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InTrRODUCAO GERAL

Os ambientes aquaticos ao redor do mundo sdo os mais impactados pelas atividades
antropogénicas, sendo o destino final de toneladas de poluentes por ano (White e
Rasmussen, 1998; Ohe et al., 2004). Considerando que os poluentes organicos e
inorganicos tém sido produzidos e em parte liberados no ambiente sem o devido
tratamento, podendo causar efeitos adversos ao nivel de ecossistema, comunidades,
populagdes, organismo, sistema, tecidos, celular at¢ molecular (Pra et al., 2005), a
avaliacdo da contaminagdo destes ecossistemas tém sido de grande interesse nas ultimas
décadas em todo o mundo (Cardozo et al., 2006). A avaliagdo de substancias quimicas no
ambiente ¢ o principal método para o monitoramento de ambientes impactados, porém, ha
grande discussdo sobre as limita¢des destas andlises, (Claxton et al., 1998), e atualmente, as
comunidades bioldgicas tém sido utilizadas como bioindicadoras, pois respondem aos
efeitos adversos de forma mais adequada (ex., Peso-Aguiar et al., 2000; Bervoets et al.,
2005; Hatje et al., 2006). Para a avaliagdo destes efeitos, também sdo utilizados
instrumentos como os biomarcadores, que podem ser definidos como uma mudanga na
resposta biologica (estendendo-se de nivel molecular a celular, e respostas fisiologicas a
comportamentais) as quais podem ser relacionadas a exposi¢do ou efeitos de substincias

quimicas ambientais (van der Oost et al., 2003).

Biomarcadores tém sido utilizados em estudos de laboratério demonstrando efeitos
adversos de substancias quimicas como metais e hidrocarbonetos policiclos aromaticos (Al-
Sabti e Metcalfe, 1995; Pacheco e Santos, 2002). Dentre os numerosos contaminantes

causadores de impactos em ambientes aquaticos, HPA, PCB e metais sdo de interesse



particular, podendo se acumular em matrizes diversas como agua, solo, sedimento, ar e
tecidos vivos (Lafabrie et al., 2007). Porém, o sedimento ¢ a matriz onde muitos poluentes
se acumulam apos sedimentacao e adsor¢do a particulas (McCready et al., 2000; Mendil e
Uluozli, 2007). Os HPA sao definidos como uma classe de substancias compostas de dois
ou mais anéis aromaticos, encontrados em misturas complexas com mais de cem compostos
individuais, presentes em diversas matrizes, como ar, alimentos, solo, sedimentos, agua,
além de géneros alimenticios (Juhasz e Naidu, 2000; Banjoo e Nelson, 2005). Originam-se
de fontes naturais, antropogénicas (ver: Aboul-Kassim ¢ Somoneit, 1996, Gogou et al.,
1999; Budzinski et al., 1997), pirogénicas e petrogénicas (Arcaro et al., 1999, Bicego et al.,
2006). Dezesseis destes compostos foram incluidos pela Comunidade Européia e pela
Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), na lista de poluentes
prioritarios (Magi et al., 2002; Anyakora et al., 2005). Segundo Song et al. (2006), os HPA
e PCB s3o poluentes organicos persistentes no ambiente, t€ém baixo metabolismo e
degradabilidade por muitos organismos vivos, sendo que, os metais sdo facilmente
adsorvidos e tendem a se acumular dentro de particulas do solo, destacando seu potencial
toxico e genotoxico por diversos autores (Trapido e Veldre, 1996; Jongeneelen, 1997; Li e
Ro, 1999; Witt e Trost, 1999; Doong e Lin, 2003; Willes, 2004; Wild e Jones, 1995;
Burkhardt et al., 2005; Liu et al., 2005; Boonyatumanond et al., 2006; Galloway, 2006;
Olivella et al., 2006). Dentre os efeitos adversos destes poluentes destacam-se também:
lesdes dérmicas, perda de peso corporal, hepatoxicidade, imunossupressdo, toxicidade
reprodutiva e do desenvolvimento, distirbio endocrino e neurotoxicidade (Zhong et al.,

1995; Song et al., 2006).



Assim como os HPA, os metais sdo poluentes de grande interesse atualmente, ja que sua
contaminagdo em sedimentos pode afetar a qualidade da 4gua, a bioassimilacdo e a
bioacumulagcdo em organismos aquaticos, resultando em danos potenciais, a longo prazo,
para a saude humana e para o ecossistema (Ip et al., 2007). A principal origem destes
poluentes em ambientes costeiros marinhos estd relacionada as fontes de poluigdo em
estuarios adjacentes e rios, principalmente relacionadas a atividades humanas de origem
terrestre, como, mineracdo, industria, desenvolvimento urbano, aqiiicultura intensiva,
efluentes ndo tratados e atividades portuarias (Dalman et al., 2006). Dentre os efeitos
adversos, altos niveis de metais despejados em ecossistemas aquaticos podem resultar na
eliminagdo seletiva de muitos estadios de vida de espécies de peixes, distirbios na
regulagdo de ions, reducdo na velocidade de natagdo e reducdo no crescimento (Bervoets e
Blust, 2003), alteragdes na comunidade de peixes (Bervoets et al., 2005; Hatje et al., 2006),
anormalidades morfoldgicas, disturbios neurofisioldgicos, distirbios em atividades
enzimaticas ¢ hormonais, assim como alteracdo na taxa de crescimento e aumento da
mortalidade (Idris et al., 2007), além de danos no DNA (Knasmiiller et al., 1998; Ferraro et

al., 2004).

Para detectar os efeitos de poluentes como metais ¢ HPA nos ecossistemas, um dos
instrumentos utilizados no monitoramento ambiental sdo os bioensaios. Uma ferramenta
importante nos bioensaios sdo os testes de mutagénese que detectam danos no material
genético (Claxton et al., 1998). Dentre muitos testes de mutagénese empregados no
biomonitoramento, ex., ensaio cometa, aberracoes nucleares, aberracdes cromossomicas,
teste smart (Ateeq et al., 2002; Arkhipchuk e Garango, 2005; Buschini et al., 2004;

Diekmann et al., 2004; Ferraro et al., 2004; Hayashi et al., 1998), o teste do microntcleo ¢



relativamente simples, sensivel e tem sido utilizado para avaliar os efeitos de compostos
mutagénicos em muitos ambientes (Al-Sabti e Metcalfe, 1995). Micronucleos
correspondem a fragmentos cromossOmicos ou Cromossomos inteiros, que estdo presentes
no citoplasma da célula (Al-Sabti e Metcalfe, 1995; Cavas e Ergene-Goziikara, 2003).
Aumentos nas freqiiéncias de micronucleos, resultantes de danos no DNA, sao
potencialmente causados por agentes mutagénicos, como metais € compostos organicos

(Ferraro et al., 2004).

Os peixes tém sido amplamente utilizados como organismos sentinela em estudos de
impactos ambientais (van der Oost et al., 2003), por sua grande diversidade e facilidade de
coleta, facil manutencdo em laboratério e manipulagdo, além de baixos custos dos métodos
e sua distribuicdo mundial (Hayashi et al., 1998; Rodrigues-Cea et al., 2003; Cavas, et al.,
2005). Por estas caracteristicas, estes organismos sdo amplamente utilizados em estudos da
avaliagdo de genotoxicidade em ambientes aquaticos pelo teste dos micronticleos (Al-Sabti
e Metcalfe, 1995). Inicialmente proposto em eritrdcitos de peixes, na década de 1980
(Metcalfe, 1988), o teste com eritrdcitos micronucleados permite uma resposta rapida sem

sofrimento e sacrificio dos organismos (Missini et al., 1995).

