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RESUMO

Este trabalho avaliou a biodisponibilidade de hidrocarbonetos aromaticos em lagoas de retencao
de efluentes ndo orgdnicos de uma darea industrial em Camagari, Bahia, para averiguar a
possibilidade de reuso em processos industriais com base nas respostas biologicas em tilapias
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) expostas a dgua e sedimento. As amostras de 4gua e
sedimento, foram coletadas de oito pontos distintos no local de estudo, seguindo metodologias
adequadas. A analise baseou-se na indu¢do dos citocromos P450 da subfamilia 1A (CYP1A), que
sao enzimas envolvidas na oxidacdo de xenobidticos e vem tendo grande sucesso como
biomarcadores de exposicdo a hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs) e outros poluentes
oriundos de atividades industriais. A utilizagdo desta técnica ¢ associada ao aumento da atividade
enzimatica da Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) nos hepatdcitos que, embora seja uma medida
indireta da expressdo da proteina CYP4501A, vem sendo identificada como primeiro sinal para
avaliar a indugdo deste sistema, devido a sua elevada sensibilidade e especificidade. Os resultados
indicam que os peixes submetidos a 4gua superficial e sedimento da 4rea de estudo foram
expostos a indutores de CYP1A, por apresentarem um aumento significativo da EROD ficando
expostos as amostras os testes referentes quando comparados ao controle; entretanto, esta
contaminagdo pode ser definida como significativamente moderada, provavelmente pela menor

biodisponibilidade dos contaminantes presentes.

PALAVRAS-CHAVE: HPAs; Citocromo P450; Biomarcadores; Biomonitoramento de Recursos

Hidricos.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the water and sediment quality, in terms of toxic responses and
biodisponibility, of contaminants in an area, in the Camacari, Bahia. In order to characterize the
effect of contamination in this freshwater ecosystem juveniles of Oreochromis niloticus
(Linnaeus, 1758). Were used the organisms were exposed to water and sediments sampled in
eight distinct sites of the study area according adequate methodologies. The analysis was based on
Cytocromes P450 subfamily 1A (CYP1A), which are enzymes involved in the xenobiotics
oxidation successfully used as exposition biomarker for poliaromatics hydrocarbons (HPAs) and
other deriving pollutants of industrial activities. The use of this technique is frequently associated
to the increase of the enzymatic activity of Ethoxiresorufin-O-deetilase (EROD) in hepatocytes.
Even thought that effect is taken as an indirect measure of the expression of protein CYP4501A,
often it is identified as the first answer of this induction system due to its high sensitivity and
specificity. Results indicated that the fishes exposed to surface water and sediment from de pond
exhibited CYP1A inductors, presenting a significant increase of the EROD in relation to negative
control, in fishes exposed to some of the local samples. However this contamination can be

defined as moderate, probably because the aromatics present in the system was not bioavailable.

KEYWORD: HPAs; Cytochrome P450; Biomarker; Biomonitoring.
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APRESENTACAO

O projeto entitulado “Avaliagao ecotoxicoldgica em corpos d'adgua utilizando um biomarcador de
compostos aromaticos: estudo em receptor de efluentes industriais”, visou aplicar uma
metodologia especifica para identificar poluicdo em corpos hidricos, por meio do uso de um
biomarcador bioquimico como técnica preventiva capaz de detectar, condigdes de estresse
ambiental. O trabalho considerou a avaliagdo da indu¢do de citocromos P450 (CYP1A), como
biomarcador de contaminag¢do por hidrocarbonetos poliaromaticos utilizando como organismo
teste, juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus), provenientes de estacdes de criagdo da DNOCS,

onde cresceram sob condigdes controladas.

Estudos sobre a qualidade da &4gua através de métodos fisico-quimicos envolvendo dareas
industriais estdo sendo realizadas por algumas empresas do Pdlo Petroquimico de Camagari,

através de projetos desenvolvidos em conjunto com a TECLIM/UFBA.

O fortalecimento de técnicas de monitoramento de recursos hidricos na regido Nordeste, ¢ uma
das muitas contribui¢des a serem obtidas com o desenvolvimento deste projeto. Como se trata de
uma pesquisa nova no Nordeste, o projeto contou com o auxilio de pesquisadores da UFRJ. O
projeto foi finalizado em abril de 2007, e contou com auxilio financeiro da FAPESB ¢ CNPq. O
MEAU possui linhas de pesquisas que tornam possivel o desenvolvimento de trabalhos
integrativos entre os diversos setores em meio ambiente, relacionados a temdtica de saneamento

ambiental e recursos hidricos.
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1. INTRODUCAO

A protecdo e a restauracdo de ecossistemas tém sido itens incorporados a projetos de
gerenciamento ambiental e de recursos hidricos em bacias hidrograficas. Quanto mais precisas as
estimativas de impactos resultantes de eventos antropicos, maior a efetividade das decisdes de
gestores (LUZ, 2004). As empresas da induastria petroquimica, em vista dos sérios danos que
poluentes podem causar a saude e a0 meio ambiente, buscam otimizar seus processos com 0 uso

de tecnologias mais limpas.

Os ecossistemas, de uma forma geral, se constituem em grandes recepticulos de efluentes
industriais, varidveis em quantidade e origem. A toxicidade de efluentes liquidos pode ser
ocasionada por substincias orgédnicas ou inorganicas, utilizadas nos processos produtivos e
auxiliares, nos diversos segmentos das atividades industriais. Alguns aspectos devem ser
considerados, tais como biodisponibilidade e interacdo das varias substancias (sinergismos e
antagonismos), que podem determinar a ocorréncia e a intensidade de um efeito toxico, seja de
efluentes tratados ou ndo. Outro aspecto a ser considerado ¢ a vazao de langamento do efluente,
em relagdo a do corpo receptor, pois € a partir desta relagdo (Carga Toxica = Vazio x Toxicidade
do efluente) que se estabelecerdo os niveis de toxicidade aceitaveis para langamento do efluente

(CETESB, 1990a; 1990b) em corpos receptores.

Condigdes ambientais deletérias podem ser aumentadas pelo crescimento industrial.
Particularmente, os ecossistemas aquaticos foram os maiores prejudicados pelos impactos
causados pelo nimero crescente de descargas de xenobidticos. Em reservatorios, a exposi¢do de
organismos a esses compostos, promove uma interacdo entre esses sistemas quimicos e
bioldgicos, que pode causar distirbios e/ou respostas adaptativas (BAINY et al, 1996). As
concentragdes no ambiente marinho de substancias oriundas das atividades de producao industrial
apresentam uma grande variacdo. Igualmente, as concentracdes necessdrias para causar efeitos
letais e subletais nos organismos diferem de acordo com o local de lancamento das substancias,
devido a grande variabilidade na composi¢do quimica dos diferentes reservatérios (CRAPEZ,

2001).

Poluicdo e degradacdo de qualidade de dgua restringem na futura utilizacao deste recurso (PAIVA
e PAIVA, 2002). Ha duas formas de caracterizar os recursos hidricos: quanto a sua quantidade e a

sua qualidade, estando essas caracteristicas intimamente relacionadas (AZEVEDO et al., 2003). A
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busca de ferramentas para incorporar a avaliagdo de recursos, que visem analises quali-
quantitativas de contaminantes em ecossistemas aquaticos, tornou-se um desafio continuo para
cientistas ambientais (CETESB, 1990a). O CONAMA, resolucdo 357/2005 passou a adotar, em
termos legislativos, a exigéncia do estudo de toxicidade dos efluentes antes destes serem langados

ao corpo hidrico.

Tendo em vista a complexidade causada pela interacdo dos agentes quimicos, os efeitos
bioldgicos dos efluentes ndo podem ser caracterizados simplesmente por andlises quimicas
tradicionais. Assim, para a caracterizagao adequada e controle desses efluentes, a estratégia mais
eficiente ¢ o uso integrado de andlises fisicas, quimicas e ecotoxicologicas para avaliar o risco

ambiental (BERTOLETTI 1990; COSTAN et al., 1993).

Na maioria das vezes, a avaliacao da presenga de poluentes no ambiente ¢ feita por metodologias
que empregam recursos quimicos e/ou fisicos por meio do uso de equipamentos, em muitos casos,
bastante sofisticados e caros. Entretanto, para avaliar o comportamento do poluente no ambiente,
ou seja, monitorar a sua acdo no meio, ¢ preciso utilizar organismos vivos (ecotoxicologia) para
determinar os efeitos deletérios em diversos organismos aquaticos e, muitas vezes, o potencial

risco a saude humana.

O conhecimento das propriedades quimicas e fisicas dos contaminantes organicos e inorganicos ¢
necessario para prever, por exemplo, onde ocorrerdo maiores concentracdes desses compostos.
Esse conhecimento, aliado aos dados ecotoxicoldgicos, ¢ importante também para entender o
significado das concentracdes encontradas em diferentes compartimentos do ecossistema e a razao
de, entre os milhares de ions e compostos despejados no ambiente concentrarem em alguns,

atencao relativa ao risco ambiental (REIVE et al., 1994).

