A Lagoa dos Patos é a maior lagoa costeira do Brasil e a segunda maior da
América Latina. Situada no Rio Grande do Sul, este corpo d’dgua tem 265
quildmetros de comprimento e uma area superficial de 10.144 km?, estendendo-se
na direcéo norte-nordeste-sul-sudoeste, paralelamente ao Oceano Atlantico.

A regido estuarina da Lagoa dos Patos (Fig. 1) ocupa aproximadamente 10%
da superficie total da Lagoa, sendo caracterizada por amplas regibes de bancos
(80%), canais naturais e artificiais e sacos marginais rasos. A conexdo entre o
estuario e o Oceano Atléntico se da através de uma estreita entrada (750 m de
largura), cujo canal de acesso possui profundidade média de 14 m e maxima de 20
m. O limite interior para a penetragdo da agua salgada é a 60 km da boca do
estuario (Ponta da Feitoria). A média anual de salinidade no estuario é 13, com

variando de O a 34 (CASTELLO, 1985). Gradientes veriicais
sao observados e o estudrio pode variar desde o tipo cunha salina aié bem
misturado (MOLLER & e CASTAING, 1999; FERNANDES ef al., 2003).

A hidrodindmica do estudrio € controlada pela combinacio dos efeitos
causados pela acdo do vento local sobre a superficie da agua (mecanismo de
elevagéo/rebaixamento), pela acdo do vento nédo-local agindo na regido costeira
(transporte de Ekman agindo a 90° para a esquerda da diregdo do vento), e pela
descarga dos rios na regido norte da laguna (MOLLER et al., 1996).

No estuario da Lagoa dos Patos, os contaminantes podem ser introduzidos a
partir das porgOes mais altas da propria Lagoa, uma vez que esta recebe agua de




drenagem oriunda de diversos rios. Além disso, as atividades industriais na bacia de
drenagem da Lagoa dos Patos podem aumentar o aporte de contaminantes e elevar
esporadicamente suas concentracdes neste ambiente (NIENCHESKI e
BAUMGARTEN, 1998).

O municipio de Rio Grande (RS), que possui cerca de 190 mil habitantes,

esta localizado na parte central do estudrio da Lagoa dos Patos (Fig 1), e nele esta

instalado o segundo maior complexo portudrio da América Latina. Além disso, a
cidade possui um complexo industrial bem desenvolvido, composto por indastrias
que produzem fertilizantes, terminais e refinarias de petréleo e derivados, bem como
as industrias de processamento de pescado e cereais (BAUMGARTEN &
NIENCHESKI, 1998). Efluentes oriundos destas inddstrias, bem como esgotos
domesticos, desembocam na Lagoa dos Patos muitas vezes sem o tratamento

adequado, aumentando o potencial risco de poluicio no estudrio (MIRLEAN, 2003).
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Figura 1: Regido estuarina da Lagoa dos Patos (Rio Grande, RS) e pontos de coleta das
amostras(1- llha dos Marinheiros; 2- Saco do Justino; 3- Yatch Club; 4- Saco da Mangueira;
5- Canal de Acesso ao Porto de Rio Grande). Adaptado de: ANDRADE, 2005.

3.2 Coleta dos Animais

Foram escolhidos 5 pontos do estuério da Lagoa dos Patos (Fig. 1) durante
as 4 estacbes (primavera, verdo, outono e inverno) dos anos de 2008 e 2009, de

N




acordo com o estado de contaminag@o ambiental obtido a partir de resultados
segundo o Projeto RECOS (2005).

Os pontos de menor influéncia antrépica sdo (1) llha dos Marinheiros e (2)
Saco do Justino. Por outro lado, os pontos com maior influéncia antropica e,
supostamente mais contaminados s&o (3) Yatch Club, (4) Saco da Mangueira e (5)
Canal de Acesso ao Porto de Rio Grande.

Exemplares juvenis de M. furnieri, medindo no maximo 15 cm de comprimento
total e exemplares juvenis de C. sapidus, foram coletados no estuario da Lagoa dos
Patos com o auxilio de uma rede de arrasto de fundo (malha 12 mm). Os animais
coletados foram acondicionados em caixas térmicas com gelo, até a chegada ao
Laboratério de Zoofisiologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da FURG, onde
ja cricanestesiados tiveram seus figados (peixe) ou hepatopancreas (siri) dissecados

para as analises enzimaticas da EROD e determinagdo da concentracdo de

hidrocarbonetos. As amostras de tecido destinadas a analise de hidrocarbonetos

- foram agrupadas de 5 em 5, totalizando 2 amostras por ponto de coleta para cada
estacdo do ano.

Os copépodes A. tonsa foram coletados com o auxilio de uma rede de
zooplancton (malha 50 pm), e acondicionados em baldes com dgua do local aerada
durante a transferéncia do local de coleta para o laboratério mencionado acima.
Devido ao tamanho diminuto dos copépodes, estes foram agrupados em pools de

aproximadamente 300 animais para facilitar as andlises enzimaticas e de
hidrocarbonetos. Néo foram realizadas andlises nos meses de primavera e verdo,
devido a auséncia ou o reduzido nimero de copépodes coletados no estuario da

Lagoa dos Patos

Os tecidos dissecados dos peixes e siris (figado e hepatopancreas) e os
copépodes inteiros destinados as andlises de hidrocarbonetos foram devidamente
acondicionadas em papel aluminio calcinado (aquecidos a 450 T por 8 h) e
estocadas a -80 C.

Em cada campanha de coleta eram medidas e registradas as caracteristicas
biométricas dos peixes (peso, comprimentos padrdo e total) e dos siris (peso e
comprimento da carapaga). Também, foram registrados alguns parametros fisico-
quimicos da agua (pH, temperatura e salinidade), utilizando pHmetro, termémetro de

campo e refratdbmeiro.