Os efluentes domésticos e industriais sao uma das principais fontes de contaminantes para
os ecossistemas aquaticos (Claxton et al, 1998). Os efluentes sdo misturas de natureza
quimica complexa, produzidos por atividades humanas (Castillo et al., 2001). Muitos
compostos como metais ¢ HPA, presentes nesta mistura sdo potencialmente toxicos e
mutagénicos (Cabrera et al., 1999). Atualmente em muitos paises, a avaliagdo de possiveis
efeitos adversos destas descargas para o ecossistema sdo ineficientes, pois sdo priorizadas

apenas analises quimicas antes da disposi¢cdo. Segundo o IBGE, (2002), no Brasil apenas



52,2% dos municipios sdo atendidos com servigo de coleta de esgoto. Destaca-se que
66,2% dos distritos brasileiros ndo dao nenhum tipo de tratamento aos esgotos coletados,
que sao despejados in natura nos corpos de agua ou no solo (IBGE, 2002). Algumas fontes
de substancias quimicas genotoxicas em extratos de aguas superficiais e residuos
municipais incluem descargas sanitarias, pesticidas de gramados e jardins, combustao por
produtos que entram no sistema municipal via escoamento superficial de estradas, areas
comerciais e industriais, descargas de hospitais e instituicdes de pesquisa que usam drogas
antineoplasicas e genotoxicos experimentais (White e Rasmussen, 1998; Emamnuel et al.,

2005).

A descarga de efluentes domésticos ndo tratados em ambientes aquaticos na Bahia ainda ¢
uma das principais fontes de impactos ambientais. Como resultado destes impactos, alguns
estudos realizados na Baia de Todos os Santos, no qual esta inserida uma parte do litoral da
cidade de Salvador, sugerem que h4 contaminacdo com substincias com potencial toxico e
genotdxicos como metais (Pb, Cr, As e Mn) (Hatje et al., 2006), hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA) e hidrocarbonetos policiclicos alifaticos (Martins et al.,
2005). Diferentes pesticidas derivados de efluentes domésticos (Tavares et al., 1988),
efluentes de mais de 20 industrias, atividades agropecudrias, atividade de producgdo e
transporte de petroleo pela Refinaria Landulpho Alves, também contribuem para a
poluicdo, como evidenciado por diversos autores (Porte et al., 1990; Peso-Aguiar et al.,
2000; Venturini et al., 2004; Venturini ¢ Tomasi, 2004). O presente trabalho tem como
objetivos: (1) avaliar o uso do biomarcador de genotoxicidade pelo teste dos micronticleos

em Bathygobius soporator; (2) avaliar a indu¢do de microntcleos pelo efluente doméstico



na espécie marinha Bathygobius soporator e avaliar a toxicidade do efluente doméstico em

duas populagdes desta espécie.
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RESUMO

O objetivo deste estudo ¢ avaliar o uso do biomarcador de genotoxicidade micronucleo
pisceo em Bathygobius soporator do litoral de Salvador (Ba). Neste estudo foram avaliados
metais (Cr, Cd, Mn, Pb, Hg, Zn) e hidrocarbonetos policiclos aromaticos com os dezesseis
compostos prioritarios no sedimento. Foram feitas mensuracdes de oxigénio dissolvido, pH
e temperatura da dgua das pogas-de-maré. Foi coletado sangue periférico branquial de
adultos da espécie marinha B. soporator para andlise de eritrocitos micronucleados em
pocas-de-maré de dez pontos do litoral da cidade de Salvador. Os resultados mostraram que
a freqiiéncia média de microntcleos foi significativamente mais elevada (p < 0,05) na
maioria dos pontos amostrais quando comparadas aos controles negativo e positivo em
laboratério. Houve uma correlagdo (r =-07,43, p = -0,023) pelo teste de correlagdo de
Pearson entre a freqiiéncia média de micronucleos e o primeiro eixo da analise dos
componentes principais, no qual este eixo explicou a maior variagao dos dados (70,56%).
Nao foi possivel estabelecer uma correlagdo entre os HPA e a freqiiéncia de micronucleos,
porém, concluimos que houve uma correlacdo entre os metais do sedimento e a freqiiéncia

de eritrécitos micronucleados dos peixes.

Palavras-chave: genotoxicidade, micronucleos, metais, hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos, peixes, Bathygobius soporator.
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ABSTRACT

The aim of this study was to use the genotoxicity biomarker through micronucleus test in
Bathygobius soporator in an urban coast environment. Herein we evaluated the metals Cr,
Cd, Mn, Pb, Hg, Zn and 16 polycyclic aromatic hydrocarbons in the sediments. The
dissolved oxygen, the pH and tide-pools temperature were measured as well. Micronucleus
analyses were carried out on peripheral blood erythrocytes of Bathygobius soporator. There
were significant differences (p < 005) in the frequencies of micronclei betwen the negative
and positive controls and the treatments (ANOVA one-way). Significant correlation was
observed (r =-0,743, p =-0,023) between average frequency of micronucleus and the first
axis of principal components analyses (PCA), which explained most of data variation
(70,56%). We concluded that were a correlation between the micronucleus frequency and

metals.

keywords: genotoxicity, micronucleus, metals, polycyclic aromatic hydrocarbons,

Bathygobius soporator.
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1.1 INTRODUCAO

A poluicdo ambiental, atualmente, ¢ um problema mundial originado da expansao e
atividades urbanas bem como industriais, que produzem centenas de compostos organicos e
inorganicos diariamente (Byrne, 1997; Trielli et al., 2007). Danos ao ambiente por
atividades antropogénicas ndo ¢ um fendmeno recente, porém, preocupante pelo seu
aumento excessivo em curto espaco de tempo nas ultimas décadas (Knapen et al., 2004;
Yeung e Petrosyan, 2008). Desde o século XX tem sido produzidas toneladas de poluentes
por ano, como metais € compostos organicos, como bifenis policlorinados (PCB),
pesticidas organoclorados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) e alifaticos,
dibenzofuranos policlorinados e dibenzodioxinas. Uma parte destas substancias sao
liberadas no ambiente (van der Oost et al., 2003), sendo os ecossistemas aquaticos um dos
destinos finais (Ohe et al., 2004). A avalia¢do de substancias quimicas no ambiente ¢ o
principal método para o monitoramento de ambientes sujeitos a contaminagdo, porém, ha
grande discussdo sobre as limitagdes destas andlises (Claxton et al., 1998; Angerer et al.,
2007). Testes ecotoxicologicos ou bioensaios, empregados para detectar efeitos adversos de
substancias nos organismos, sdo uma poderosa ferramenta na identificacdo, compreensao,
avaliacdo e previsao de risco de compostos toxicos (Lambolez et al., 1994; da Silva et al.,
1998; Boogaard, 2007; Hays et al., 2007). Para a avaliacdo destes efeitos, também sdo
utilizados instrumentos como os biomarcadores, que podem ser definidos como uma
mudanga na resposta biologica (estendendo-se de nivel molecular a celular, e respostas
fisiologicas a comportamentais) as quais podem ser relacionadas a exposicao ou efeitos de

substancias quimicas ambientais (van der Oost et al., 2003).
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Estudos tém avaliado os efeitos adversos de poluentes nos organismos, sendo que, 0s
metais e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) tém atraido grande atengdo por
seus efeitos toxicos e genotdxicos (Wild e Jones, 1995; Zhong et al., 1995; Trapido e
Veldre, 1996; Jongeneelen, 1997; Li e Ro, 1999; Witt e Trost, 1999; Doong e Lin, 2003;
Willes, 2004; Burkhardt et al., 2005; Liu et al., 2005; Boonyatumanond et al., 2006;
Galloway, 2006; Olivella et al., 2006; Song et al., 2006). As fontes de HPA sdo de origens
diversas (Aboul-Kassim e Simoneit, 1996; Arcaro et al., 1999; Gogou et al., 1999; Bicego
et al., 2006; Budzinski et al., 1997) e estes correspondem a uma classe de substancias
compostas de dois ou mais anéis aromaticos, encontrados em misturas complexas com mais
de cem substancias individuais, presentes em diversas matrizes (ver: Juhasz e Naidu, 2000;
Banjoo e Nelson, 2005). Dezesseis destes compostos foram incluidos pela Comunidade
Européia e pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), na lista de

poluentes prioritarios (Magi et al., 2002; Anyakora et al., 2005).