O aumento da poluicdo ambiental decorrente das atividades industriais exige o desenvolvimento
de novas metodologias, tanto para prevencdo e remediacdo de danos, quanto para o
monitoramento de agdes corretivas. Andlises fisico-quimicas permitem a identificacdo e
quantifica¢do de poluentes, mas ndo determinam sua toxicidade. Para uma real compreensao dos
seus efeitos em componentes biologicos, faz-se necessaria a inclusdo de métodos que evidenciem

as conseqiiéncias diretas da polui¢do em organismos vivos (NASCIMENTO, 2000).
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Respostas de organismos a poluentes podem ser influenciados ou modificados por fatores fisico-
quimicos, bioldgicos ou ecologicos existentes no ambiente (ADAMS et al., 1996; WOLKERS et
al., 1996).

Através de bioensaios, utilizando organismos sensiveis, se pode atuar de forma proativa e reativa
nos impactos causados por xenobioticos no ecossistema receptor (SANTANA et al., 2002). O uso
de biomarcadores e de outros ensaios ecotoxicologicos apresentam um grande potencial no
sentido de predizer danos ecoldgicos e riscos a saude, sendo utilizados como ferramentas de
avaliacdo de impacto ambiental e de biomonitoramento por serem considerados instrumentos de

grande importancia em programas de controle de qualidade da agua.

O estudo de caso do presente trabalho foi definido ser realizado em lagoa de retencdo de efluentes
localizada no Po6lo Petroquimico do Nordeste. Este situa-se entre os municipios Camagari ¢ Dias
D’Avila, na regidio metropolitana de Salvador, a cerca de 56 km. E composto por diversas
industrias do ramo petroleiro que iniciaram sua opera¢do na década de 70 e vém aumentando a
sua producdo (KIPERSTOK et al., 1991). Em decorréncia de processos industriais formam-se

efluentes e outras correntes oriundas de 4gua de chuva e lavagem de patios.

Efluentes “ndo orgéanicos” (ndo originados diretamente dos processos produtivos) sdo langados em
uma lagoa de reten¢do, local onde o presente trabalho foi realizado. Como estes efluentes lixiados
com a agua de chuva provém da area da empresa, contaminantes toxicos podem estar presentes;
em vista disto ¢ que sdo retidos na lagoa. Vale ressaltar que a lagoa a ser analisada, apesar de ter
placas informativas de proibicdo de pesca, ¢ utilizada para este fim, podendo acarretar sérios
danos a satde da populagdo pela ingestdo de organismos contaminados. O primeiro aspecto a ser
considerado quando se avaliam efeitos induzidos por contaminantes quimicos a biota (respostas
biologicas) ¢ que, em ambientes naturais, o organismo pode estar exposto a uma miriade ou

mistura de diferentes contaminantes ao mesmo tempo (efeitos sinérgicos) (RAND et al., 1994).

Os citocromos P450, conhecidos como CYPs, constituem uma larga familia de hemoproteinas,
encontradas nas membranas do reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos (mais susceptivel a
danos) e outras células corporais (MARCUSSEN e BARRA, 1997; KIM et al., 1998; GODARD
et al, 2005; BISTOLAS et al, 2005; AXARLI et al, 2005). Siao responsaveis pela

biotranformagdo de compostos organicos e realizam a catalise de monooxigenagdo de uma
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diversidade de substratos hidrofobicos (NEBERT, 2000; STEGEMAN, 2000; BAINY et al,
2001; AXARLI et al., 2005; SIROKA et al., 2005).

Em peixes, dentre as diversas familias, a CYPIA constitui um sistema enzimatico da fase I de
biotransforma¢do, que ¢ induzido por contaminantes organicos, tais como hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos (HPAs).

Esta inducdo ¢ freqiientemente associada a atividade da Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) que,
embora seja uma medida indireta da atividade da proteina CYP4501A, vem sendo comumente
utilizada como primeiro sinal para avaliar a inducdo deste sistema, devido a sua elevada
sensibilidade e especificidade a exposi¢do destes contaminantes (SLEIDERINK ez al., 1995;
HEUVEL et al., 1995; ADAMS et al., 1996; BURGEOT et al., 1996; PEDROSA et al., 2001;
BAINY et al, 2001; REES et al., 2005).

O estudo proposto envolve a avalia¢do de poluic¢do local, por biodisponibilidade de HPAs, PCBs,
Dioxinas e Organoclorados, utilizando metodologia especifica para estimar como estes estressores
sdo capazes de modificar a expressao de genes, desencadeando a formagdo das proteinas, cuja
indugdo a ser quantitativamente determinada pela técnica, serd tomada como indicativa de efeitos
provocados por estes contaminantes. Por ser preventiva, esta tecnologia visa a preservacao

ambiental e dos recursos hidricos em nossa regido.
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2. OBJETIVOS

O reaproveitamento da agua significa a economia de um recurso natural. Uma contribui¢ao
significativa deste trabalho ¢ que, sendo demonstrado que a agua do local de estudo € ndo toxica
e/ou pouco toxica, pode-se pensar em seu reuso pelas empresas do Polo diminuindo assim a

adigio diaria de agua limpa, cujo volume atinge atualmente 4000m*/segundo.

Assim, o trabalho teve como objetivo geral analisar a toxicidade de uma “lagoa” construida (bacia
de retencdo de efluentes “ndo organicos”) situada em area industrial de Camagari- BA, com o uso
de biomarcadores de contaminacdo ambiental por Hidrocarbonetos Poliaromdticos — HPAs e
Bifenilas Policloradas — PCB’s, cuja presenga ¢ evidenciada pelo aumento da atividade EROD,

utilizando como organismo-teste a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Linnaeus, 1758).

Os objetivos especificos incluem:

a) Contribuir para o desenvolvimento e emprego de metodologias preditivas de danos
ambientais, testando a aplicacdo da técnica do Citocromo P450, como biomarcador de
efeitos de HPAs no ambiente de “lagoa”.

b) Realizar ensaios ecotoxicologicos com a dgua superficial e com o sedimento da area de
estudo quanto a presenga de HPAs, comparando os resultados ecotoxicoldgicos com os
obtidos com andlises quimicas da mesma matriz de exposi¢ao.

¢) Determinar parametros fisico-quimicos das amostras coletadas na area de estudo com o

intuito de verificar uma possivel interferéncia destes parametros nos resultados.

Os resultados deste trabalho podem propiciar uma avaliagdo de qualidade e de preservacao de
recursos hidricos, e indiretamente possibilitar controle de efluentes industriais; a implantagao
desta tecnologia na Bahia s6 foi possivel pela parceria entre a UFBA e UFRJ, onde o emprego de

técnicas preventivas utilizando biomarcadores enzimaticos ja € rotina.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

A exposicdo de organismos aquaticos a poluentes tracos pode ser determinada pela
mensuracdo de niveis externos, através do vetor agua e sedimento por exemplo, por

monitoramento ambiental. Entretanto, isto ¢ geralmente considerado insuficiente para

classificar a qualidade ambiental de ecossistemas aquaticos. (OOST et al., 1996).

Os efeitos toxicoldgicos de poluentes organicos persistentes (PNF) em ecossistemas aquaticos
conduzem a deterioracao da qualidade de agua e afetam adversamente organismos aquaticos e
a saiude humana (Figura 01). A natureza altamente lipofilica destes poluentes pode
contaminar peixes através da dieta ou pela exposi¢do a dgua (WONG et al., 2001). Estes
produtos quimicos sdo caracterizados por sua persisténcia ou longevidade antes da
degradagdo, sendo desse modo uma ameaca como determinantes de toxicidade cronica. A
bioacumulagdo destes compostos em organismos aqudticos poderia resultar em efeitos
adversos a saude, ndo sO para os proprios organismos, como também para seus consumidores

troficos mais elevados, incluindo seres humanos (WONG et al., 2000).

[ENTRADA DO POLUENTE |
|
| MUDANC A DA QUALIDADE
DA AGUA
MEDIATO MUDANCAS COMPORTAMENTAIS
EFEITOS NO SISTEMA NEURC-ENDOCRING
EFEITOS NAS MEMBRANAS EPTELIAIS
MINUTOS A | RESPOSTAS BIOQUIMICAS |
ALTERAGCOES NO METABOLISMO,
FLUIDOS CORPOREQS E ENZIMAS
HORAS A
SEMANAS [ RESPOSTASFISIOLOGICAS |
CONSUMO DE OXIGENIO,
BALANCO OSMATICO,
ALMENTAGAD E DIGESTAO
DIAS A - -
YA [ALTERACOES MO DESI?MPENHO FISIOLOGICO|
1 1
| crEscmENTD | | REPRODUGCAD |
MESES A :
ANDS | MPACTO MAS POPULAGEES |
[ EsTRUTURA E DINAMICA DAS COMUNIDADES |
ANOS A
DECADAS
| FUNGAD E ESTRUTURA DOS ECOSSISTEMAS |

Figura 01. Seqiiéncia temporal dos efeitos do estresse de poluentes (SINDERMAN, 1996)
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Os recursos de dgua sdo essenciais a sobrevivéncia de populagdes humanas. Entretanto, os
residuos, decorrentes de fontes antropogénicas, t€ém atuado sobre estes recursos, tendo por
resultado sua degradacdo continuada. Em areas densamente povoadas e altamente
industrializadas, ou em pontos de entrada dos efluentes industriais, podem ocorrer
quantidades significativas de produtos quimicos, incluindo os bifenilas policlorados (PCBs)

ou hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) e as dioxinas (WONG et al., 2001).