UFPR - Centro de Estudos ao Mar
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3.3 Analise da 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD)

A atividade da EROD foi determinada em homogeneizados de figados e
hepatopancreas de M. furnieri e C. sapidus respectivamente, e pools de A. tonsa
seguindo um protocolo adaptado de EGGENS E GALGAN] (1992). Este método
mede a taxa de indugao das izoenzimas CYP1A (atividade catalitica) através de uma
reagao de desetilacdo com o substrato adicionado (7-etoxiresorufina) para formar o
produto final (resorufina), que é lido por espectroscopia de fluorescéncia. A
intensidade da fluorescéncia corresponde a resorufina produzida por unidade de
tempo. O resultado foi entdo padronizado com base no conteudo de proteina da
amostra, previamente mensurado utilizando-se um kit colorimétrico para proteinas
(Doles®, Goiania, GO). A atividade foi expressa em pmol de resorufina por minuto

por mg de proteina (umol resorufina.min'T.mg prot™).

3.4 Concentracdo de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) em
material bioldgico

As analises de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em figado e
hepatopancreas de M. fumijeri e C. sapidus respectivamente, bem como em
copépodes inteiros, foram realizadas no Laboratério de Microcontaminantes
Organicos e Ecotoxicologia Aquatica (CONECO) do Instituto Oceanografico da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

3.4.1 Limpeza do Material

Os cuidados com a limpeza do material utilizado garantem a exclusdo de
interferentes que possam alterar a qualidade da andlise, pois a andlise de
microcontaminantes orgénicos geralmente resulta em concentragbes na ordem de
ug.g'eng. g’

A limpeza do material consiste basicamente na lavagem e enxdgue com
solventes ou calcinagéo. Toda a vidraria utilizada no desenvolvimento deste trabalho
foi lavada com detergente aniénico alcalino (5 %, viv) Detertec® (Vetec) e,
posteriormente, imersas nessa solucdo de 12 a 24 h. Apés ser enxaguada com 4gua
corrente, a vidraria foi imersa em uma solucdo de acido nitrico (5 %, viv), também
permanecendo nesta solugio por 12 a 24 h. Apés enxagle, a vidraria foi seca em




estufa com circulagéo forgada a 35 C. As vidrarias volumétricas que ndo podem ser
calcinadas a 450 T foram enxaguadas 3 vezes com acetona P.A. e 3 vezes com n-
hexano, utilizando uma Pipeta de Pasteur, imediatamente antes do uso.

Os adsorventes silica e alumina neutra (Merck) foram previamente calcinados

a 450 T durante 8 h. A ativagdo dos adsorventes foi feita a 160 C por 4 h. A

desativacdo a 5% foi realizada utilizando agua tipo Mili-Q® purificada através de um

sistema de extracdo liquido-liquido com n-hexano. Todo o sulfato de sédio anidro
(NaxS0y4) utilizado neste trabalho foi calcinado a 450 C durante 8 h.

3.4.2 Procedimento Analitico

Para analise de hidrocarbonetos policiclicos arométicos nas amostras de
figado e hepatopéncreas foi seguido o protocolo de Niencheski & Fillmann (20086),
com pequenas modificagbes. A andlise é dividida em 3 etapas principais: extracéo,
purificagdo e fracionamento (clean-up) e determinacdo e quantificacdo por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrémetro de massa (Fig. 2).

Maceracao
(Na,S0,)

~

Exiragdo soxhlet
Hexano:DCM

(1:1)

Concentracdo
(10 mL)

Purificacdo e Fracionamento
(Silica — 6 g e Alumina - 8 g)

~

F1-Alifaticos | | F2 - Arométicos

Concentracio
(1 mbL)

| _Coms—1p |

Figura 2: Fluxograma da andlise de HPAs em tecidos animais.

A extracBo foi feita através de um aparato de exiragdo Soxhlet, onde a
amostra previamente macerada com sulfato de sodio anidro {(Na,SQ,) foi extraida
durante 12 h com uma mistura de solventes n-hexano/diclorometano (1:1). Os




extratos foram concentrados a 10 mL com o auxilio de um evaporador rotatério e
fluxo leve de nitrogénio (Nz). A quantidade de lipidios presentes em cada amostra foi
calculada gravimetricamente, utilizando-se 1 mL do extrato.

Para a purificacdo e fracionamento, o restante do extrato de amosira (9@ mL)

foi evaporado sob fluxo de nitrogénio até o volume de 1 mL e fracionado por
| cromatografia liquida de adsorcdo em coluna aberta empacotada com silica 6g)e
alumina (8 g), as quais foram previamente desativadas a 5 %.

A 1% fragao (F1), contendo os hidrocarbonetos alifaticos, foi eluida com 25 mL
de n-hexano. A 2* fracdo (F2), contendo os HPAs, foi eluida com 30 mL de
diclorometano/n-hexano (1:9), seguido de 35 mL de diclorometano/n-hexano (1:1).
Como os hidrocarbonetos alifaticos ndo foram determinados neste trabalho, a F1 foi
descartada. A fragdo F2 eluida foi concentrada em evaporador rotatério e fluxo
suave de Ng até o volume de 1 mL, sendo mantida a 10 T até su a analise.

A analise de HPAs em pools de copépodes foi realizada segundo o método
de Cotta ef al. (2009). Foram adicionados 10 mL de diclorometano na amostra, e
esta foi sonicada em banho de ultirassom, durante 10 min com intervalos de 2 min a
cada 3 min de banho. Apds a extracdo, as amostras foram evaporadas em fluxo de
N2 leve e foi realizada uma filtragem em uma fina coluna de Na,SO..