Grande interesse tém sido demonstrado em compostos inorganicos como metais, ja que a
contaminag¢do por alguns destes metais em sedimentos, podem afetar a qualidade da 4gua, a
bioassimilacdo e a bioacumulagdo em organismos aquaticos, resultando em danos
potenciais, a longo prazo, para a saide humana e para o ecossistema (Ip et al., 2007). A
origem da entrada destes compostos para o ambiente aquatico ¢ derivada principalmente de
atividades antropogénicas como, minerac¢ao, industria, desenvolvimento urbano,
aqiiicultura intensiva, efluentes nao tratados e atividades portudrias (Dalman et al., 2006).
Dentre os efeitos adversos, altos niveis de metais despejados em ecossistemas aquaticos
podem resultar na eliminacao seletiva de muitos estadios de vida de espécies de peixes

(Bervoets et al., 2005), além de distirbios na regulacao de ions, redu¢do na velocidade de
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natacdo, reducao no crescimento (Bervoets e Blust, 2003), anormalidades morfologicas,
disturbios neurofisiolégicos, disturbios em atividades enziméticas e hormonais, assim como
alteragdo na taxa de crescimento e aumento da mortalidade (Idris et al., 2007), além de
danos no material genético (Knasmiiller et al., 1998; Ferraro et al., 2004). Como
conseqiiéncia, pode ser esperado, que a poluicao por metais, também resultara em

alteracdes na comunidade de peixes (Bervoets et al., 2005; Hatje et al., 20006).

O teste dos microntcleos ¢ um ensaio relativamente simples, confidvel, sensivel e tem sido
utilizado para avaliar os efeitos de compostos mutagénicos em diferentes ambientes (Al-
Sabti e Metcalfe, 1995; Hayashi et al., 1998), vez que estes correspondem a fragmentos
cromossomicos, que aumentam em freqiiéncia como resultado de quebras cromossdmicas
apos a acdo clastogénica (quebras de cromossomos) ou cromossomos inteiros que nao
migraram durante a anafase como resultado de efeitos aneugénicos (inducao de aneuploidia
e segregacao cromossomica anormal) (Al-Sabti e Metcalfe, 1995; Cavas e Ergene-

Goziikara, 2003).

A polui¢do hoje ¢ um problema mundial que tem afetado a maioria dos ecossistemas, por
isso, muitos organismos t€m sido utilizados como sentinela no monitoramento ambiental de
ambientes impactados (van der Oost et al., 2003). Espécies de diversos grupos sao
empregadas para estudos de avaliacdo de impactos, como exemplo do teste dos
micronucleos, utilizando organismos como plantas (Steinkellner et al., 1999), moluscos
(Venier e Zampieron, 2005), anfibios (Lajmanovich et al., 2005), répteis, passaros ¢
mamiferos (Zuiiga-Gonzalez et al., 2000; Zuniga-Gonzalez et al., 2001) e peixes (Al-Sabti
e Metcalfe, 1995). Atualmente, os peixes tém sido amplamente utilizados como organismos

sentinela no monitoramento ambiental (van der Oost et al., 2003), e em testes de



74

75

76

77

78
79

80
81

82
83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95
96

97
98

99

22

genotoxicidade pelo teste dos micronucleos, pois estes parecem responder a xenobioticos
de forma semelhante aos mamiferos (Udroiu, 2006). O presente trabalho tem como objetivo
avaliar o uso do biomarcador de genotoxicidade pelo teste dos microntcleos em

Bathygobius soporator do litoral da cidade de Salvador (Ba).

2.0 MATERIAIS E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO

A area de estudo compreende o litoral da cidade de Salvador, com aproximadamente 2.8
milhdes de habitantes (IBGE, 2007), onde as principais fontes de impactos ambientais sdo o
derramamento de efluentes domésticos, principalmente por quatro rios e canais que
despejam efluentes domésticos diretamente na zona intertidal (Figura 1), emissario
submarino despejando efluentes ndo tratados a duas milhas da costa proximo aos pontos
amostrais cinco, seis e sete, e 4gua de escoamento superficial. Outras fontes de impactos
sdo os despejos de efluentes domésticos e industriais na area da Baia de Todos os Santos,
onde efluentes de 29 industrias e dos principais centros urbanos sdo drenadas para esta baia
que abrange parte do litoral da cidade de Salvador-Ba (Venturini e Tomasi, 2004), e
atividades relacionadas ao petréleo da Refinaria Landulpho Alves, localizada ao norte da
baia (Peso-Aguiar et al., 2000; Venturini et al., 2004), além de dois portos, o porto de

Salvador e porto de Arata (Porte, et al., 1990), (Figura 1).

2.2 ESPECIE ESTUDADA

Maria-da-Toca (Bathygobius soporator Valenciennes, 1837) ¢ um pequeno teledsteo da

familia Gobiidae, que habita pocas-de-maré em regides costeiras e ilhas oceanicas,
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ocorrendo em praias rochosas, corais, raizes de mangues, lagunas, rios costeiros, estuarios,
apresentando uma notavel adaptacdo ao modo de vida bentonico com o desenvolvimento de
uma ventosa formada pela unido das nadadeiras pélvicas que se fixam ao substrato (Akihito
et al., 2000). Sua distribui¢ao ¢ ampla (Lima et al., 2005). Eles se alimentam de
invertebrados bentonicos, ovos, zooplancton e habitam ambientes de grandes variagdes de

salinidade, oxigénio, turbidez e temperatura (Rantin et al., 1997).

Foram coletados entre 13 e 20 espécimes com armadilhas de garrafas tipo PET
(politereftalato de etila) de 500 ml, isca de carne ¢ rede de aquario nas pogas-de-maré de
dez praias da cidade de Salvador, quando da baixamar, em maio de 2007. No momento da
coleta dos peixes, a temperatura foi mensurada em dez réplicas por ponto e amostras de
agua também em dez réplicas, foram coletadas em tubos Falcon, levadas ao laboratério
para medi¢do imediata de oxigénio dissolvido com oximetro (marca LT Lutron, modelo
DO0-5510), salinidade com salinometro (marca Atago, modelo S/Mill) e pH com
potencidometro (Misura Line, modelo ML 1010). Foram coletadas amostras de sedimento
superficial (5 cm de profundidade) na zona intertidal, segundo Bicego et al. (2006), com
espatula de ago inoxidavel, estocados em vasilhas de aluminio (Gogou et al., 2000), para
analise de HPA, com os dezesseis compostos prioritarios. Para os metais o material foi
coletado e armazenado em sacos plasticos nos dez pontos amostrais, os quais foram

imediatamente conduzidos para o laboratério em caixa de isopor.

2.3 PREPARACAO DE LAMINAS PARA O TESTE DE MICRONUCLEOS E ANALISE

Apos a coleta, os peixes foram colocados em vasilhames plasticos de 10 L com 4gua do

mar do proprio ponto amostral (aproximadamente 20 espécimes), transportados
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imediatamente para o laboratério, onde foram mantidos com aeragao constante de oxigénio.
Os peixes apresentavam bom aspecto de satide e o sangue branquial foi coletado o mais
rapidamente possivel para minimizar o estresse dos organismos que foram manuseados de
acordo com as recomendacdes de Baumans (2005). Em seguida, foram distribuidos em
recipientes individuais de plastico de 500 mL com agua do préprio ponto amostral,
numerados para sorteio de dez exemplares para coleta de sangue branquial por ponto
amostral. Foram realizados esfregagos de eritrocitos (Bombail et al., 2001), sem sacrificio
dos peixes, que foram devolvidos ao habitat logo apos a coleta do sangue. As laminas
foram fixadas e coradas (Cavas et al., 2005; Grisolia et al., 2005, adaptado). De cada peixe,
foram contados 3000 eritrocitos (Metcalfe, 1988), em microscopio Zeiss em aumento de
1000 X. Micronucleos foram considerados todas as pequenas inclusdes de material nuclear
no citoplasma do eritrécito com tamanho variando de 1/3 a 1/20 do nucleo principal,
critérios para identificagdo dos micronticleos (ver: Al-Sabti e Metcalfe, 1995; Cavas et al.,

2005).