A Ecotoxicologia, ciéncia multidisciplinar, ¢ atualmente reconhecida em nivel mundial como
capaz de fornecer os instrumentos necessarios a prevencao de impactos no ambiente. Essa
prevengdo ¢ baseada, sobretudo, em estimativas de risco de poluicdo, baseadas nas
concentragdes de efeito de poluentes, obtidas a partir de resultados de testes ecotoxicologicos,

realizados em laboratorio, sob condi¢des controladas (NASCIMENTO et al., 2006).

3.1. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Os hidrocarbonetos aromaticos sdo constituintes naturais dos combustiveis fosseis,
encontrados em pequena quantidade, em uma série de fontes naturais, nas cinzas geradas por
incéndios florestais, por exemplo, ou artificiais combustdes incompletas de combustiveis,
fumaga de cigarro, contaminag¢des industriais. A principal fonte de formacao de HPAs sdo as
combustdes incompletas a altas temperaturas (660-740 °C), apesar da aromatizagdo ocorrer a
temperaturas mais baixas. A temperatura também ird determinar a presenca de ramificagdes

alifaticas no anel aromatico (OLMSTEAD e LEBLANC., 2005).

A ordem de degradagdo dos HPA respeita o tamanho da molécula, ou seja, quanto menor for
o composto, mais suscetivel este sera ao ataque microbiano. A familia mais téxica de
hidrocarbonetos, os HPAs (Tabela 01), ¢ uma larga familia de moléculas com anéis
benzenicos condensados. Essas moléculas tem preocupado muitos cientistas em relacdo a sua
genotoxicidade. Em linhas gerais, ha evidencias de correlacdo entre altos niveis de certos
HPAs no ambiente e um aumento de carcinogénese € mutagénese em organismos expostos

(MARSILI et al., 2001).
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Tabela 01. Alguns HPAs, especificando o peso molecular e carcinogenicidade (ROOS et al., 2004)

Nome do composto Abreviacio  Forma Molecular Peso Carcinogenicidade*
(IUPAC) Molecular
Naftaleno Naph CioHg 128,2 0
Acenafteno Ace C,Hg 154,2 0
Fluoreno Fl Ci3Hyp 166,2 0
Fenantreno Phen CisHjo 178,2 0
Antraceno Ant CisHjo 178,2 0
Fluorantheno Plt Ci6Hio 202,2 0
Pireno Pyr Ci6Hio 202,2 0
Benzoantraceno B(a)A CigHia 228,3 +
Criseno (93%) Chry CisHp 228,3 +
Benzo(b)fluoranteno B(b)F CyH» 2523 ++
Benzo(k)fluoranteno B(k)F CyHi» 2523 0
Benzo(a)pireno B(a)P CyHiz 2523 +++
Dibenzo(a,b)antraceno D(a,h)A CypHy, 278,3 +++
Benzo(g,h,i)pireno B(g,h,i)Per CpHj, 276,3 0

* 0= ndo carcinogénico; + = incerteza como carcinogénico; ++, +++ = fortemente carcinogénico (NRC,1983)

Apesar do grande volume de hidrocarbonetos liberados pela agdo do homem, o fitoplancton
produz e libera no oceano, uma quantidade algumas ordens de grandeza maior que as fontes
antropogénicas. O o6leo cru possui grandes quantidades de benzeno, tolueno, xileno, fenol,
acidos carboxilicos, compostos sulfurosos e poliaromaticos (HPAs), que sdo altamente
toxicos a uma grande quantidade de organismos aquaticos. Apesar da sua maior toxicidade os
aromaticos de menor cadeia de carbono sdo altamente volateis, ¢ a evaporacdo desses
compostos nas 24 - 48 h que se seguem a um vazamento ¢ a principal via de descontaminagdo

que reduz o perigo para os estuarios e outros corpos d’agua (KENNISH, 1992).

A agéncia de protegdo ambiental dos Estados Unidos (USEPA) e a Organizagdo Mundial de
Satde (WHO) identificam 16 HPAs como poluentes prioritarios. Eles sdo introduzidos no
meio ambiente por processos naturais (biosinteses, pirolises, diagéneses, descargas naturais) e
por meio de interferéncia de processos humanos (industriais, combustdo e queima de
combustiveis fosseis, veiculos motores, incineragdes, o0leos de refinaria) (MARSILI et al.,
2001). Os HPAs, prioritarios para a avaliacdo de impactos ambientais, em funcdo de sua
toxicidade, segundo a USEPA sdo: naftaleno, acenafteno, acenaftileno, antraceno,
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno, benzo(a)pireno, criseno, di-
benzo(a,h)antraceno, fluoranteno, fluoreno, fenantreno e pireno. Benzo[a]pireno ¢ conhecido
como composto carcinogé€nico, visto que, animais expostos a este contaminante em
laboratorio desenvolvem (LEAVER e GEORGE, 2000; ARAUJO et al., 2000 apud
PEDROSA et al., 2001; VENCES-MEIJIA et al., 2005; HARRIGAN et al., 2006).
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Apesar dos danos causados pelos ocasionais vazamentos devastadores de 6leo, centenas de
milhdes de litros alcangcam os mares todos os anos, a maior parte oriundo de fontes nao

acidentais (FELDMAN et al., 2001). Sao elas, com seus respectivos volumes estimados:

a) Oleo motor usado — O 6leo de uma troca é suficiente para contaminar quase 5 milhdes de
litros de 4gua doce. A lixiviag@o das estradas sujas de 6leo de uma cidade com 5 milhdes de
habitantes por um ano, pode conter tanto 6leo quanto grandes vazamentos de petroleiros —

(1.700.000.000 L/ano)

b) Operagdes de manutencdo — Lavagem dos tanques de petroleiros podem liberar milhdes de
litros em 4guas navegaveis, em milhares de operagdes de descarga de apenas poucos litros —

(630.000.000 L/ano)

c) Descargas atmosféricas — Escapamentos de automoéveis e chaminés industriais liberam
milhares de toneladas de hidrocarbonetos no ar todos os anos. As particulas se depositam ou

sdo lavadas pelas chuvas para dentro dos oceanos. (432.000.000 L/ano).

d) Fontes naturais — representados pela liberacdo de HPA do fundo do mar e de erosdo de

rochas sedimentares — (285.000.000 L/ano).

e) Grandes vazamentos — Apenas 5% da quantidade de 6leo que alcanga os oceanos, atinge
areas costeiras; mas pela sua natureza aguda podem prejudicar a vida no mar e na costa por

muitos anos - (170.000.000 L/ano).

f) Exploragao Offshore — De vazamentos e descargas operacionais — (69.000.000 L/ano).

Segundo Crapez (2001), sedimentos de estuarios e de sistemas costeiros marinhos, localizados
proximos a centros urbanos e industriais, sdo os maiores depositarios de HPAs. Estes
compostos podem ser remobilizados para a coluna d’dgua, onde serdo oxidados
fotoquimicamente. Entretanto, eles persistem nos sedimentos e excedem 1000 vezes ou mais a
concentragdo encontrada na agua, que é menor que 1pg.L™”, em areas ndo sujeitas a poluigio

antropogénica.

Uma das razdes que justificam o objetivo deste trabalho ¢ o fato de haver pressao
consideravel para reduzir a utilizacio de HPAs, pois existem provas conclusivas de que
muitos destes compostos tém efeitos mutagénicos e carcinogénicos (CHALOUPKA et al.,

1993 apud SHAILAIJA et al., 2006). Com o aumento do desenvolvimento industrial, esse
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balanco natural foi perturbado e a razdo entre a producdo e a degradacdo de HPAs tem
aumentado constantemente. Em geral, todos os compostos organicos contendo carbono e
hidrogénio, podem servir como percursores de HPAs. Segundo a legislagdo escocesa as
concentragdes maximas toleradas de HPAs em alimentos sdo de lug/L para naftaleno; e de

2ug/L para antraceno e fenantreno.

Niveis de metabolitos de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em figado de peixes, em
geral, sdo significativamente altos (YUAN et al., 2006). A toxicidade de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) e contaminantes similares, para varias espécies, ¢ largamente
dependente da forma quimica, rota e exposi¢do, e estagio do ciclo de vida dos organismos.
Exposicdes em niveis cronicos ou em alto niveis de HPAs, ou de 6leo cru estdo contribuindo
como fatores causais de problemas de saude e de reproducdo em muitas espécies (METER et

al., 2006).

Efeitos toxicos de contaminantes podem ser usualmente utilizados como marcadores no
biomonitoramento ambiental se esses efeitos sdo de leitura detectavel e mensuravel no
organismo em niveis letais e subletais. O figado de peixe tem sido largamente utilizado por
ser o 6rgao principal em processos de detoxificagdo (SMEETS et al., 2002; MALMSTROM
et al., 2004; GARRICK et al., 2006).