A identificagdo e quantificacdo dos HPAs na F2 foi realizada em um
cromatégrafo de fase gasosa Perkin Elmer Clarus 500 equipado com detector de
espectrometria de massa (CG-EM) e injetor automatico de amostra. Foi utilizada
uma coluna cromatogréfica capilar (Elite-5MS — 5 % Diphenil — 95 % Dimetilsiloxane)
de 30 m, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pum de espessura de filme. A
programacao de temperatura iniciou em 40 °C, com aumento a taxa de 10 C.min !
até 60 °C. Depois houve um aumento da temperatura na razio 5 C min ' até 290
T, sendo mantida por 5 min. Apds isso, houve um aumento da temperatura na
razao de 10 T min ™ até 300 C, sendo mantida por 10 min. A temperatur a do injetor
foi mantida a 280 °C no modo splitless (fluxo do splitt 50:1 apds 1 min). A linha de
transferéncia foi mantida a 280 °C e a fonte do detector a 200 °C com energia de 70
ev. Foi utilizado He como gés carreador em um fluxo de 1,3 mL.min’'. Um volume de
1 ul de amostra foi injetado no modo SIFI que permite 0 escaneamento simultaneo

nos modos ions seletivo (SIM) e completo (Full Scan).




Para avaliar a qualidade do procedimento analitico, a cada 11 amostras
analisadas, uma correspondia a um branco de extragao. O branco de extracdo era
composto por 5 g de sulfato de sédio (NaxSO,) e indicava a presenca ou auséncia
de interferentes relacionados aos solventes orgénicos (n-hexano e diclorometano).
N&o foi observado contaminacédo nos controles analisados.

A recuperacédo da metodologia foi avaliada através da adicao do p-terfenil-d14
como padrao de recuperacéo. Neste trabalho, somente foram utilizadas as amostras
que apresentaram de 60 a 120% de recuperacéo de p-terfenil-d14.

A identificagdo dos compostos foi baseada nos espectros de massas
individuais, nos tempos de retencdo comparados com os obtidos para os 21
hidrocarbonetos aromaticos parentais determinados, utilizando-se os seguintes
padroes externos: naftaleno, 1,7- dimetil naftaleno, 2,6- dimetil naftaleno,
acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, indeno(123-cd)pireno, dibenzo(ah)antraceno, benzo(ghi)perileno,
bifenil, dibenzotiofeno, benzo(e)pireno e perileno). Como padrdes internos foram
utilizados: (naftaleno-d8, acenaftaleno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12, perileno-
d12) e ainda, quando necessario os resultados foram comparados com os dados
contidos na biblioteca de espectros de massas do NIST (National Institute of
Standarts and Technology) contida no software Turbo Mass® (Fig 3).
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Figura 3: Cromatografia no modo Full Scan com os tempos de retencdo e
caracteristicos representativos dos padrées externos de HPAs (500 ng.mL™)




3.5 Analises Estatisticas

Para verificar diferencas tanto na atividade da EROD quanto na concentracéo
de HPAs entre as estagbes do ano, foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de
Kruskall-Wallis, seguida do teste a posteriori de Dunn.

Para relacionar a atividade da EROD com a concentracdo de HPAs, as
variaveis abidticas e com os dados biolégicos (biométricos), foi utilizada a anélise de

regressao muttipla. O critério de informacéo de Akaike juntamente com a andlise do

coeficiente de determinacdo (%), foi utilizado para selecionar o modelo linear que

melhor explicava a varidvel dependente, no caso, a atividade da EROD. Foi utilizada
também uma andlise de regressdo seccionada (piecewise), que determina duas
equagbes da reta para uma mesma série de dados, bem como um ponto de quebra,
ou seja, um ponto aonde a série muda seu comportamento e passa a ser explicada
por ouira equacgao. O nivel de significAncia adotado para todas as analises foi de 95
% (a = 0,05)




4 RESULTADOS

4.1 Dados Biolégicos e Parametros Abidticos

Com o intuito de se avaliar uma possivel relacdo entre as variaveis ambientais

e a atividade da EROD, durante todas as coletas foram medidos a temperatura, o pH

e a salinidade da agua superficial dos locais amostrados (Tabela 4). Em algumas

situagdes foram necessérias mais de uma coleta para obtencéo do nimero minimo

de individuos, portanto a Tabela 4 apresenta resultados para cada espécie

amostrada.

Tabela 4. Parametros fisico-quimicos da agua de superficie nos locais de amostragem no
momento das coletas dos animais. Os dados estdo expressos como média + desvio padrio.

Média dos Parametros Fisico-Quimicos da Agua

Estacao

Temperatura

()

oly

Salinidade

Inverno

Acartia fonsa
Outono

13,2 £0,47

23,0 £ 3,61

7,65 0,35

8,04 +0,53

10 £2,50

20 = 6,81

Inverno
Outono
Micropogonias furnieri

Primavera

Vergo

16,8 = 3,93

23,0 = 1,01

16,4 = 1,31

24,1 + 1,32

7,50 £0,15

8,04 £0,51

7,60 0,34

8,19 +0,43

22 +£7,55

Invemno
Outono
Callinectes sapidus

Primavera

Verdo

14,0074
23,0 = 1,01
16,5+ 1,15

22,0x1,53

7,80 +0,35
8,01 +0,49
7,33 0,34

8,19+ 0,48

7+273
8 %894
2 +0,44

26 +2,78

Previamente a disseccdo das corvinas e dos siris, foi realizada a biometria

dos individuos coletadas, pois é sabido que a maioria dos processos fisiolégicos e




bioquimicos sdo afetados pelo grau de desenvolvimento do animal. Os dados de

biometria obtidos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Biometria dos animais coletados em diferentes estagbes do ano. (CP =
comprimento padrdo, CT = comprimento total, CC = comprimento da carapaca). Os dados
estéo expressos como média + desvio padrio,