2.4 CONTROLES NEGATIVO E POSITIVO

Dez espécimes de B. soporator foram coletados na praia de Stella Maris (Ponto 1) em
janeiro de 2006 e mantidos em aquario (72 L) com agua destilada e sal marinho em
temperatura constante de (30 + 3 °C), salinidade de 30 UPS e alimentados com ragdo para
peixe (Tetra Marine) um vez ao dia por 90 dias. Apos esse periodo, uma primeira amostra
de sangue periférico foi coletada, e as laminas foram preparadas para a analise dos
micronucleos segundo o método descrito acima. Cinqiienta e cinco dias depois da primeira
coleta de sangue branquial periférico, os peixes foram pesados, medidos e submetidos a

uma injecao intraperitoneal de ciclofosfamida (Merck) em cloreto de sodio (4%) com
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concentracdo de 40 mg/kg de peso, segundo Grisolia e Starling, (2001). O sangue periférico
foi coletado apos cinco dias da injecdo intraperitoneal, relatado como pico de eritrocitos
micronucleados apds exposicdo para muitas espécies de peixes (Udroiu, 2006) e as laminas

foram preparadas para analise como controle positivo (Palhares e Grisolia, 2002).

2.5 ANALISE DE METAIS E HPA

A analise dos dezesseis compostos prioritarios de HPA (naftaleno, acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(a)pireno, indenol[1,2,3-cd]pireno, dibenzo[a,h]antraceno,
benzo[g,h,i]perileno) foi realizada segundo a metodologia da USEPA (2007), em
cromatografo gasoso (modelo Varian CP3800), com espectrometro de massa acoplado
(marca CG/MS-Varian, modelo Saturn 2200) apds extragdo com o método 8270D
(http://www.epa.gov). Para a analise de metais, foi feita a extragdo segundo o método
LEM-08 EPA 3051 (http://www.epa.gov). Esse método utiliza 0,5 g de amostra em acido
nitrico e dgua 1:1, digerido em forno de microondas (marca Provecto, modelo DGT 100
Plus), segundo a metodologia D5258-92 (ASTM, 1992). Apds abertura as amostras foram
filtradas em filtro quantitativo (0,80 uM) e avolumadas em baldo volumétrico de (50,0 mL)
com agua deionizada. Posteriormente foram armazenadas em frascos plasticos previamente
descontaminados e etiquetados até o inicio da etapa de leitura. Apos a digestdo, o material
foi filtrado e levado para a leitura no espectrometro de absor¢ao atdmica (marca Varian,
modelo SpectrAA 220 FS). Foram utilizados padrdoes Merck para a constru¢do da curva de
calibracdo do equipamento e 10 brancos para ser calculado o limite de deteccao do método

(LDM).
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi aplicado um teste de andlise de variancia (ANOVA) de um fator, ndo paramétrica, apos
verificagdo da normalidade e homogeneidade dos dados da freqiiéncia de micronucleos,
com os testes de Kolmogorov-Smirnov e Bartlet, respectivamente (Zar, 1996). O teste
posterior de comparagdes multiplas de Dunn foi usado para discriminar as diferencas entre
o controle negativo e positivo com os demais tratamentos. Posteriormente, foi feira uma
analise de componentes principais (ACP) extraindo-se os quatro eixos principais com 0s
metais (Mn, Pb, Hg e Zn), com os escores do primeiro eixo (PC1), o qual apresentou a
maior explicacdo da variacdao dos dados (70,56%), utilizado em uma correlacdo de Pearson

com a freqiiéncia média de micronticleos dos pontos amostrais.

3.0 RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os resultados das variaveis da 4gua em cada ponto amostral. O pH (7,69-
8,39) e a temperatura (26,7 - 33,2 °C) apresentaram médias com pouca variagao entre todos
0s pontos amostrais, enquanto que a salinidade apresentou maior variagao (17,1 - 36,3
UPS), como também o oxigénio dissolvido (3,09 - 8,34 mg/L), e a porcentagem de

saturagdo de oxigénio, com o menor valor no ponto 10.

As concentragdes de metais no sedimento estdo abaixo do nivel de detec¢do do método para
os metais cadmio e cromo em todos os pontos amostrais (Tabela 2). O manganés teve
concentracgio variando abaixo do nivel de deteccio a 95,38 mg.kg ™' no ponto 6, enquanto
que o chumbo s6 foi detectado no ponto 10 (31,28 mg.kg™). O mercirio teve concentragio
variando abaixo do nivel de detecgio nos pontos 1 e 2, e variando de 1,79 a 29,46 png.kg"

nos demais pontos, ¢ valores mais elevados nos pontos 9 ¢ 10. Por outro lado, o zinco teve
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concentragdo abaixo do nivel de detec¢ao nos pontos 1 e 2, e variando de 2,8 a 7,448

mg.kg"' nos demais pontos.

Em todos os pontos amostrais, as concentragdes para HPA no sedimento estdo abaixo do
nivel de deteccdo do método, exceto para o ponto 9, no qual foram detectados os compostos
fenantreno (17,76 pg.kg'), fluoranteno (60,17 pg.kg™), pireno (43,59 pg.kg™),
benzo(a)antraceno (29,51 pg.kg'l), criseno (27,55 ug.kg'l), benzo(b)fluoranteno (14,19

ng.kg™), benzo(a)pireno (12,01 pg.kg™) e indenol[1,2,3-cd]pireno (11,19 pg.kg™).

A freqliéncia média de micronucleos foi significativamente mais elevada que o controle
negativo em todos os pontos amostrais, exceto no ponto 5. Os pontos 1, 2,4, 6,7, 8¢ 10
apresentaram freqii€ncias significativamente mais elevadas em relagdo ao controle negativo
e positivo. Os pontos 3, 5 e 9 apresentaram as menores freqiiéncias de micronticleos, ndo

diferindo significativamente do controle negativo.

A analise de componentes principais (Figura 3) extraiu os quatro eixos, no qual, foi
utilizado o componente 1, que explicou a maior variacao dos dados (70,56%) e autovalores
maior que 1 (Tabela 3), em uma correlagdo de Pearson com a freqiiéncia média de
micronucleos, com resultado significativo (p = -0,023) e coeficiente de correlagdo (r) = -

0,7043.
4.0 DISCUSSAO

No presente trabalho, houve uma correlagdo entre os metais e a freqiiéncia média de
micronucleos, demonstrada pelo teste de correlagdo de Pearson com o primeiro componente

da analise de componentes principais. Diversos autores tém demonstrado o efeito
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genotoxico de alguns metais em peixes expostos, como indugdo de micronucleos e células
binucleadas por Cr, Cu e Cd em Carassius gibelio e Cyprinus carpio (Cavas et al., 2005),
Hg em Prochilodus nigricans, Mylossoma duriventris € Hoplias malabaricus no Rio
Madeira (Porto et al., 2004), Hg, Cd e Cu em Oncorhynchus mykiss (Al-Sabti, 1995) e em
Carassius gibelio (Arkhipchuk e Garango, 2005). No entanto, outros estudos mostram
resultados conflitantes. Sanchez-Galan et al. (2001) demonstraram a indugdo de MNs em
Anguilla anguilla por Cd e Hg, mas nao houve efeito significativo para Zn e Cu; Ferraro et
al. (2004) ndo observaram efeito em H. malabaricus expostos a Pb pelo teste de MNs;
Ayllon e Garcia-Vazquez. (2000) ndo observaram diferencgas significativas em Phoxinus
phoxinus e Poecilia latipinna expostos a quatro concentracdes de Cd e Hg. Metais como
Pb, Hg, Cr e Cd, podem causar danos no material genético como quebras de fita dupla,
danos oxidativos, mutacdes, aberracdes cromossomicas, formagao de aductos de DNA,
efeitos no mecanismo de reparo de DNA e inibi¢ao da polimerizagdo dos filamentos de
actina durante a divisdo celular (Fatur et al., 2002; Sanchez-Galan et al., 2001; Ferraro et

al., 2004; Cavas et al., 2005; Porto et al., 2005).