3.2. Outros Poluentes indutores de CYP1A

A maioria dos xenobioticos € lipossolivel, pois atravessam membranas bioldgicas muito
facilmente e se acumulam em tecido adiposo ¢ podem em quantidade suficiente (o que
depende da concentragdo da substidncia quimica especifica) interferir com os processos

metabolicos normais, na forma de respostas toxicologicas ou farmacologicas (PETERS et al.,

1994; MARCUSSEN e BARRA, 1997; BOGNI, et al., 2005).

Peixes sdo usualmente utilizados como modelos experimentais em estudos relacionados a
avaliacdo da qualidade e monitoramento ambiental. Tilapias tem sido utilizadas para

avaliacdo na qualidade de lagos e lagoas, por serem amplamente encontrados em vérias partes

do mundo (UENG e UENG, 1995).
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Peixes marinhos reagem a contaminantes organicos lipofilicos no ambiente ¢ possuem uma
variedade de mecanismos moleculares, dentre os quais se incluem a biotransformagao
enzimdtica com a conversdo de contaminantes orginicos, em metabdlitos excretaveis.
Exposi¢do a contaminantes especificos incluindo certos HPAs, resultam em indugdo do
CYPI1A ¢ a formacao de DNA aductos, que podem levar a carcinogénese em peixes (STIEN

etal., 1997; STEGMAN e HAHN, 1994 apud PETERS, et al., 1997).

Muitos hidrocarbonetos clorados (CHCs) e seus metabolitos sdo indutores das enzimas
citocromo P450 (CYP), incluindo membros da subfamilia 1A e 2B. Eles sdo hidrofobicos e
resistentes a degradagao bioldgica. Assim eles tém uma tendéncia a acumulagao nos tecidos,
devido a ligagdo de diol epoxidos, resultantes da ativacdo metabolica dos CHCs com o DNA

(Figura 02) .
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Figura 02. Ativacdo do BaP e formag¢ao de aductos com macromoléculas; em foco a representacio esquematica na regido
de baia (COSTA, 2001).
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A exposicao persistente de animais marinhos ao CHCs e outros metabolitos, pode implicar em
diversos problemas, por serem compostos: carcinogénicos, teratogénicos, que causam
esterilidade, retardo de crescimento, disfuncdo imunologica e anormalidades reprodutivas

(LETCHER et al., 1996).

Organoclorados sao uma classe de contaminantes que exibe potencial para bioacumulagdo na
biota aquatica (PCBs, Dioxinas). Além destes, os bifenis policlorados (PCBs) e
dioxinas/dibenzofuranas (PCDDs/PCDFs) sdo persistentes poluentes ambientais que
biomagnificam através da cadeia alimentar nos ecossistemas e também se comportam como
indutores de CYP1A. (AMCOFF et al., 1998; PERKINS e SCHLENK, 1998; CHANG et al.,
2005).

As Bifenilas Policloradas — PCBs sd@o compostos constituidos de dois anéis benzeno (fenil)
conectados por uma ligagdo simples carbono-carbono, contendo de um a varios atomos de
cloro. Devido a sua grande estabilidade quimica, baixa inflamabilidade, boas propriedades
condutoras de calor e baixa condutibilidade elétrica, tém sido largamente utilizadas em
transformadores, capacitores e catalisadores (industria quimica), destacando-se uma mistura

de PCBs comerciais, conhecido como ascarel (NYMAN et al., 2000; JONSSON et al., 2006).

Globalmente, os PCB’s sdo encontrados no ar, em concentra¢des variando entre 0,002 até 15
ng/m> Em 4reas industriais, os niveis podem alcangar valores na ordem de 9g/m’. Em
ambiente ocupacional, na manufatura de transformadores e capacitores, foram encontrados

niveis de até 1000 mg/m”.

Os PCB’s sao lipofilicos e por isso entram facilmente na cadeia alimentar, acumulando-se nos
tecidos adiposos e induzem uma gama de patologias no figado. O grau de carcinogenicidade
induzida pelos PCB’s ¢ relativamente menor do que os organoclorados. Também sao

mutagénicos e teratogénicos.

3.3. Acumulo de indutores de CYP1A1 em tecidos

Contaminantes hidrofobicos como os HPAs tendem rapidamente a ser adsorvidas as particulas
organicas. A solubilidade de compostos aromaticos diminui com o aumento do coeficiente

octanol-agua (Kow), e para os HPAs, de acordo com o aumento do niimero de anéis
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aromaticos. Dessa forma, os HPAs de baixo peso molecular estdo dissolvidos na agua,
enquanto os de alto peso sdo adsorvidos ou associados a particulas. A captacdo do
contaminante ¢ condicionada pela sua biodisponibilidade e os organismos tendem a apresentar
um enriquecimento de compostos de baixo peso molecular em relagdo aqueles presentes no

sedimento (BAUMARD et al., 1999).

A diferenca significativa na inducdo de CYP1Al ¢ extensiva a tecidos extra-hepaticos e
sugere que a base do mecanismo de resisténcia ¢ genético e ndo fisiologico. Futuras
investigagdes da variagdo da estrutura em componentes do caminho AHR podem ser buscadas
na base do mecanismo de resisténcia para a indu¢ao do CYP1A na populacdo (YUAN et al.,

2006).

A expressdo de CYPIA ¢ considerado um biomarcador de exposicdo para compostos
organicos, como HPA e bifenis policlorados (PCBs) entre outros (VENTURA et al., 2002). A
inducdo do citocromo P450 1A em peixes, que reflete a exposicdo dos organismos a estes
poluentes de origem industrial, ¢ amplamente empregada em estudos de monitoramento

ambiental, para avaliar rotas € mecanismos de exposicao.

3.4 — Biomarcadores Ambientais

A vigilancia biologica torna-se, nos dias atuais, importante corrente na protecdo a saude
humana e no equilibrio do ecossistema. Para sua execucdo ¢ necessdria a eleicdo de
parametros biologicos que reflitam o comportamento e as interagdes ocorridas entre toxicante
e sistema biologico. Esses parametros sdo biomarcadores (AZEVEDO et al., 2003). Segundo
defini¢dao, biomarcadores sdo respostas de sistemas vivos a agentes estressores, mensurados
em nivel bioquimico, celular, fisioldgico ou comportamental (NASCIMENTO, 2002; 2006).
Dentre os varios tipos de biomarcadores, os de exposi¢do correlacionam-se a concentracao do

xenobidtico no meio ambiente ou na atmosfera do ambiente de trabalho.

Biomarcadores comumente definidos como biomoleculares, bioquimicos e celulares para
poluentes quimicos, podem ser mensurados em células, tecidos e fluidos corporais, provando

ser uma facil indicagdo da satide do organismo. Estudos recentes sugerem que biomarcadores
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e residuos quimicos analisados devem ser usados em combinacao para a avaliagao de riscos

toxicoldgicos para mamiferos marinhos expostos a poluentes ambientais (FOSSI et al., 1997).

A importancia no uso destes biomarcadores como pardmetros biologicos de exposi¢ao as
substancias quimicas deve-se ao fato deles estarem mais diretamente relacionados aos efeitos
na saude do que os parametros ambientais, podendo oferecer uma melhor estimativa do risco,
necessarias para aplicagdo de medidas de prevencdo e controle da exposi¢do aos agentes

quimicos ambientais, no &mbito das politicas publicas.

Os biomarcadores de exposi¢do sdo utilizados em programas de biomonitoramento, para
indicar efeitos que sdo ecologicamente mais relevantes e para avaliacdo inicial de leitura do
primeiro nivel, ou seja, o nivel bioldgico inicial a ser afetado - proteinas (LAM e WU, 1999;

LEPESHEVA e WATERMAN, 1998 apud PARENTE et al., 2004).

Uma grande vantagem no uso de biomarcadores, em relacdo a tradicional quantifica¢do dos
poluentes nos compartimentos ambientais, ¢ que a abordagem com biomarcadores leva em
consideracdo a biodisponibilidade dos contaminantes para a biota. A fragao biodisponivel dos
poluentes ¢ um parametro critico para os efeitos desses poluentes na biota (WHILE et al.,

1993; FENK et al., 2004 apud PARENTE, 2006).

3.5 — Biodisponibilidade e Biotransformacao

Metabolismo ou biotransformacdo através da fase I (enzimas do sistema monooxigenase P-
450) e da fase II (enzimas de conjugagdo) sdo requisitos para detoxificacdo e excrecdo de
compostos lipofilicos em animais aquaticos. Esses sistemas enzimaticos sao predominantes no
figado e, com menor atividade, em outros tecidos como pulmao, rim e intestino (BAINY et

al., 1996; PERKINS e SCHLENK, 1998; MCKINNEY et al., 2004).

A capacidade metabodlica ¢ um determinante importante para o processo de bioacumulacgao,
biomagnificacdo, toxicinética e potencial toxicoldégico de contaminantes lipofilicos

organogénicos (MCKINNEY et al., 2004).

A bioacumulacao de contaminantes pode ser vista como resultado de competicao de rotas de

entradas e eliminagdes. O metabolismo ¢ um fator importante para a acumulagao de poluentes
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no organismo. Reagdes de biotransformacao divididos em fase I e II envolvem a formacgao de
metabolitos de HPAs (PIKKARAINEN , 2006) (Figura 03). O primeiro passo para o
processo de biotransformacdo, chamado de fase I ¢ usualmente a oxidagdo, quando o
CYPIA1 assume uma posi¢do central para a catdlise. Durante a fase II, contaminantes
interagem com o P450 e possibilitam a adi¢ao de outros substratos para a biotransformagao, A
forma de CYP1A ¢ geralmente induzida por hidrocarbonetos planares, entre outros (RUUS et

al., 2002).