Dados Biologicos

Micropogonias furnieri Callinectes sapidus

Peso (g) CP (cm) CT (cm) CC (cm)

Invemno  n=48 27,17 +14,2 10,75 +241 13,35 +2,31 n=40 10,15+ 1,71
Outono n=48 44,7 +2843 12,67 +2,61 1552+3,08 n=39 9,40 +2,22
Primavera n=41 26,91 + 13,60 10,96+ 1,68 13,26 +2,02 n=50 9,90 +2,02

Verdo n=46 51,62+33,92 13,15+3,29 1585+4,19 n=46 10,19+ 1,29

4.2 Atividade da 7-etoxiresorufina-O-desetilase

A quantificacdo da atividade da 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) em
hepatopancreas de C. sapidus mostrou diferencas significativas quanto as estactes

do ano. O maior valor médio foi observado no outono (325,35 umol resorufina.min’

".mg prot™), sendo que este nao foi significativamente diferente daquele medido no

verdo. Por sua vez, o menor valor medio foi detectado na primavera (0,75 umol
resorufina.min”.mg prot™), sendo que este nao foi significativamente diferente
daguele medido no inverno. Os resultados do outono e verdo diferiram daqueles

encontrados para a primavera e inverno (Fig. 4).
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Figura 4: Atividade da EROD no hepatopéncreas de Callinectes sapidus nas diferentes
estagbes do ano. Os dados estdo expressos como média e as barras verticais indicam o
erro padrao. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).

A analise da EROD em figado de M. furnieri apresentou o maior valor no
inverno (244,98 pmol resorufina.min'1.mg prot™) , por sua vez, 0 menor valor foi ‘
observado no outono (8,17 pmol resorufina.min™.mg prot™), sendo que este no foi
significativamente diferente daquele medido no verio. Os resultados do inverno e

primavera foram significativamente menores do que os observados no verdo e ‘

outono (Fig. 5).
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Figura 5: Atividade da EROD no figado de Micropogonias furnieri nas diferentes estagbes do
ano. Os dados estdo expressos como média e as barras verticais indicam o erro padréo.
Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).

Quanto as analises da atividade da EROD em pools do copépode A. tonsa, o
maior valor foi obtidos no outono (25,99 umol resorufina.min™.mg prot™) e o menor

valor foi observado no inverno (2,53 umol resorufina.min™.mg prot™) (Fig. 6).
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Figura 6: Atividade da EROD em Acartia tonsa nas diferentes estagdes do ano. Os dados

estao expressos como média e as barras verticais indicam o erro padrdo. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p < 0,05).




36

4.3 Concentracdo de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) em
material biolégico

As maiores 6oncentragées de HPAs no figado de M. furnieriforam detectadas
no inverno (173,77 ng.g™ peso dmido) e verao (121,13 ng.g™ peso timido). O valor
médio observado no inverno diferiu significativamente daquele medido na primavera
(65,75 ng.g" peso imido) e no outono (14,09 ng.g” peso umido) (Fig. 7). Por outro
lado, o somatério dos HPAs encontrados em hepatopancreas de C. sapidus nao
variou entre os meses de inverno (361,61 ng.g™” peso umido), primavera (333,87
ng.g”’ peso Umido) e verdo (383,05 ng.g' peso umido). Somente no outono a
concentracdo de HPAs (100,83 ng.g” peso umido) foi significativamente diferente
daquelas observadas nas demais estaces do ano (Fig. 8). Em A. tonsa, néo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de HPAs entre as estagoes
amostradas, ou seja, no inverno (6,22 ng.g™"), verdo (5,71 ng.g'1) e outono (7,56
ng.g"). Devido a auséncia de A. tonsa durante a primavera no estudrio da Lagoa dos
Patos, néo foi possivel realizar a andlise da concentracdo de HPAs nesta estacao do
ano (Fig. 9).

200

ido)

peso umi

-

HPAs (ng.g™

Inverno Primavera Veréo Outono
Estagbes do Ano

Figura 7: Concentragdo de HPAs no figado de Micropogonias furnieri nas diferentes
estacbes do ano. Os dados estdo expressos como média e as barras verticais indicam o
erro padrao. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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Figura 8: Concentragéo de HPAs em hepatopancreas de Callinectes sapidus nas diferentes
estagbes do ano. Os dados estdo expressos como média e as barras verticais indicam o
erro padrao. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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Figura 9: Concentragdo de HPAs em pools de A. tonsa. nas diferentes estagdes do ano. Os
dados estd@o expressos como média e as barras verticais indicam o erro padrdo. Letras
diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).

Foram identificados 25 diferentes compostos de HPAs para as 3 espécies
analisadas. Em M. furnieri e C. sapidus, o composto que apresentou as maiores
concentracdes foi o Naftaleno e as menores concentragdes foi o Criseno (Fig. 10).
As analises realizadas em hepatopancreas de C. sapidus revelaram também a
presenca de altas concentragbes de Benzo(a)Pireno, um dos compostos mais
estudados e também mais téxico para os organismos (Fig. 11). No copépode A.

|
|
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|
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fonsa, as concentragdes dos diversos tipos de HPAs foram muito menores do que

aquelas observadas para M. furnierie C. sapidus, sendo o Fluoreno o composto com

maior concentragéo (Fig. 12).