Devido a maioria das concentracdes dos dezesseis compostos prioritarios de HPA estarem
abaixo do nivel de deteccao do método nos pontos amostrais, ndo foi possivel estabelecer
uma relacdo de efeito destes compostos com aumento da freqiiéncia de MNs. Porém,
estudos demonstram também o efeito genotdxico de HPA em organismos expostos
(Pacheco e Santos, 1998; Zhong et al., 2005; Binelli et al., 2008; Pan et al., 2008). Os HPA
e seus metabolitos nos organismos podem se ligar covalentemente as macromoléculas
como DNA, RNA e proteinas, formando aductos que prejudicam suas fungdes (van der

Oost et al., 2003). Atualmente, tem se discutido o fendmeno de sinergismo e antagonismo
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de diferentes substancias presentes no ambiente como causadoras de efeitos adversos, e nao
apenas uma Unica substancia, além da biodisponibilidade e a metabolizacao pelos
organismos expostos (Békaert et al., 2002; Song et al., 2006). Cabrera et al. (1999),
ressaltam que os efeitos destas possiveis interagdes entre substancias sao escassamente

conhecidos.

As concentragdes dos compostos prioritarios de HPA e os metais Cr e Cd, apresentaram
concentragdes abaixo dos limites de detec¢do do método, exceto no ponto 9 para HPA. Os
pontos 9 e 10, localizados na BTS, apresentaram maiores concentracdes de Hg e Zn, e o Pb
foi detectado apenas no ponto 10. A freqiiéncia de MNs foi mais elevada que o controle
positivo e negativo nos pontos 1, 2, 4, 6, 7, 8 e 10. Ressalta-se que a ciclofosfamida ¢
rotineiramente utilizada em controles positivos por seu comprovado efeito genotoxico em
varios estudos com peixes (Ayllon e Garcia-Vazquez, 2000; Campana et al., 1999; Grisolia
e Cordeiro, 2000; Rodriguez-Cea et al., 2003; Cavas e Ergene-Goziikara, 2003; Winter et
al., 2007). Estes resultados apontam para um alerta de polui¢do na BTS, a luz das respostas
dos organismos produzindo elevadas freqiiéncias de micronucleos, que permitem a
deteccao de propriedades genotoxicas de compostos presentes no ambiente (Udroiu, 2006).
Os pontos 1 e 2, mais distantes do conglomerado urbano, apresentaram o menor grau de
contaminag¢do do sedimento, detectando apenas Mn, além dos maiores valores de oxigénio
dissolvido. Entdo, parece haver um efeito de metais sobre a freqiiéncia de MNs, o que foi
confirmado por um teste de correlacdo entre os metais e a freqiiéncia de micronucleos.
Porém, nao foi possivel estabelecer uma correlacdo com os compostos de HPA, também

pelas baixas concentragdes, mas nao se pode afirmar, neste estudo, que ndo haja efeito
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genotoxico desses compostos sobre a espécie estudada e interagdes entre as diferentes

substancias.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Area de estudo no litoral de Salvador (Bahia, Brasil), mostrando os pontos

amostrais e principais riachos.

Figura 2. Freqiiéncia de micronucleos em eritrocitos de B. soporator em praias de Salvador,
maio de 2007. CN: controle negativo; CP: controle positivo; P (1-10) pontos amostrais. (a
=0,05) * diferenca significativa (p < 0,05) comparado ao controle negativo e ® comparado

ao controle positivo.

Figura 3. Analise dos componentes principais de metais mostrando os dois primeiros eixos.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo da temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido,

porcentagem de saturagdo de oxigénio e pH da dgua das pogas-de-maré do litoral de

Salvador-Bahia, em maio de 2007.

P. amostrais T(C) Salin. (UPS) pH % Sat O, OD mg/L
1 27,9 0,74 22,9 +4,82 8,19+ 0,21 105,93 8,22 +0,23
2 321,14 34,11+ 1,59  8,39+0,18 115,83 8,34+ 0,36
3 27+0,0 36,3+ 0,82 8,03+ 0,11 81,3 6,39 + 0,98
4 31,6 0,52 33,1 + 8,49 8,30 + 0,08 100,41 7,39+ 0,28
5 26,7+ 0,67 18,8+10,24  839+0,25 107,85 8,52+ 0,78
6 29,8+ 0,79 31,6 +2,46 8,13+ 0,07 99,07 7,48 + 0,08
7 27 +0,47 36,3+ 0,95 7,76 0,16 86,26 6,78 + 1,02
8 27 £0,94 31,9+ 5,88 8,06+ 0,11 92,37 7,16+ 1,03
9 27,5+0,71 17,1 +3,54 8,15+ 0,08 87,19 6,81+ 1,11
10 28,5+ 0.53 239+53 7,69 £ 0,13 40,19 3,09 + 1,26

49
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Tabela 2. Metais e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em sedimento do litoral de

Salvador, Bahia, 2007.

Metais mg/kg™ LDM  Conama 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cr 6,07 81 <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Mn 7,28 16,869 14,907 16,263 35814 45682 9538 27,728 15,769 <LDM 25978
Cd 0,892 1.2 <ILDM <LDM <LDM <LDM <IDM <LDM <LDM <ILDM <LDM <LDM
Pb 10,053 46,7 <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM 31,284
Hg (ng/kg-1) 0,001 0,15 <LDM <LDM 1,79 4,08 2,37 10,76 2,91 2,52 15,44 29,46
Zn 2,761 150 <LDM <LDM 5,009 4,676 3,107 7,448 4,397 2,814 7,633 23,538
HPA pg/kg-1 LDM  Conama

Naftaleno 10 160 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Acenaftileno 10 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Acenafteno 10 44 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Fluoreno 10 19 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Fenantreno 10 240 ND ND ND ND ND ND ND ND 17,76 ND
Antraceno 10 85 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Fluoranteno 10 600 ND ND ND ND ND ND ND ND 60,17 ND
Pireno 10 665 ND ND ND ND ND ND ND ND 43,59 ND
Benzo(a)antraceno 10 ND ND ND ND ND ND ND ND 29,51 ND
Criseno 10 108 ND ND ND ND ND ND ND ND 27,55 ND
Benzo(b)fluoranteno 10 ND ND ND ND ND ND ND ND 14,19 ND
Benzo(k)fluoranteno 10 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Benzo(a)pireno 10 89 ND ND ND ND ND ND ND ND 12,01 ND
Indenol[1,2,3-cd]pireno 10 ND ND ND ND ND ND ND ND 11,19 ND
Dibenzo[a,h]antraceno 10 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Benzo[g,h,i]perileno 10 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

LDM: limite de detec¢io do método (mg/kg" HPA); ND: nio detectado (mg/kg" Cr, Mn

Cd, Pb .Zn e pg/kg' para Hg); CONAMA: Conselho Nacional do Meio Ambiente,

resolugdo 344/2004.
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Tabela 3. Analise dos componentes principais com quatro eixos, autovalores, porcentagem

da variagdo e variagdo cumulativa por eixo de metais.

Eixos Autovalores % variacéo % var. cumulativa
1 2,822 70,561 70,561
2 1,01 25,248 95,809
3 0,144 3,606 99,416

I

0,023 0,584 100
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Tabela 4. Escores dos quatro eixos extraidos pela analise de componentes principais dos

metais.
Eixos
1 2 3 4
P1 1,2003 -0,5019 0,2902 -0,2091
P2 1,2034 -0,5797 0,2821 -0,2044
P3 0,6221 -0,4963 0,0882 0,3214
P4 0,4737 0,2811 0,0042 0,1056
P5 0,7146 0,6609 0,1921 -0,0192
P6 -0,3089 2,6691 -0,2809 -0,0597
P7 0,5881 -0,043 0,061 0,155
P8 0,7782 -0,5262 0,0618 0,0062
P9 -0,4826 -1,1026 -1,0215 -0,0726
P10 -4,7889 -0,3614 0,3228 -0,0232
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a indugao de micronucleos pelo efluente doméstico na
espécie marinha Bathygobius soporator, avaliar a toxicidade do efluente doméstico em
duas populagdes de B. soporator, uma em ambiente com presenga de metais e outra livre de
metais. Foi coletado sangue branquial aleatoriamente de dez peixes do ambiente natural
para freqiiéncia basal de micronucleos, e mais trinta individuos foram coletados no mesmo
ponto e levados ao laboratério para aclimatagao por trinta dias, sendo coletado entdo sangue
branquial apos trinta dias de aclimatacdo em aquarios sobre condi¢des controladas. Os
peixes restantes foram utilizados para uma exposi¢ao ao efluente doméstico diluido a 10%
por dez dias, com coleta de sangue periférico nos momentos cinco e dez dias de exposi¢ao
Adicionalmente, foi feito teste ecotoxicoldgico na mesma espécie com dilui¢des de 0, 1, 3,
7,10 e 30 % de efluente doméstico, expostos por 48 h, em populagdes de dois pontos do
litoral, um contaminado com metais e outro livre de contaminagdo. Mensuragdes de pH,
salinidade e oxigénio dissolvido foram realizadas no inicio, durante e no final dos testes de
exposi¢do. Os resultados deste estudo mostraram que houve mortalidade trés vezes maior
de adultos de B. soporator expostos ao efluente doméstico no ponto livre de metais em
relacdo ao ponto com metais. Houve também, indu¢do de micronucleos nesta mesma
espécie a diluigdo de 10 % ap6s 5 e 10 dias de exposi¢ao ao efluente doméstico, com maior
freqliéncia média ap6s 10 dias diferindo significativamente (p < 0,01) em relacdo ao nivel
basal do ponto de coleta dos espécimes.