Xenobiotico Fase I Metabélito Fase II conjugado

- S

composto
enddgeno

Figura 03. Esquema de biotransformagao de xenobiodticos (RAND et al, 1994).

As transformagdes metabolicas (biotransformacdo) de xenobidticos lipofilicos em
ecossistemas aquaticos sdo catalisadas por um complexo de familias multienzimaticas
comumente referido como um sistema enzimatico de biotransformagdo. Os processos de
transformagao de xenobioticos podem ser descritos em duas fases (Figura 04): a primeira ¢
conhecida como fase oxidativa e a segunda, fase conjugagdo dos xenobiodticos (GADAGBUI

et al., 1996; PANDEY et al., 2006).

Glicuronidagao,

Oxidagao, Sulfeconjugacao,
i - Conjugagdo com GSH Produtos
< - Reducdo, Hidrélise =
Xenobidtico I » Produtos Secundarios
Primarios GST, UGT,
Monooxigenases do Cit. P-450 ST
Moncaminooxidades (MAC)
Flavinas Monooxigenases
Excrecao ‘
Lipofilico Hidrofilico

GST: Glutaton S-transferases
UGT: Uridina Difosfoglicuronosil transferases

ST: Sulfotransferases

Figura 04. Fases da biotransformacgao de xenobioticos (COSTA, 2001).
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Exposicdo de peixes a certos contaminantes, como os HPAs, pode ser detectada por
mensuracao desses metabolitos excretados para a bile. Organismos com capacidade de
bioacumulacdo podem ser utilizados como monitores de contaminacdo ambiental, por
exemplo, na cadeia alimentar, como resultado do consumo de altas dosagens de toxicos.
Como resposta, determina-se a quantidade da substancia-foco concentrada no 6rgdo ou tecido

destes organismos (MACKAY e FRASER, 2000).

Os contaminantes ambientais podem tornar-se perigosos quando entram em contato com
organismos vivos pela interagdo das estruturas bioquimicas especificas do organismo. Os
efeitos sdo elucidados em funcdes bioquimicas e fisiologicas. As proteinas induzidas ou
suprimidas podem servir como biomarcadores de efeito ou exposicdo. Em alguns casos, a
expressdo aumentada de uma proteina ¢ conectada a riscos de saude mais elevados. Isto ¢
verdadeiro, por exemplo, para o enzima CYP1A1 do citocromo P450, que catalisa a geragdo
de metabolitos reativos dos HPAs dando subseqiientemente, por resultado, a formagao dos
aductos DNA (DELL'OMO e LAUWERYS, 1993; MARCZYNSKI et al., 2002 apud ROOS
et al.,2004).

3.6 — Enzimas do sistema OFM como indicadores de poluicao.

As Oxidases de Fun¢dao Mista (OFMs), compdem um sistema universalmente distribuido de
enzimas indutiveis, que catalisam a mono-oxigenacao (hidroxilagao) de hormonios esteroides,
vitaminas e 4cidos bilidticos. Além das substincias endogenas, as enzimas podem utilizar
como substrato drogas, pesticidas e hidrocarbonetos entre outros xenobidticos. Dessa forma,
elas tém um papel importantissimo nos processos de desintoxicacao, realizando uma série de
reagoes de oxidagdo, onde compostos organicos relativamente insoltiveis sdo convertidos em
metabolitos soluveis em agua, que podem ser conjugados e excretados pela urina ou pela bile

(PAYNE et al., 1987).

CYPIAI ¢ um componente terminal do sistema OFM, e possui uma importancia primordial
na detoxificacdo de certos contaminantes organicos, como os HPAs. A atividade EROD ¢
dependente do CYPIA1 e é mensurado, como um marcador na inducdo de OFM. (KIRBY et
al.,2007)
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As primeiras avaliagdes no campo da inducao da OFM por hidrocarbonetos foram feitas no
comego dos anos 70, em Newfoundland no Canadd, em trutas (Salmo trout) retiradas de um
lago com histérico de contaminagdo por HPAs, que apresentaram altos niveis de hidroxilases
no figado (PAYNE, 1975). Esse e outros estudos levaram a sugerir que a indu¢do de enzimas
OFM no figado de peixes seria um indicador sensivel para ser usado no monitoramento

biologico (PAYNE et al., 1987).

Trabalhos mais recentes mostram que trutas com 3mg de compostos HPAs no figado, rim e
coracdo podem induzir enzimas do sistema OFM como a 7-etoxiresofurina O-deetilase
(EROD), aumentando sua atividade em até¢ 14 vezes (UPSHALL et al., 1993). Em outro
trabalho, PCBs acumulados no figado de peixes foram responsaveis pela indugdo de
benzo[a]pireno, hidroxilase hepatica e do citocromo P-450, independentemente da forma
como o PCB foi disponibilizado (emulsdo na dgua ou alimentacdo) (CARLSSON e PART,
2001; NASSEL, 1996 apud REBELO, 2003).

3.7 — Citocromos P450-1A

As enzimas CYP, conhecidas como mooxigenases de funcdo mista (OFMs) sdo as maiores
drogas-metabolitos enzimaticos no figado e funcionam na biotransformagdo de uma grande
variedade de xenobidticos lipofilicos e compostos endogenos (GUENGERICH, 1991 apud
LETCHER et al., 1996). Consequentemente, CYP hepatico promove a elimina¢ao de muitos
poluentes orgénicos hidrofobicos pela facilidade na introdu¢do de um grupo funcional polar,
para subseqiiente excre¢do. Indu¢do de CYP pode, significativamente, afetar o metabolismo,
bioacumulacgdo e toxicocinética de xenobidticos, indicando a susceptibilidade do animal a

exposicao (LETCHER et al., 1996).

Os citocromos (Figura 05) sao hemoproteinas pois possuem uma parte protéica (apoproteina)
e um grupo heme prostético (Figura 06) (FOSSI et al., 1997), localizadas nas membranas do
reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos e de outras células corporais. O método de agao
principal ¢ a adi¢do de um grupo funcional a compostos lipofilicos, de modo a fazé-los mais
hidrosoluveis, e portanto, mais facilmente excretdveis para a elimina¢do de substancias

exodgenas. (MARCUSSEN e BARRA, 1997; YUAN et al., 2001).
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grupo heme

hojas-heta

alfa-helice
Figura 05. P450 (MARCUSSEN e BARRA, 1997) Figura 06. Estrutura de hemoproteina (MARCUSSEN e
BARRA, 1997).

A familia de citocromos P450 mais bem estudada ¢ a dos P450-1A (Tabela 02). A expressao
das proteinas dessa familia pode ser induzida por substancias como o 2,3,7,8-Tetra-cloro-
dibenzeno-p-dioxina (TCDD) e Hidrocarbonetos aromaticos halogenados (CAO et al., 2000).
Em trutas, CYP1Al e CYP1A3 foram identificados e apresentam homologia de 96% na
seqiiéncia de aminoacidos (BERNDTSON e CHEN, 2004). O mecanismo de indugdo do
CYP1A1 por dioxinas ja foi extensamente estudado e acredita-se que requer a ligagdo ao
receptor citoplasmatico Aril hidrocarénico (AhR), com subsequente modulagdo da transcri¢ao
do gene (Figura 05) (WHITLOCK, 1991).

Tabela 02. Utiliza¢do da familia dos Citocromos P450 em biomonitoramento (WHITLOCK, 1991)

Enzima Controle da expressao Contaminantes indutores Referéncia
CYP1A1 AhR HPA, dioxinas Nobert et al., 1993
CYP1B1 AhR HPA, dioxinas Shon et al., 1994
CYP2B1 CAR DDT, Hexaclorobenzeno Li et al., 1986
CYP2B2 mRNA Benzeno, tolueno, xileno Kim and Kim, 1996
CYP3A PXR Nanyfenol Loo et al., 1996
CYP4 PPAR PCBs Okim et al., 1993

Existe uma vasta literatura demonstrando a inducdo do CYP1A1l por HPAs em diversos
organismos, especialmente mamiferos. Diversos trabalhos mostram que a exposi¢ao de trutas
(Oncorhychus mykiss) a TCDD, b-naftoflaveno ou indole-3-carbinol, induz a expressao
genica de CYP1A, além de aumentar a atividade enzimatica da EROD no figado desses

animais (CAO et al., 2000)
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Estudos mais completos mostrando a correlagdo entre a inducao do YP1A com HPAs foram
feitos por Anderson et al. (1999); Koh ef al. (2001). Os autores utilizaram sistemas relatores
de genes (GRS) para identificagdo em células de linhagens laboratoriais que foram
modificadas geneticamente para apresentar o gene da luciferase, acoplado ao promotor do
gene do CYPIA, como mostra a figura 07. Dessa forma os indutores do gene sdo
identificados através da producao de luz pela linhagem de células (BILLIARD et al., 2000;
NYMAN et al., 2000).