Para todas as espécies, ndo foi encontrado um padrio de distribuicdo dos

compostos de 2 e 3 e 4 a 6 anéis aromaticos. A razdo entre as concentracdes de

determinados compostos (e.g. alto/baixo peso molecular) serve para diferenciar as

provaveis fontes de contaminacdo por HPAs, e diversas delas sdo utilizadas na
identificagdo de fontes poluidoras de HPAs em sedimentos e biota. No entanto,

como a bicacumulagédo de hidrocarbonetos em organismos é complexa e governada

por diversos fatores bidticos e abiéticos, neste trabalho optou-se por nao utilizar as

classicas razbes, mas sim o percentual dos compostos de 2 € 3 e 4 a 6 andis

aromaticos em relagdo a quantidade de HPAs totais encontrados nas amostras

(Tabela 6).
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Figura 10: Concentragdo de HPAs no figado de Micropogonias furnieri, em diferentes

estagdes do ano.
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Tabela 6: Percentual de HPAs de 2-3 anéis e de 4-6 anéis aromaticos em relacdo a
quantidade de HPAs totais encontrados nas espécies estudadas nas diferentes estacdes do
ano.

% dos HPAS de 2-3 e 4-6 anéis por Estacéo

Micropogonias furnieri Callinectes sapidus Acartia tonsa

2-3 andis 4-6 aneis 2-3 anéis 4-6 anéis 2-3 anéis 4-6 anéis

Primavera 59,21 40,78 54 31 45,68

Verao 59,47 40,52 70,86 29,13 64,10 35,14
Outono 59,96 40,03 36,96 63,03 60,94 39,05
Inverno 58,48 41,51 58,26 41,73 61,09 38,9

4.4 Relacao entre a atividade da EROD e a concentracédo de HPAs

Com o objetivo de avaliar a relagdo entre a concentragdo de HPAs e a
atividade da EROD, juntamente com as demais varidveis mensuradas, foi realizada
uma andlise de regressdo multipla (Tabela 7). Primeiramente, as andlises foram
realizadas levando-se em consideragdo a concentragdo de HPAs fotais das
amostras. Porém, para uma melhor compreenséo dos resultados, a concentragio de
HPAs foi divida de acordo com o nimero de anéis aromaticos presentes no
composto. Desta forma, uma nova tabela de regressdo muliipla foi elaborada
utilizando-se a concentracdo dos HPAs de 2 e 3 e de 4 a 6 anéis aromaticos (Tabela
8). Em ambas as tabelas (7 e 8) somente estdo expressas as correlacdes
significativas, e o valor encontrado para correlagéo da atividade da EROD com a
concentragdo de HPAs foram incluidos para mostrar que estes ndo foram

significativos.
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Tabela 7: Regressdo mdliipla entre a varidvel dependente (atividade da EROD) e as
variaveis independentes (H= Concentracio de HPAs Totais, P= Peso, CP= Comprimento
Padrao, CT= Comprimento Total, T=Temperatura, pH= pH, S= Salinidade) AIC = critério de
informacao de Akaike.

Analise Regresséo Multipla

Variaveis
Dependente Independentes AIC R? o)
H+P+CP+CT+T+pH+S 196,16 (0,46 0,01
H+P+CP+CT+pH+S 194,36 0,45 0,008
P+CP+CT+pH+S 192,56 0,45 (0,003
Micropogonias P+ CP+CT+pH 190,9 0,45 0,001
furnieri EROD CP + CT + pH 189,38 0,44 0,0006
CP + pH 188,29 0,42 (,0002
H 0,01 0,46
cP 0,15 0,02
pH 0,34 00,0003
H+C+T+pH+S 24485 0,271 0,06
H+C+T+pH 2429 0,27 0,03
Callinectes C+T+pH 241,25 0,26 0,01
sapidus EROD T+ pH 240,32 0,24 0,007
T 239,69 (0,21 0,0033
H 0,09 0,06
pH 0,09 0,05
H+T+pH+S 79,059 0,39 0,04
H+T+3 77,98 (0,37 0,02
Acartia fonsa EROCD H+8 77,38 0,33 0,017
S 76,91 (0,28 0,0083
H 0,05 0,29




Tabela 8: Regressdo mdiltipla entre a variavel dependente (Atividade da EROD) e as
variaveis independentes (HPAs de 2 e 3 e de 4 a 6 andis aromaticos).( H2-3 = Concentragéo
de HPAs de 2 a 3 anéis, H4-6 = Concentracio de HPAs de 4 a 6 anéis, P = Peso, CP =
Comprimento Padrao, CT = Comprimento Total, T = Temperatura, pH = pH, S = Salinidade).
AlC = critério de informacéo de Akaike.

Andlise de Regresséo Multipla

Variaveis
Dep. Independentes AlIC R? p
H2-3+P+CP+CT+T+pH+S 188,52 (0,39 0,06
H23+P+CT+T+pH+S 186,54 0,39 0,03
H2-3 P+CT+T+pH+S 184,58 0,39 0,01
P+CT+pH+ 5 182,72 (.39 0,007
EROD P 4+ CT + pH 180,81 0,39 0,002
P+ pH 179,62 0,37 0,001
M’ﬁffiﬁgﬁ?’ag H2-3 0 0,92
H4-6 +P+CP+CT+T+pH+S 154,39 0,65 0,00005
H4-6 +P+CP+T+pH + S 152,44 065 0,000
Epop H46+P+CP+pH+S 150,76 0,65 6E-06
H4-6 H4-6 + P + CP + pH 149,43 0,64 2E-06
H46 0,44 5E-06
H2-3+CT+T+pH+S 210,58 0,41 0,006
H 2.3 H2-3+CT+T+pH 208,59 0,41 0,002
H2-34+CT+T 207,35 0,39 0,001
EROD H2-34+T 206,21 0,38  0,0004
Callinectes H2-3 0,29 0,0008
sapidus
H4-6 +CT+T+pH+S 22536 0,37 0,01
CT+T+pH+S 223,36 0,37 0,004
H 46 EROD CT+ T+ pH 221,7 0,36 0,001
T+ pH 220,73 0,35  0,0008
T 220,14 0,32  0,0002
H2-3+T+pH+S 7953 0,38 0,05
H2-3 H2-3+T+ § 78,31 0,36 0,03
EROD 1. 8 77,7 0,32 0,01
S 76,21 0,28 0,008
Acartia fonsa
H4-6 +T+pH + S 68,72 0,24 0,27
crop T tPH+S 67,29 022 0,19
H4-6 T +pH 6596 02 0,11