Palavras-chave: micronucleos, efluente domeéstico, genotoxicidade, toxicidade, peixes,
Bathygobius soporator.



55

ABSTRACT

Fish micronuclei tests were used to evaluate the ability of municipal wastewater sewage to
cause genetic damage in Bathygobius soporator and evaluete the toxicity of municipal
wastewater sewage in two populations of B. Soporator, one in area with presence of metals
and other free metals. Blood samples of ten fish were caught in natural environment for
levels of spontaneous micronucleated erythrocytes and 30 specimens were caught and to
conduct laboratory for 30 days acclimation. Blood samples were collected after thirty days
of acclimation in conditions controlled and remainder specimens were exposed to
concentration 10 % of the urban effluents for 10 days. The acute toxicity experiments were
carried out to different concentrations (0, 1, 3, 7, 10, and 30%) of urban effluent for 48-h in
two populations of B. Soporator. The results of this study showed that there was mortality
threefolds higher than of fish exposured to the urban effluente in the population of the area
free from metals in comparison between the area with metals. There were microncleus
induction in the fish after 10 days of exposured to the urban efluente and there were
significant differences (p < 0,01) only after 10 days in comparison to spontaneous
micronucleus levels. We concluded that were microncleus induction for urban effluent and
mortality of adults fish in the population of the area free from metals higher than to the area

with metals.

Keywords: micronucleus, urban effluent, genotoxicity, toxicity, Bathygobius soporator.
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1.1 INTRODUCAO

Dentre as principais fontes de poluicao para os ecossistemas aquaticos no mundo destacam-
se os efluentes domésticos e industriais, que tem recebido grande atencdo por seus efeitos
adversos nos organismos e ecossistema (Ohe et al., 2004). Os efluentes sdo misturas de
natureza quimica complexa, produzidos por atividades humanas (Castillo et al., 2001). A
agéncia de protecao ambiental americana registrou que no ano de 1994, 22,744 fabricas
liberaram 432 toneladas de substincias toxicas no ambiente, das quais 2,9 % foram
despejadas em dguas superficiais (Claxton et al., 1998). Muitos compostos como metais e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), pesticidas, bifenis policlorados (PCB),
dioxinas, furanos e aminas heterociclicas presentes nesta mistura sdo potencialmente
toxicas e mutagénicas (Jensen e Helz, 1998; Rank e Nielsen, 1998; Cabrera et al., 1999;
Grisolia e Starling, 2001; Cardozo et al., 2006). Atualmente, em muitos paises, a avaliacao
de possiveis efeitos adversos destas descargas para o ecossistema sdo ineficientes, pois sao
priorizadas apenas andlises quimicas antes da disposicao (Bobeldijk et al., 2002). Algumas
fontes de substancias quimicas genotoxicas em extratos de dguas superficiais e residuos
municipais incluem descargas sanitérias, pesticidas de gramados e jardins, combustao por
produtos que entram no sistema municipal via escoamento superficial de estradas, areas
comerciais e industriais, descargas de hospitais e institui¢cdes de pesquisa que usam drogas
antineoplasicas e genotoxicos experimentais (White e Rasmussen, 1998; Emamnuel et al.,

2005).

O potencial de toxicidade destas misturas complexas ainda esta sobre discussdo na
literatura cientifica, porém, a maioria dos estudos foram realizados principalmente em

bactérias (Claxton et al., 1998; Siddiqui e Ahmad, 2003), e outros organismos como
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leveduras (Schmitt et al., 2005), plantas (Smaka-Kincl, 1996; Grover e Kaur, 1999),
anfibios (Godet et al., 1996; Zoll-Moreux e Ferrier, 1999), células de mamiferos
(Reifferscheid et al., 2008) e peixes (Dizer et al., 2002). O efeito mutagénico e
carcinogénico de substancias individuais que podem estar presentes nestas misturas sao
bem conhecidos (Cabrera et al., 1999). Substancias contaminantes toxicas liberadas na dgua
podem nao mostrar efeitos agudos em organismos expostos, porém, podem causar redugao
de sobrevivéncia, danos teciduais, danos genéticos de células somaticas e germinativas,
acumulagdo de contaminantes persistentes (White e Rasmussen, 1998) e doencas como

cancer e neoplasias (Myers et al., 1998).

Muitas espécies aquaticas sdo capazes de sobreviver em ambientes os quais contém altos
niveis de toxinas naturais ou poluentes antropogénicos, como locais sujeitos a descarga de
efluentes (Bard, 2000). Os niveis de certos contaminantes nos tecidos destes organismos
sdo mantidos abaixo daqueles observados no ambiente, sugerindo que esta resisténcia ¢
mediada pelo fendmeno de resisténcia multixenobiotica, o qual, ¢ muito semelhante ao
fenomeno de resisténcia multidrogas, primeiramente observado em linhagens de células
tumorais resistentes a drogas anticancer (van der Oost et al., 2003). O mecanismo de
resisténcia multixenobiotica funciona como uma bomba dependente de energia que remove
substancias xenobidticas e enddgenas das células, prevenindo sua acumulacdo e efeitos
citotoxicos, sendo que, a proteina responsdvel por esta func¢do de transporte ¢ a P-
glicoproteina transmembrana (Kurelec et al., 1995). Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a indu¢do de micronucleos pelo efluente doméstico na espécie marinha
Bathygobius soporator e avaliar a toxicidade do efluente doméstico em duas populacdes

desta espécie, uma em ambiente com presenga de metais e outra livre de metais.
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2.0 MATERIAIS E METODOS

O efluente doméstico foi coletado na estagdo de condicionamento prévio da Embasa
(Empresa Baiana de Aguas e Saneamento S.A.) em janeiro de 2008. Este efluente
corresponde ao efluente produzido na cidade de Salvador, sem tratamento, com a retirada
apenas de residuos solidos grosseiros, que ¢ entdo, conduzido pelo emissario submarino e
langado diretamente no mar na regido do Rio Vermelho (8,3 mil litros.seg™ a 2,0 mi de
distancia da costa). O efluente foi levado ao laboratdrio, diluido para a realizagdo dos testes

ecotoxicologicos e genotdxicos.