Simbolo da Cascata
de Tradugdo E——]

Tradugdo de
Ligante Endogeno proteinas

Detoxicagdo e,

FPHH-0OH
L/ /|
/ CYP1A | =— | CYP1A

Respostas Outras
toxicas - proteiny

Figura 07. Mecanismos de a¢do da CYP1A. Fonte: REBELO, 2002.

Segundo Kelsey (2005), o grau de exposi¢ao de peixes a contaminantes, pode ser mensurado
através de respostas biologicas (um biomarcador), pela indu¢do das enzimas do sistema
P4501A (CYP1A). Esta indug¢do ¢ provavelmente a mais freqiientemente utilizada como
biomarcador de exposi¢do de organoclorados em vertebrados, sendo especifica para um grupo
de quimicos — Hidrocarbonetos Poliaromaticos, € com mecanismos de respostas de exposi¢ao
a contaminantes relativamente alta. Sinais clinicos a exposicao relativa incluem o aumento na
mortalidade, a inducdo do citocromo P450 (CYP1A), edema, hemorragia, anormalidades
craniofaciais e outros efeitos patolégicos (BURKER er al., 1985; GUENGERICH e
SHIMADA, 1998 apud CHEN et al., 2000; GENTER et al., 2006).
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3.8. Atividade enzimatica EROD

A mensuracao da atividade da EROD realizada espectrofotometricamente descreve o efeito de
exposicdo por xenobidticos, além de ser muito utilizada em ambientes aquaticos, devido a sua
alta sensibilidade (KLOZ et al., 1984 apud LINDSTROM-SEPPA e STEGEMAN, 1995;
HAHN, et al., 1996; BRUSCHWEILER et al., 1996). Na presenga de NADPH, a atividade
enzimatica da EROD converte o substrato etoxiresorufina em resorufina, com produ¢ao de um
composto fluorescente (SIROKA et al., 2005) que ¢ lido em ensaio espectofluométrico por
1,5min. A atividade enzimdtica da EROD ¢ subsequentemente calculada, com base na
comparagdo com a florescéncia obtida no ensaio (resorufina formada) com uma concentragao

conhecida.

A seqiiéncia da reacdo metabodlica envolve 6 passos distintos: 1. Adicdo do substrato a
enzima; 2. doagdo de elétrons; 3. adicao de oxigénio e rearranjo das moléculas; 4. doagdo do
segundo elétron; 5. formagdo de agua; 6. formagao do substrato oxidado, conforme descrito

na figura 08 (STEGMAN et al., 1997).
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Figura 08. Sistema de acdo do citocromo P450 (STEGMAN et al., 1997).
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Peixes sdo receptores de quimicos oriundos de fontes antropogénicas que sdo incorporados
pelo organismo, através de processos fisiologicos e metabobicos e respondem a presenca de
contaminagdo por diversas formas. Uma das respostas mais consistentes ¢ o aumento da
atividade das enzimas oxigenases de funcdo mista (OFM), particularmente a da
Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD), que tem sido amplamente demonstrada em laboratorio
(SLEIDERINK et al., 1995; COLLIER et al., 1995; EGGENS et al., 1995; LEVINE et al.,
1995; RATTNER et al., 1996; CUSTER et al., 1997, HODSON et al., 1997, KOH et al.,
2001; REES et al., 2005). Interpretar a significancia desta inducdo, dependerd em parte da
identificagdo e concentragdo de contaminantes aquaticos, aos quais estes peixes sao expostos
e, de outra parte, a identificagdo de variaveis abiodticas e bidticas naturais, como temperatura
da 4gua, idade e maturidade sexual, que influenciam na expressdo e, conseqiientemente, na

resposta indutiva da EROD (SLEIDERINK et al., 1995; CARLSSON e PART, 2001).

A atividade da EROD pode ser influenciada por um largo numero de fatores bidticos e
abidticos como: temperatura e pH da dgua, idade e fase reprodutiva. Além disso, a interagdo
de organicos com metais tracos (como exemplo o cobre), pode levar a uma massiva produgao
de metabdlitos reativos que podem ser muito tdxicos aos organismos marinhos (STIEN et al.,
1997). Esta relagdo parece ter dependéncia do tempo, administragdao e dose do metal. Autores
tém demonstrado em estudos “in vivo” e “in vitro” a inducao por alguns metais e sugerem um
estudo complementar de metalotioneinas para demonstrar a presen¢a de metais na mistura de
poluentes (STIEN et al., 1997, HOLDWAY et al., 1997; STANLEY et al., 2005; GORBI et
al., 2005; GUNTHER et al., 1997; WONG et al., 2000).

Metais pesados incluindo cadmio, niquel e mercurio t€ém demonstrado uma forte toxicidade a
organismos marinhos. Na presen¢a destes metais, reduz-se em cerca de 50% a atividade do
controle mensurada pela atividade EROD e expressao da CYP1A. Em muitas espécies de
peixes, a inibicdo da atividade catalitica da P450 por certos poluentes ¢ bastante observada

(BOZCAARMUTLU e ARINC, 2004).

A inducao de CYP1A pode ser reconhecida como um biomarcador valioso de exposicao para
xenobidticos, ativadores dos receptores Ah. EROD e hidroxilase aril hidrocarbono (AHH) sdo
marcadores relativamente especificos de mediadores de atividade CYP1A e podem ser usados
para mensurar a indugdo de CYPIA em peixes, passaros ¢ mamiferos (LETCHER et al.,

1996; TIMME-LARAGY et al., 2006).
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A inducdo de CYPIA por varios xenobioticos foi usada como biomarcador em diversas
espécies de peixes teledsteos, mostrando uma diferenga na mensuracao pela atividade
enzimatica, quantificagdo imunoldgica protéica e niveis de mRNA (WILLIAMS et al., 2000).
Nestes trabalhos, a atividade da CYP1A foi avaliada via modificacdo da atividade EROD. As
amostras foram analisadas fluorometricamente e baseadas na determinacdo da concentragao
da resorufina em comparacao a curva padrao da mesma (ESTABROOK et al., 1996; WALL e
CRIVELLO, 1999; VERBRUGGE et al., 2001).

A atividade da CYPIA1 EROD mede a atividade do grupo 1Al, através de uma reacao de
deetilacdo da Etoxiresorufina. Nesta reacdo, o substrato etoxiresorufina € hidrolizado a
resorufina, um composto fluorescente e estavel. A cinética enzimatica pode ser seguida de 10
a 20 minutos com o uso de fluorimetro. Concentragdes do substrato otimizado exodgeno [3-
NADPH, juntamente com o uso de um tampao especifico contendo inibidores de Diaforase e
outras enzimas consumidoras de NADPH, permitem um bom desempenho da atividade da
CYP1A1 EROD mesmo com baixas quantidades de homogenizado cru ou sobrenadante, por
centrifugagdo a 9000g (fracdo pos-mitocondrial). Este procedimento ¢ bastante rapido como
também confiavel e de facil repetibilidade. O uso da indu¢do do CYP1A como biomarcador
de exposicdo ¢ considerado um método de biotecnologia ambiental (O'HARE et al., 1995;

PARENTE, 2006; SCHLEZINGER et al., 2006).
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4. METODOLOGIA

4.1. Organismos-teste

A Tilapia é originaria da Africa, Jordania e Israel, tendo sido introduzida no Brasil na década
de 70. Os tipos mais cultivados sdo: tilapia do Nilo, tildpia vermelha e a chitralada ou
tailandesa. As formas de cultivo utilizadas sdo a extensiva: realizada em acudes, onde o
crescimento dos peixes depende, exclusivamente do alimento natural disponivel; a semi-

intensiva: conduzida em viveiros escavados em terreno natural.

No Brasil, a tildpia do Nilo (Figura 09), proveniente da Costa do Marfim no Oeste africano,
foi introduzida no nordeste em 1971 e, entdo distribuida pelo pais. A tildpia do Nilo ¢
cultivada desde a bacia do rio Amazonas até o Rio Grande do Sul. O interesse pelo cultivo
desta espécie, no sul e sudoeste do pais, cresceu rapidamente nos ultimos oito anos pela
introdugdo da tecnologia da reversao sexual e a pesca esportiva, representado pelos “pesques-
pagues”. A tilapia ¢ criada em diversos sistemas, desde a cultura semi-intensiva em tanques
que recebem dejetos animais, como em cultivo intensivos em tanques-rede. Acredita-se que,
no Brasil, metade da producgdo anual de peixes cultivados seja de tilapias (LOVSHIN et al.,

1998 apud RAMOS, 2005).

Taxonomia:

Reino Animallia

Filo Chordatha
Subfilo Pisces

Classe: Actinopterygii
Ordem: Peciloformes

Familia: Cichlidae

Género: Oreochromis

Espécie: Oreochromis niloticus Figura 09. Oreochromis niloticus

Nome popular: Tilapia do Nilo
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Biologia da Tilapia (RETEC, 2006);

Tilapia (Oreochromis niloticus niloticus)
Tamanho do aquario: Minimo de 120 litros
Tamanho méaximo: 60cm

pH: Entre 6,8 ¢ 7,2

Iluminagao: forte

Dificuldade de criagdo e reproducao: facil
Temperatura: Entre 22° € 26°C

Sociablidade: Convive bem com outras espécies.
Modo de reproducao: Oviparo e cuida da prole
Alimenta¢do: Onivoro; se alimenta de pedagos de camarao, alimento floculado, larvas e

minhocas.

r

A cadeia produtiva da tilapia é considerada uma das mais importantes da aqiiicultura
brasileira. O. niloticus tém sido utilizados em estudos por serem peixes onivoros. Possuem
uma ampla distribui¢do geogréafica e abundancia nos tropicos, € uma vantagem adicional que
contempla seu uso em estudos de biomonitoramento ¢ o fato de serem altamente resistentes a

poluentes ambientais.