T 6552 0,14 0,08
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As variaveis que apresentaram correlac@o significativa com a atividade da
EROD foram plotadas em gréficos de dispersdo, com o intuito de melhor

visualizagdo dos resultados.
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Atividade da EROD (umol de resorufina.min-1.mg prot-1)

8 10 12 14 16 18

Comprimento Padrao (cm)

Figura 13: Relag8o entre a atividade hepatica da EROD e o comprimento padrao em
Micropogonias furnieri (p <0,05 e * = 0,159).
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Figura 14: Relag&do entre a atividade hepatica da EROD e o pH da agua em Micropogonias
furnieri. (p < 0,05 e ? = 0,35)
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Figura 15: Relag&oc entre a atividade hepatopancreatica da EROD e a temperatura da agua
em Callinectes sapidus. (p < 0,05 e i* = 0,21) Breakpoint = 22,80C.
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Figura 16: Relagdo entre a atividade corporal da EROD e a salinidade da agua em Acartia
tonsa. (p < 0,05 e * = 0,28).

A relagéo entre a concentragio de HPAs de 2 a3ede 4 a6 aneéis aromaticos
foi plotada em gréaficos de dispersédo. Pode-se observar que para M. furnieri a ERQOD
apresenta correlacéo significativa somente com os compostos de 4-6 aneis (Fig. 17).
Devido ao comportamento da atividade da EROD em fungdo da concentracdo dos
compostos de 4-6 anéis aromaticos, foi realizada uma andlise de regressac linear
seccionada. Esta analise identificou duas equacdes que melhor explicam a
dispersdo dos pontos, bem como um ponto de quebra, ou seja, a concentracéao de
HPAs (28,12 ng.g”) onde o comportamento da atividade da EROD é modificada.
Neste caso, nas concentracdes de HPAs menores que este ponto de quebra a
atividade da EROD n&o se mostra um bom biomarcador, mas, acima deste ponto a
atividade desta apresenta-se como um potencial indicador da contaminagio por
HPAs de 4 a 6 anéis aromaticos (Fig. 17).

Por outro lado, ndo foi observada correlacéo significativa entre a
concentragdo de HPAs e a atividade da EROD nos crustdceos analisados (C.
sapidus e A. tonsa).
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Figura 17: Relaco entre a atividade hepatica da EROD e a concentragéo de HPAs de 4 a 6
anéis aromaticos em Micropogonias furnieri. (p < 0,05 e r = 0,60).
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que a regido estuarina da Lagoa dos Patos (Rio Grande, RS) &
constantemente impactada por uma diversidade de contaminantes, e o
desenvolvimento de ferramentas que permitam a avaliacdo dos efeitos deletérios
desses contaminantes nos organismos faz-se necessdrio. Assim, este trabalho
avaliou a atividade da 7-etoxiresorufina-O-desetilase, um conhecido biomarcador de
contaminacao por compostos orgénicos planares, em trés espécies de relevancia
ecologica na Lagoa dos Patos.

O metabolismo dos animais aquaticos estd diretamente relacionado com
condicbes do meio em que vivem. Par8metros como temperatura, salinidade e oH
exercem grande influéncia sob os processos regulatdrios internos, e, visto que 0s
estuarios sdo ambientes altamente dindmicos, cabe aos organismos ajustar-se as
constantes variagoes nos parametros abiéticos que ocorrem nas regides estuarinas.
Esse ajuste demanda uma cascata de reacdes bioquimicas e respostas fisioldgicas,
que, quando na presenca de algum contaminante, acabam acontecendo de forma
irregular e descontinua.

As enzimas da familia CYP1A s@o um sistema de enzimas crucial para a
biotransformagao de xenobibticos, mas também exercem importante funcédo no
metabolismo de vérias substancias enddgenas, como na producéo de hormodnios
esterdides e no metabolismo de acidos graxos. Portanto, a atividade da EROD pode
ser influenciada por um grande numero de fatores bidticos e abidticos, tais como
temperatura da agua, idade do animal e estagio reprodutivo. Uma compreensao da
influéncia desses fatores nas respostas bioldgicas &, portanto, critica para o
entendimento dos dados provenientes de estudos de campo que utilizem este
biomarcador (ANDERSSON & FORLIN, 1992). Por estas razdes, integrada 2
atividade da EROD é necessdria a avaliacdo da possivel influéncia das condicdes
ambientais, bem como das caracteristicas individuais dos organismos na resposta
do biomarcador em questio.

Quando os dados obtidos para as trés espécies estudadas foram
relacionados com os dados bioldgicos e os pardmetros ambientais, estes
apresentaram, em alguns casos, uma influéncia sobre a resposta do biomarcador.
Em M. furnieri, a atividade da EROD apresentou uma relagéo significativa com o pH
da agua (Fig. 14) e também com o comprimento padrdo do peixe (Fig. 13). A relacao
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negativa entre o comprimento padrido e a EROD mostra que quanto maior o peixe,
menor a atividade desta enzima, sugerindo que animais maiores possuem menor
capacidade de destoxificacdo, devido a uma diminui¢go do metabolismo, em relagéo
a animais menores. De fato, os estagios iniciais de desenvolvimento parecem ser
particularmente sensiveis aos ligantes do receptor AhR em peixes (WALKER e
PETERSON, 1991).