Foram coletadas amostras de sedimento superficial dos pontos P1 ¢ P3 (5 cm de
profundidade) na zona intertidal, segundo Bicego et al. (2006), com espatula de aco
inoxidavel, estocados em vasilhas de aluminio (Gogou et al., 2000). A amostra foi coletada
e armazenada em sacos plasticos nos dez pontos amostrais, os quais foram imediatamente
conduzidos para o laboratério em caixa de isopor. Para a andlise de metais, foi feita a
extragdo segundo o método LEM-08 EPA 3051 (http://www.epa.gov). Esse método utiliza
0,5 g de amostra em acido nitrico e dgua 1:1, digerido em forno de microondas (marca
Provecto, modelo DGT 100 Plus), segundo a metodologia D5258-92 (ASTM, 1992). Apds
abertura as amostras foram filtradas em filtro quantitativo (0,80 uM) e avolumadas em
balao volumétrico de (50,0 mL) com agua deionizada. Posteriormente foram armazenadas
em frascos plasticos previamente descontaminados e etiquetados até o inicio da etapa de
leitura. Apds a digestdo, o material foi filtrado e levado para a leitura no espectrometro de
absorc¢do atomica (marca Varian, modelo SpectrAA 220 FS). Foram utilizados padrdes
Merck para a construgdo da curva de calibracao do equipamento e 10 brancos para ser

calculado o limite de detec¢cao do método (LDM).
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Foram coletadas aleatoriamente entre 20-25 espécimes de B. soporator nos pontos P1 e P3
em maio de 2007. Apods a coleta, os peixes foram colocados em vasilhames plasticos de 10
L com dgua do mar do proprio ponto amostral, transportados imediatamente para o
laboratdrio, onde foram mantidos com aeragao constante. Em seguida, foram distribuidos
em recipientes individuais de plastico de 500 mL com agua do proprio ponto amostral,
numerados para sorteio de dez exemplares para coleta de sangue branquial por ponto
amostral. Foram realizados esfregagos de eritrocitos (Bombail et al., 2001), sem sacrificio
dos peixes, que foram devolvidos ao habitat logo apos a coleta do sangue. As laminas
foram fixadas e coradas (Cavas et al., 2005; Grisolia et al., 2005, adaptado). De cada peixe,
foram contados 3.000 eritrocitos (Metcalfe, 1988), em microscopio Zeiss em aumento de
1.000 X. Microntcleos foram considerados todas as pequenas inclusdes de material nuclear
no citoplasma do eritrécito com tamanho variando de 1/3 a 1/20 do nucleo principal,
critérios para identificagdo dos micronticleos (ver: Al-Sabti e Metcalfe, 1995; Cavas et al.,

2005).

Em janeiro de 2008, foram coletadas quarenta e oito espécimes de B. soporator por ponto
amostral em dois pontos (P1 e P3) no litoral de Salvador-Ba (Figura 1), que foram levados
ao laboratorio e aclimatados em aquarios com dgua do ponto 1 (72 L) por 24 h, temperatura
controlada (26 + 3° C) e manuseados segundo Baumans (2005). Em cada ponto amostral
foram expostos oito exemplares por dilui¢do do efluente doméstico 0, 1, 3, 7, 10, 30%,
diluido com dgua mar filtrada (200 pm) do ponto 1. Foram utilizados frascos plésticos (2-3
individuos por frasco) de 500 mL com aeragdo constante. A contagem dos individuos
mortos foi feita nos momentos Y4, %, 3, 9, 24 e 48 h. Foram feitas mensuracdes de pH com

potencidometro Misura Line, modelo ML 1010, oxigénio dissolvido com oximetro LT
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Lutron, modelo DO-5510, e condutividade através de condutivimetro Hanna Instruments,
modelo HI 9030, antes, durante e no final do teste de exposigao ao efluente, além da

salinidade com salindmetro (marca Atago, modelo S/Mill).

Para avaliar o efeito da exposi¢ao dos peixes por um periodo de 10 dias ao efluente
doméstico em laboratdrio, em dezembro de 2007, amostras de sangue periférico foram
coletadas de dez individuos de B. soporator capturados aleatoriamente no ponto 2 (Figura
2) para a determinacdo da freqiiéncia basal de micronucleos desta espécie neste ponto.
Adicionalmente, 30 espécimes de B. soporator foram coletados no ponto 2, conduzidos ao
laboratodrio, aclimatados em aquérios de 72 L com 4gua do mar previamente filtrada (200
um) do ponto 1, por 30 dias, sendo alimentados uma vez ao dia com ragdo (Tetra Marine).
Ap6s 30 dias de aclimatacao destes peixes em laboratorio, foi feita nova coleta de sangue
periférico por sorteio de dez individuos dos aqudrios para observagao de um possivel efeito
do estresse de confinamento sobre a freqiiéncia de micronucleos dos espécimes em
cativeiro. Os mesmos peixes aclimatados nos aquarios foram entao utilizados para o teste
de exposi¢ao ao efluente doméstico diluido a 10 % com a 4gua dos aquarios, com coleta de
sangue periférico de dez individuos sorteados nos momentos cinco e dez dias de exposi¢ao
ao efluente. A exposi¢ao dos peixes foi feita em frascos plasticos de 500 mL com aeragao
constante e temperatura constante (26 + 3° C). Foram mensurados pH, oxigénio dissolvido
e condutividade em dias alternados no momento da exposi¢cdo com os mesmos

equipamentos descritos acima.
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Foi aplicado um teste de analise de variancia (ANOVA) de um fator, ndo paramétrica, apos
verificacdo da normalidade e homogeneidade dos dados da freqiiéncia de micronucleos,

com os testes de Kolmogorov-Smirnov e Bartlet, respectivamente (Zar, 1996).

3.0 RESULTADOS

No teste ecotoxicologico os dois pontos com maior € menor grau de contaminagdo do
sedimento, mostraram que o ponto 3, com maior freqiiéncia média de MNs (18,53/1000
cels) (Figura 1) e presenca de metais (Pb 31,28 mg.kg ™', Hg 29,46 pg.kg™, Zn 25,53 mg.kg
") (Tabela 1) apresentou menor mortalidade no total de todos os tratamentos (6 mortos), € o
ponto 1 com todos os metais abaixo do limite de detec¢do do método e freqiiéncia média de
MNs (8,73/1000 cels), apresentou mortalidade trés vezes mais elevada (19 individuos),

(Tabela 2).

A salinidade variou de 35 a 33 %o nas diluigdes, porém, com menor valor (25%o0) na
dilui¢do de 30%. Nao houve uma grande varia¢do do pH do efluente nos diferentes
tratamentos e momentos do teste (Tabela 3). O oxigénio dissolvido teve pouca variagao
entre os tratamentos e etapas do teste, com menor valor nas dilui¢des 10 e 30% no inicio da

exposicao (Tabela 3).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a freqiiéncia média de
micronucleos do momento da coleta dos peixes no ambiente e apds trinta dias de
aclimatagdo em aquarios, com pequeno decréscimo no ultimo. Houve indugao de

microndcleos em B. soporator exposto ao efluente doméstico a 10% nos momentos de
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exposicao cinco e dez dias, comparados a freqiiéncia basal, porém houve diferenga

significativa (p < 0,005) apenas no ultimo (Figura 2).

Nao houve grande variacdo do pH nos aquarios de aclimatacdo e no efluente doméstico no
teste de exposicao de dez dias. A média de oxigénio dissolvido e condutividade foram mais

elevadas nos aquarios de aclimatacdo em relacdo aos efluentes domésticos diluidos a 10%

(Tabela 4).

4.0 DISCUSSAO

Embora, as andlises quimicas sejam o método primario comumente utilizado para avaliar o
potencial de toxicidade de efluentes, devido a complexidade quimica (Cardozo et al., 2006),
ressalta-se as limitagdes desta extrapolacdo, portanto, nenhum programa de
biomonitoramento deve ser baseado unicamente em andlise quimica, a qual ndo fornece
informagdes suficientes para a analise de risco ecologico (Castillo et al., 2001). Em
contraste, os bioensaios demonstram os efeitos em analises de toxicidade de misturas
complexas, sem um conhecimento a priori da composi¢do quimica da mistura. Claxton et
al. (1998) argumentam que, a utilizagdo conjunta de anélises quimicas e bioenssaios
aumentam a confiabilidade destes testes, permitindo ainda o isolamento e identificagdo de

fragdes que contém atividade genotdxica.