4.2. Descricio da area de estudo e dos pontos de amostragem

A area de estudo vem recebendo efluentes do sistema “nao-organico” (oriundos de adgua de
chuva e lixiviacdo de patios), ha varios anos que podem estar carreando poluentes prioritarios,

de longa meia vida, que entram em contato com a bacia, podendo causar poluig¢ao

Os pontos de amostragem foram definidos (Figura 10) em funcdo da localizagdo e
importancia para analise, devido a contribuigdes dos efluentes das empresas. Foram
determinados oito pontos amostrais, indicados como P01 a PO8 (Figura 11). Nos pontos P01
a P05 foram coletadas, amostras liquidas e sedimento. Nos pontos P06 a PO8 foram coletadas
apenas as correntes liquidas retiradas diretamente das canaletas de transporte do efluente nao

organico para a lagoa de contencao.
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Figura 10. Foto aérea da area de estudo (Fonte: CETREL).

As coletas foram realizadas em 6 campanhas, sendo 3 durante a estacdo seca (Agosto,

Outubro e Dezembro de 2005) e outras 3, na estacdo chuvosa (Margo, Abril e Maio de 2006).

o ol P )

Figura 11. Mapa de localizacdo dos pontos de coleta, gerado pelo software Arc View.
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O georeferenciamento destes pontos foi realizado com o GPS TRIMBLE GEOEXPLORER 3.

A descrigao dos pontos amostrais se encontra na Tabela 03.

Tabela 03. Coordenadas Geograficas dos pontos amostrais.

Ponto Descric¢io Amostragem
P1 Borda oeste da bacia [ Agua e Sedimento
P2 Borda leste da bacia | Agua e Sedimento
P3 Parte profunda da bacia I Agua e Sedimento
P4 Interior da bacia I Agua ¢ Sedimento
P5 Interior da Bacia II Agua e Sedimento
P6 Canal da bacia II Agua
P7 Canal II - Reversdo para bacia [ Agua
P8 Canal III - Final Agua

4.3. Tratamento das amostras

As amostras coletadas foram levadas ao LABIOMAR, onde o trabalho experimental foi
realizado obedecendo a protocolos existentes no laboratorio (CETESB, 1990a;
CETESB,1990b; NASCIMENTO, 2000; NASCIMENTO, 2002). As amostras tiveram
acondicionamento apropriado durante o processo de coleta, transporte, preservagao, preparo €

analise, segundo as técnicas recomendaveis pela CETESB (1990a;b) e Nascimento (2002).

4.3.1. Agua

As amostras liquidas foram coletadas em garrafa de Van Dorn (Figura 12), armazenadas em
frascos coletores com capacidade de 20L e acondicionadas em freezer 20°, por 48h, até a hora

do uso.

Figura 12. Garrafa de Van Dorn: coleta de amostras liquidas.
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4.3.2. Sedimento

As amostras de sedimento foram coletadas com draga de Pettersen (Figura 13), armazenadas

em sacos plasticos identificados e congeladas no freezer 20°C até posterior uso.

Figura 13. Coleta de sedimento através da draga de Pettersen.

Os procedimentos utilizados para efetuar a coleta foram seguidos por POPs (Procedimentos
Operacionais Padrao) de “Técnicas de coletas, preservagdo e preparo de amostras liquidas e

de sedimento para Testes de Toxicidade” utilizados frequentemente no LABIOMAR.

4.4. Execucao dos testes

4.4.1. Preparacao dos Organismos

O teste foi realizado segundo a ABNT-NBR 15088 (ABNT 2004b) — Métodos de ensaios com
peixes, com adaptagdes. Os juvenis foram doados mensalmente pela estagdo de piscicultura
do DNOCs (Departamento Nacional de Obras Contra as Secas), Itilba-Bahia, onde
normalmente sdo criadas sob condi¢des controladas. Estes foram transportados para o
laboratdrio de Biologia Marinha da UFBA em sacos plasticos com agua da piscicultura com
oxigeénio suficiente, para minimizar o estresse e conserva-los em boas condi¢des de satde. No
laboratorio, os juvenis foram aclimatizados por um periodo de 1 semana, em aquario com
capacidade para 100L, com agua de diluicdo (dgua tratada pela EMBASA, reservada em
recipientes plasticos, desclorinizada por 72hs com aeragdo constante), e alimentados 1

vez/dia. Esse processo ocorreu durante todo o periodo de aclimatizacao dos organismos.

Os peixes foram colocados em aquarios com 10L de dgua de diluicdo (desclorinizada) e
aeracdo constante por um periodo de 24 horas antes do teste. Os organismos foram

sacrificados por incisdo cerebral; foi realizada a biometria e dissec¢do para retirada dos
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figados, que foram acondicionados e identificados. As caracteristicas fisico-quimicas da agua

(pH, dureza, amoénia e temperatura) foram avaliadas no inicio e no final dos testes.

Os animais foram selecionados, com base no tamanho (9 - 13 cm) e peso (30 a 40 g). Esta
selecdo d4 uma idéia aproximada da idade (fase reprodutiva) e maturidade dos animais. Além
disso, foram examinados pH, (6timo em 7,4 a 7,6, segundo Khan et al., (1998)) e temperatura,
fatores estes que segundo alguns estudos podem levar a uma interferéncia na atividade
enzimatica (DURAND-PERDU e CRAVEDI, 1989; ANDERSSON e KOIVUSAARI, 1985
apud O'HARE et al., 1995; MATTSON et al., 1998).

4.4.2. Exposicao dos organismos

As amostras foram colocadas em aquarios com capacidade de 10L, distribuidas em 5 réplicas
por ponto. Cada aquario continha 4L de 4gua (amostra) e 1 peixe (juvenil de tilapia) exposto
por 24 horas sob condigdes ambientais adequadas, incluindo aeragdo (Figuras 14 e 15). As
amostras de sedimento (300g/ aquario ocupando cerca de 1,5cm de altura), ao longo do fundo
do aquério, foram cobertas com uma camada de agua de dilui¢do (4L de volume total), sob as
mesmas condi¢cdes e numero de peixes (Figuras 16 e 17). Parametros fisico-quimicos
(temperatura, pH, nitrato, amonia, turbidez, solidos em suspensdo, dureza e sulfeto) foram

analisados no inicio e no final do experimento.

Figuras 14 e 15. Montagem dos testes com amostras liquidas

N g ‘

Figuras 16 e 17. Montagem dos testes com sedimento
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4.4.3. Preparacio da fracao citosdlica (S9)

ApoOs a exposicao, todos os peixes foram sacrificados, mensurados e pesados (Apéndice I). O
figado de cada animal foi extraido, pesado, lavado em KCI 0,150M para remocgao dos residuos
de sangue, mergulhado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80°C até uso
posterior. Figado de 5 peixes, provenientes de cada ponto amostral (P1 a P8), foram
homogeineizados com solugdo tampao A+B do kit CYP1A1 EROD ACTIVITY, inibidora de
protease, em uma proporcao de 2mL da solugdo/ 0,5g de tecido, usando um homogeineizador
mecanico. Homogeneizados hepaticos foram aliquotadas em microtubos de 2mL, destinados a
quantificagdo da atividade EROD e determinagao de proteinas totais, segundo metodologia de
Bradford (1976) (Figuras 18 e 19), utilizando o espectrofotometro de microplaca Molecular

Devices — Spectra Max Plus 384, por leitura de absorbancia a 595nm.

............

Figuras 18 e 19. Determinagdo de proteinas totais por espectrometria através da técnica de Bradford.

O material reservado para EROD foi subsequentemente centrifugado a 9000g por 30minutos a
4°C, para obtencao da fracdo citolosica (S9) e armazenados em freezer -80°C para posterior

quantifica¢do da atividade (Figuras 20 a 25).

Figuras 20 a 22. Biometria e sacrificio dos organismos teste.
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Figuras 23 a 25. Retirada do figado, separacéo e congelamento em N, (liq).

4.4.4. Analise Enzimatica

A atividade enzimatica da Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) foi determinada na fracao
hepatica S9 através de ensaio descrito por Burker ef al. (1985), modificado posteriormente por
Pohl e Fouts (1980) e Klotz ef al., (1984), com adaptagdes para utilizagdo do KIT CYP1Al
EROD ACTIVITY (Figura 26). O principio deste método baseia-se na avaliacdo da EROD
por espectofluorimetria do metabdlito 7-hidroxiresorufina, em presenga do cofator NADPH e
do citocromo P450 da fracdo S9 (amostra) em pH=7,8, utilizando a resorufina como padrao
interno para calculo do coeficiente de extingdo molar (PROUGH et al., 1978). Na avaliagao
da deetilacdo da 7-etoxiresorufina-O-deetilase foi mensurado na reagao da cinética enzimatica
usando como referéncia a resorufina (OOST et al., 1996; BURKER e MAYER, 1974 apud
MALMSTROM et al., 2004).