Para C. sapidus, as alteracbes na atividade da EROD nao estao
correlacionadas com as varidveis abidticas e bidticas analisadas. Foi observado
apenas um aumento da atividade da EROD em temperaturas mais elevadas (acima
de 22 C).

Acartia tonsa é considerado um copeépode cosmopolita e bastante resistente a
variagbes de salinidade (MONTU e GOEDEN, 1986). No entanto, quando o seu
otimo de salinidade nio é atingido, um estresse i6nico e osmoético é gerado,
podendo alterar a atividade de complexos enzimaticos. No presente estudo, a
variag&o da atividade da ERCD em A. fonsa apresentou uma relacéo positiva com a
salinidade, ou seja, a atividade enzimatica aumentou com o aumento da salinidade.
Considerando que néao houve correlagao entre a concentracéo corporal de HPAs e a
atividade corporal da EROD em A. tonsa, a variagdo na atividade enzimatica nas
estacOes amostradas pode ser explicada, portanto, pelas mudancas na salinidade
da agua. Cailleaud et al. (2007) avaliaram a relacéo da salinidade e temperatura na
variagdo de biomarcadores conhecidos (Acetilcolinesterase e Glutationa S-
transferase), utilizando o copépode Eurytemora affinis. Foi observado neste estudo

que a salinidade também exerceu um efeito relevante na atividade de ambos

complexos enzimaticos, sendo que a temperatura pareceu ndo ser um fator

determinante para tal resultado.

Recentemente, Leguen (2010) demonstrou que a atividade da EROD em

Onchorhyncus mykiss (truta arco-iris) é induzida pela variagdo abrupta da salinidade

(choque hiperosmético), como uma tentativa de aclimatacdo as novas condicdes

ambientais. No entanto, no presente estudo realizado com individuos coletados em

campo nao foi observada uma influéncia significativa da salinidade da 4gua na

atividade da EROD, sugerindo que apenas variagbes abruptas de salinidade

induzem a atividade deste biomarcador em peixes.

A contaminagdo por hidrocarbonetos no estuario da Lagoa dos Patos é difusa,

ou seja, varias sao as fontes potenciais desses contaminantes para a regiao. Por ser




49

uma area de extensa atividade antrdpica, possuindo um dos maiores complexos
portuérios do pais, a regido sofre diariamente com o impacto da contaminacdo por
Oleos. Além disso, os esgotos domésticos e industriais que sdo lancados em sua
maioria sem fratamento, contribuem com uma grande parte dos danos causados
pela poluicao por hidrocarbonetos.

Hidrocarbonetos petrogénicos possuem um percentual de compostos de 2 e 3
anéis maior do que a porcentagem dos compostos de 4 a 6 anéis aromaticos. Estes,
quando se apresentam em quantidade elevada, caracterizam origem pirolitica. As
amostras analisadas neste trabalho néo apresentaram diferengas marcantes quanto
ao percentual de compostos de 2 e 3 ou 4 a 6 aneis. Portanto, de uma forma geral,
pode-se dizer que os hidrocarbonetos analisados neste trabalho, que correspondem
a uma meédia anual da contaminagdo na Lagoa dos Patos, sdo provenientes de
fontes mistas.

A acumulacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) nos
organismos marinhos pode-se dar através de diferentes vias. A captacéo pelos
organismos esta diretamente relacionada com a biodisponibilidade dos compostos,
que por sua vez, esta associada a solubilidade em agua. Portanto, compostos mais
soliveis sdo captados mais através da dgua, enquanto os menos sollveis, que se
agregam a particulas, sdo incorporados principalmente através da alimentacdo. A
bioacumulacao de HPAs pelos organismos a partir do sedimento é geralmente maior
para os compostos de alto peso molecular e menos soluveis, do que para os de
baixo peso molecular, visto que estes se agregam as particulas em suspensio e sio
facilmente depositados. Outros fatores que exercem grande influéncia na
acumulacdo de HPAs nos organismos sfo o habito alimentar, bem como a
composicao da dieta (BAUMARD, 1998). Assim como para os fatores abidticos
discutidos acima, a bicacumulagdo de HPAs depende também do desenvolvimento
do animal e da capacidade que este possui de biotransformar certos compostos,
sendo que quanto maior o nivel tréfico, maior a capacidade de destoxificagdo do
animal (LIVINGSTONE, 1992).

As concentragbes de HPAs encontrados para o copépode A. fonsa estao
acima daquelas relatadas por Pane et al (2005), para uma regido portuéria
conhecidamente poluida da ltélia. A. tonsa ndo apresentou naftaleno acumulado em

seus fecidos. O naftaleno é o composto mais leve e mais sollivel em agua, ou seja,

nao se agrega em particulas em suspensio. Visto que o copépode se alimenta de
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pequenas particulas, especialmente fitoplancton, era esperado, de fato que 0s
compostos mais soltveis nao fossem encontrados em alta quantidade. Além disso,
Cailleaud et al. (2009) em experimentos de laboratério observou que o copépode
Eurytemora affinis possui maior capacidade de eliminar os compostos de baixo peso
molecular e de acumular os de maior peso molecular, complementando os dados
encontrados neste trabalho. Por outro lado, o Fluoreno foi o composto que se
apresentou em maior concentragdo no copépode A. tonsa, indicando que existe
alguma fonte especifica de contaminacéo deste composto.