O presente estudo mostrou que a populagao de B. soporator do ponto livre de contaminagao
(P1) teve mortalidade trés vezes mais elevada em comparagdo ao ponto com metais (P3).
Estudos demonstram que espécies de ambientes pristinos sdo mais susceptiveis a efeitos
adversos que espécies de ambientes impactados em casos de acidentes como

derramamentos de 6leos (Bard, 2000), comuns em locais de atividades de petréleo. A



171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182
183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

63

resisténcia multixenobidtica em espécies expostas ¢ explicada pela superexpressao da P-
glicoproteina transmembrana que previne a acumulagdo de drogas citotoxicas em células
resistentes, além do sistema de detoxificacao de fase I, II e III (Bard, 2000; van der Oost et
al., 2003). Este mecanismo de resisténcia foi encontrado em diversos animais marinhos e
representa o mecanismo de defesa geral de protecdo contra toxinas enddgenas e ambientais
(Kurelec et al., 1995; Moreau et al., 2008). Processos naturais também estdo relacionados
ao mecanismo de resisténcia, como mudanca na diversidade genética de uma populagdo
exposta através da deriva genética randomica, fluxo génico apos reducdo dréstica no
tamanho populacional e sele¢do de um carater apods selegdo dirigida causada por estresse
ambiental de poluentes (Knapen et al., 2004; Medina et al., 2007), que explicariam

mudangas rapidas na diversidade genética das populagdes expostas.

Neste estudo foi evidenciado efeito genotdxico pela indugdo de micronticleos em eritrocitos
na espécie B. soporator do ponto 2 exposta a efluente doméstico por 5 e 10 dias. Diversos
autores t€ém demonstrado o potencial mutagénico em misturas complexas de efluentes
domésticos e industriais com testes de genotoxicidade (Cabrera et al., 1999; Castillo et al.,
2001; Békaert et al., 2002). Estudos para avaliar o potencial mutagénico de efluentes
relatado por Claxton et al. (1988), apontam que, 60% emprega o teste com Sa/monella, pela
facilidade e baixo custo, porém, atualmente, outros organismos estdo sendo empregados
como sentinela, dentre eles os peixes (Al-Sabti e Metcalfe, 1995; van der Oost et al, 2003).
Os peixes de agua doce sao os mais utilizados no monitoramento devido a facilidade de
manuten¢do em laboratério de muitas espécies, acessibilidade aos ambientes e facilidade de
coleta, mas estes ambientes representam uma pequena porcentagem dos ambientes

aquaticos no mundo em comparag¢ao aos ambientes marinhos. Grisolia et al. (2005)
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avaliaram a exposicao de duas espécies de peixe de agua doce ao efluente doméstico apds o
processo de tratamento de trés etapas, e nao encontrou indug¢ao de micronucleos, porém,
houve diminui¢do do indice mitotico em raiz de Allium cepa na exposicao do efluente
bruto, € no tratamento secundario e terciario. Em outro estudo, Grisolia e Starling. (2001)
demonstraram diferencas nao significativas de micronticleos em pontos do Lago Paranoa

(DF), sujeitos a descarga de efluentes em trés espécies de agua doce.

Como conclusdo este estudo demonstra que a populagdo de B. soporator do ponto livre de
contaminag¢do (P1) teve mortalidade trés vezes mais elevada em comparacao ao ponto com
metais (P3). O teste de micronticleos em eritrocitos do peixe marinho B. soporator
demonstrou inducdo de micronticleos em peixes do ponto 2 expostos ao efluente doméstico
apos cinco e dez dias. Este trabalho, em acordo com outros estudos ja citados, demonstra
que houve efeito genotdxico na exposi¢do ao efluente doméstico, com indugdo trés vezes

superior em relacdo a freqiiéncia basal.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Freqiiéncia média de micronucleos em B. soporator de dois pontos do litoral de

Salvador (Ba), Brasil, 2007.

Figura 2. Area de estudo do litoral de Salvador (Bahia, Brasil), mostrando os pontos

amostrais e principais riachos.

Figura 3. Freqiiéncia média de microntcleos em eritrocitos de B. soporator. MC: momento
de coleta no ambiente; 30 D/A: apds 30 dias de aclimatagdo em laboratoério; 5 D/Ex: cinco
dias de exposicao ao efluente doméstico (10%); 10 D/Ex: dez dias de exposi¢ao ao efluente

doméstico (10%). ANOVA de um fator, (o = 0,05). * p<0,05.
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Tabela 1. Metais em sedimento de dois pontos amostrais do litoral de Salvador (Ba), Brasil,

2007
Metais mg/kg™ LDM 1 3
Pb 10,053 <LDM 31,284
Hg (ng/kg") 0,001 <LDM 29,460

Zn 2,761 <LDM 23,538




Tabela 2. Mortalidade em adultos de B. soporator coletados em dois pontos do litoral de

Salvador-Ba, expostos a diferentes diluigdes de efluente doméstico.

Diluicao (%) Ponto 1 Ponto 3
0 1 0
1 2 2
3 5 2
7 4 0
10 2 0
30 5 2

Mortalidade Total 19 6
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Tabela 3. Variacdo do pH, oxigénio dissolvido e condutividade de diferentes dilui¢des de

efluente doméstico na exposicao de B. soporator de dois pontos do litoral da cidade de

Salvador (Ba).
9h 48 h

Ponto 3 pH OD (mg/L) Cond (mS/cm) pH  OD (mg/L) Cond (mS/cm) pH OD (mg/L) Cond (mS/cm)
0% 6,59 6,5 47,3 6,9 6,2 47,1 6,4 4,2 52
1% 7,56 5,5 45,6 5,5 5,6 45,5 7 4 45,7
3% 74 52 51,1 4,6 6 45,6 53 3,7 45,7
7% 74 51 32,5 53 4,1 47,6 6 3.8 43,1
10% 6,3 4,5 41,9 6,8 3,8 42,4 6,2 4 47,4
30% 4,22 3,8 43,2 6,2 5,2 45,8 6,8 4,2 45,9

Média 7 51 43,6 6 5 45,7 6,28 4 46,6

Ponto 1
0% 8,5 9,2 51,8 8,5 8,3 46,3 7,9 5,2 46,5
1% 8,5 9 48,8 8,5 8 45,4 8,1 5,4 47,3
3% 8,6 8,9 48,5 8,3 8,3 47,4 8,2 5,7 44,9
7% 8,4 8,8 46,3 8,5 8,5 434 8,2 5,8 38,2
10% 8,2 9 41,1 8,5 8,6 41,9 8,4 6,4 37,1
30% 7,9 9,1 38,7 8,5 8,5 36,1 8,3 6,5 36,1

Média 8,4 9,0 45,9 8,5 8,4 43,4 8,2 5,8 41,7
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Tabela 4. Média de oxigénio dissolvido, pH e condutividade em dias alternados de aquarios

de aclimatacao e efluente (10%) em teste de exposicao de B. soporator por 10 dias.

pH OD (mg/L) Cond. (uS/cm)
Efluente 1 6,89 3,85 66,71
Efluente 2 7,32 3,20 64,46
Efluente 3 7,40 4,33 61,71
Efluente 4 6,95 3,30 65,30
Efluente 5 7,40 3,70 64,72
Aquério 1 7,34 5,35 76,30
Aquario 2 7,02 5,00 76,75
Aquario 3 7,18 5,18 76,53
Aquario 4 7,10 5,09 76,64
Aquario 5 7,38 4,00 69,85
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As concentragdes dos compostos prioritarios de HPA e os metais Cr e Cd, apresentaram
concentragdes abaixo dos limites de detecgdo do método, exceto no ponto 9 para HPA. Os
pontos 9 e 10, localizados na BTS, apresentaram maiores concentracdes de Hg e Zn, e o Pb
foi detectado apenas no ponto 10. A freqiiéncia de MNs foi mais elevada que o controle
positivo e negativo nos pontos 1, 2, 4, 6, 7, 8 e 10. Os pontos 1 e 2, mais distantes do
conglomerado urbano, apresentaram o menor grau de contaminagdo do sedimento,
detectando apenas Mn, além dos maiores valores de oxigénio dissolvido. Houve uma
correlacdo entre a freqiiéncia de micronticleos e o primeiro eixo da analise de componentes
principais. Porém, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo com os compostos de HPA
devido as baixas concentragdes destes compostos. O teste de micronucleos em eritrdcitos
do peixe marinho B. soporator demonstrou indu¢do de micronticleos em peixes expostos ao
efluente doméstico diluido a 10 % apos cinco e dez dias de exposi¢do. A populagio de B.
soporator do ponto livre de contamina¢do por metais teve mortalidade trés vezes mais

elevada em comparag@o ao ponto com metais no sedimento.
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