Com relacéo a outra espécie de crustdceo avaliada no presente estudo, o siri-
azul C. sapidus, foram observadas concentragbes elevadas de HPAs Np
hepatopéncreas. Estes resultados podem estar associados ao maior teor lipidico que
este tecido possui. Além disso, cabe ressaltar que 0 mecanismo de
biotransformacdo dos crustaceos ndo é tdo desenvolvido com relagcao a estes
poluentes quanto aquele presente nos vertebrados (SNYDER, 2000)

De uma forma geral, as variagbes na atividade hepatopancreatica e corporal
da EROD em C. sapidus e A. tonsa podem ser explicados por alteracbes nos
parametros abicticos, tal como uma estimulacdo a alias temperaturas em C. sapidus,
e a salinidade (A. fonsa). Além disso, ndo foram observadas correlacdes
significativas entre as concentragdes de HPAs e a atividade da EROD, indicando
que este parametro bioquimico ndc se constitui em uma potencial ferramenta
biomarcadora para monitoramento de contaminagao por hidrocarbonetos na biota do
estuario da Lagoa dos Patos (RS).

A auséncia de correlacbes significativas entre as concentracbes de HPAS,
tanto de 2 e 3 quanto de 4 a 6 anéis em C. sapidus e A. fonsa, pode estar
relacionada, n&@o sé devido a infludncia de varidveis abidticas na atividade
enzimatica, mas também pelo fato de que as respostas da CYP1A sio geralmentie
muito. baixas em crustdceos (JAMES e LITTLE, 1984). Por exemplo, Sundt (1998)
nao encontrou respostas da CYP1A em caranguejos expostos ao benzo(a)pireno, e
atribuiu esta auséncia de resposta a falta do receptor AhR, componente essencial
para o metabolismo de HPAs em vertebrados.

Com relagdo a espécie de peixe avaliada no presente estudo, a corvina M.
furnieri possui habito demersal, ou seja, néo é considerado um peixe bentbnico, mas
vive associado ao fundo. Esse comportamento pode explicar a concentragdo de

hidrocarbonetos de alfo peso molecular (4 a 6 anéis) encontrada. Como essa
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especie € onivora e consome uma variedade de presas, os hidrocarbonetos podem
ser facilmente ingeridos junto com a alimentagdo. No entanto, também foram
encontradas conceniragbes de hidrocarbonetos de baixo peso molecular,
provavelmente incorporados durante a respiragdo e natacfo. Uma andlise mais
detalhada de HPAs nas branquias, que é o primeiro érgdo de contato com o
ambiente exierno, poderia elucidar esta hipdtese.

De acordo com 0s dados apresentados neste trabalho, a atividade da EROD
em M. fumnjeri apresentou uma relagdo negativa com o pH da &gua superficial.
Diminuigdes no pH acarretam em um aumento da ventilagdo em peixes teledsieos, e
consequentemente em um aumento no consumo de oxigénio (SCHMIDT e
NIELSEN, 2002). A diminuigdo do metabolismo poderia explicar a diminuicdo da
atividade da EROD encontrada para M. furnieri.

Através dos resultados obtidos no presente estudo pode-se observar que a
atividade da EROD em M. furnieri foi claramente induzida pelos compostos de alto
peso molecular (Fig 17) a partir da concentragdo de 28,12 ng.g'. Um estudo
realizado por Gravato e Santos (2002) utilizando o peixe Dicentrarchus labrax
(robalo) mostrou que, quando expostos a compostos de diferentes pesos
moleculares, a atividade da EROD era induzida preferencialmente pelo
benzo(a)pireno (alto peso molecular), e ndo apresentou resposta quando exposta ao
naftaleno (baixo peso molecular). A alta conceniracdo de naftaleno encontrada nas
amostras de M. furnieri e C. sapidus poderia explicar a baixa correlagédo observada
entre 0 somaltorio da concentragio dos HPAs e a atividade da EROD. Além disso,
alguns trabalhos indicam que o naftaleno ndo é um bom agonista para o AhR, o que
reforga a auséncia de correlagdo entre o somatério da concentracdo de HPAs e a
atividade da EROD (GRAVATO e SANTOS, 2002)

Com base nestes resultados, pode-se afirmar que a atividade hepatica da
EROD em M. furnieri apresenta-se como um bom biomarcador de contaminagio por
HPAs de alto peso molecular na regio estuarina da Lagoa dos Patos (RS). Cabe
ressaltar que esta afirmativa leva em consideracdo alteracdes de pardmetros
abidticos frequentemente observados no estudrio da Lagoa dos Patos (RS) em
funcdo das estagbes do ano, bem como dados biométricos dos individuos
analisados evidenciando assim a robustez da atividade hepética da EROD como

potencial ferramenta no monitoramento da exposicdo de hidrocarbonetos neste

ambiente estuarino.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A atividade hepatica da EROD na corvina M. furnieri apresentou-se como um
potencial biomarcador de contaminacgdo por hidrocarbonetos de alto peso molecular.

For outro lado, os resuliados obtidos para as duas espécies de crustaceos
estudadas indicam que a atividade da EROD é influenciada tanto por fatores
bioldgicos quanto parametros abidticos, ndo se constituindo, portanto, em um bom
biomarcador de contaminagdo por HPAs na Lagoa dos Patos (RS). Considerando o
fato de que ndo houve uma resposta da atividade da EROD em fungéo do nivel de
acumulagao de HPAs (baixo e alto peso molecular) nos crustdceos estudados,
recomenda-se futuramente a utilizacdo de ferramentas genéticas, com o intuito de
mapear os genes e pseudogenes envolvidos na biotransformacio de xenobidticos
neste grupo de animais.

Finalmente, com vistas a evidenciar e melhor caracterizar a influéncia de
parametros abidticos sobre a atividade da EROD e reforcar o papel desta como
biomarcador de exposicdo a HPAs de alto peso molecular, recomenda-se a

realizag@o ensaios toxicolégicos em laboratério.
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