Enzimas P450 realizam reacdes de hidrolise e oxidagao (Fase I- Biotransformagdo). A
centrifugacdo de células do figado a 9000g (fragdo S9 — obtida ap6s homogeneizacio e
centrifugacdo) formam precipitados de nucleos, mitocondrias, lisossomas e fragmentos de

membrana.

Sobrenadantes submetidos a alta centrifugacio

¥ ¥
-_'-.-'..: = I"-_I Homogeinado -', -.'. :T ,f Pellet contendo
1“‘.:_'_. w _: 2 s contendo residuos de r .:_T ': ..-1. : mitocondrias, ,rc?ticulo
o g = ®  sangue, membrana e anr =W, endpplasmatwo,
I -ﬂ_ outros residuos w e E lisossomos,
T celulares. o T ? "E peroxissomos
.

Figura 26. Esquema de obteng¢ao da fragdo S9 (PARENTE , 2006).

{
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A quantidade de resorufina formada foi mensurada em triplicata, sob temperatura controlada
(30°C), (IMBER et al., 1995) em leitura com cubeta de quartzo, utilizando o
espectrofluorimetro (Spectrofluorcephotometer-Shimadreu RF-5000) (Figura 27), com
excitacao de 550nm, emissdo de 582nm e largura de faixa Snm, no laboratoério de Toxicologia
Ambiental da FIOCRUZ/RIJ. A reagdo foi iniciada pela transferéncia 1,850mL da solucdo C
(tampao de reacdo) e 3uL de etoxiresorufina (Solucdo E) para a cubeta de quartzo e apos
3minutos pela adicdo de 50uL (ou 100pL a depender da quantidade de proteinas totais
obtidas) na fragdo S9. Apds 2minutos, adicionou-se 10uL de B-NADPH, e a florescéncia
(FLU) foi medida a cada segundo, por um periodo total de 1,5minuto, gerando um grafico
linear (Figura 28), através do qual foi obtido o AFLU (média de fluorescéncia). A quantidade
de resorufina formada foi determinada por meio de uma curva padrdo de concentra¢do de
resorufina x intensidade da fluorescéncia. A atividade da EROD foi calculada pela divisdo da
quantidade de resorufina formada (AFLU/min) pela quantidade de proteinas totais calculadas
por amostras, pelo tempo de reacdo (UFL/pmols/mg proteinas/min)’, e expressa em

picomoles por minuto e por miligramas de proteinas da fragdo S9, por mililitro do

homogenado (pmoles/min/mg/mL).

Figuras 27 e 28. Spectrofluorcephotometer-Shimadreu RF-5000 e grafico gerado por ele, pela leitura das
amostras.

4.5. Tratamento estatistico

Os dados foram analisados no programa Grafphad usando-se o teste t de student, afim de
comparar médias; One-way Analysis of Variance (ANOVA) e Tukey-Kramer Multiple
Comparisons Test, para comparar as varidncias das médias e comparagdo de médias multiplas

entre os grupos amostrais e o controle. Estes andlises buscaram identificar o indice de
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variacdo das médias, nos diferentes pontos e entre o controle. Diferencas significativas foram
determinados com nivel de probabilidade de 0,05. Célculos estatisticos foram realizados

utilizando os programas MINITAB, EXCEL e ORIGIN 1.6.

Para enriquecimento e exploracdo dos dados, foram realizadas andlises de componentes
principais — PCA, com o intuito de verificar as variaveis mais importantes dentre os
resultados. Andlises de correlacdo entre os pardmetros fisico-quimicos e quantificacdo da
atividade EROD para cada ponto foram realizadas, com o intuito de investigar as possiveis
causas do aumento (ou decréscimo da atividade EROD) para fins de complementagao do

trabalho.

4.6. Controle Positivo

Em estudos de biomonitoramento usando biomarcadores enzimaticos, um controle negativo €
fundamental para comparar as amostras coletadas no ambiente-teste com amostras
consideradas padrdo — valor da atividade mais proxima do basal. Porém apenas com um
controle positivo, utilizando uma substancia referéncia, pode-se verificar a intensidade do

efeito causado (MALMSTROM et al., 2004).

O Ascarel, tecnicamente chamado de Alocloro 124, ¢ um o6leo resultante da mistura de
hidrocarbonetos, derivados de petrdleo, utilizado como isolante em equipamentos elétricos,
sobretudo transformadores. Seu uso foi proibido, no Brasil em 1981, mas ainda existem
muitos equipamentos abandonados, contendo ascarel, em subestagdes de trem e edificios

industriais (USEPA, 1986).

Por ser um composto formado por uma mistura de indutores de CYP1A1, ascarel foi utilizado
no teste de controle positivo, empregando diferentes tratamentos com quantificacdo da
inducdo de Atividade EROD, obedecendo a mesma metodologia da quantificacdo da atividade
EROD descrita anteriormente, através de exposi¢ao (AA4, AAX e AA10), na concentragdo de
1:5 (IL da fragao soluvel de ascarel + 4L de agua de diluicdo). Além disso foi feito um
controle negativo com 5L de 4gua de dilui¢do (C1 a C5); o outro tratamento foi por injecao
intraperitonial com 25ug/L (IP1 a IP5) e 100pg/L (IP6 e IP9) de ascarel, como demonstrado
na no Apéndice 2. Os individuos AA1 a AA3; AAS a AA9; IP7, IP8 e IP10 morreram antes

de completar as 24h de exposicao e seus figados ndo puderam ser utilizados para andlise.



49

O ascarel ¢ uma mistura de PCBs que foi muito utilizado em meio industrial. (VEGA-LOPEZ
et al., 2006) (Figura 29). Bifenis policlorados (PCBs) sdo poluentes ambientais altamente
toxicos com modelos especificos de acao e tém si por mais de 70 anos em diversas aplicagdes
industriais. De acordo com os dados da Agéncia de Substancias Toxicas e Registros Perigosos
—ATSDR, em 2001 os PCBs atingiram a quinta posi¢do no ranking de poluentes prioritarios

com base nos riscos para a vida aquatica.
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Figura 29. Estrutura do ascarel (VEGA-LOPEZ et al., 2006)

Estudos mostram que o mecanismo de acdo desses poluentes interferem também no sistema
das OFM, envolvendo o metabolismo de esterdides e competindo pelo receptor Ah (CUSTER
et al., 1997). Existe uma significincia no nivel de regulacio da EROD com a atividade
observada no tratamento intraperitorial (HARTL et al., 2004). O tratamento com o PCB 126
induz um aumento no reticulo endoplasmatico e também no ntimero de lisossomos no corpo
celular (LOVSHIN e CYRINO, 1998). Assim, obteve-se um controle positivo em tilapias
tratando-as com Ascarel (uma mistura de PCBs, servindo como um potente indutor de

CYPI1A).



50

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados do teste de Controle Positivo

O resultado do teste de controle positivo (Figura 30) demonstrou um aumento da atividade
enzimatica da EROD, quando comparada a cada bioensaio, indicando que a exposicdo (a
metodologia empregada neste trabalho), indica uma melhor resposta, quando comparada a
outros tratamentos como a injec¢ao intraperitonial, o que nos permite uma maior confiabilidade

nos dados encontrados neste trabalho.
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Figura 30. Valores Médios de Atividade EROD em diferentes tratamentos realizados no controle positivo com

ascarel.
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5.2. Atividade EROD em Agua superficial

Os resultados dos testes obtidos com agua superficial (Figura 31) caracterizam o ambiente
como moderadamente poluido por indutores de CYP1A1, incluindo HPAs carcinogénicos, o
que foi evidenciado pelos diferentes niveis de inducdo de CYP1Al, observadas pelas
concentragdes de atividade EROD, em alguns pontos de amostragem, quando comparadas ao
controle. Graficos de variagdo das atividades encontram-se em anexo (Apéndice 4). Através
da comparacdo de médias multiplas nos dois periodos amostrais observa-se que, no periodo
seco, os pontos que diferiram do controle (P1, P2, P3 e P6) ndo apresentaram a mesma

diferenga significativa no periodo chuvoso, com excec¢io de P2.
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Valores unidos pela mesma linha nao diferem significativamente (p > 0,05)

Pontos de Amostragem P1 P2 P3 P6 P8 P7 P4 CTR.POS. CTR. NEG. PS5
Teste de Atividade EROD 77,61 53,33 35,58 24,60 18,03 17,93 7,71 10,00 7,58 6,64
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COMPARACAO DE MEDIAS MULTIPLAS (Periodo Chuvoso)
Valores unidos pela mesma linha ndo diferem significativamente (p > 0,05)

Pontos de Amostragem P2 P8 P4 P7 CTR.POS. PI P3  CTR.NEG. P6 P5
Teste de Atividade EROD 30,14 17,55 17,31 13,19 10,00 6,44 5,14 4,91 3,64 1,22
(pmoles/mim/ml) L L ettt et ettt ettt b e b e b et e et e ete et b esterbesa e b esteereeteeseeseesaensentans !

Figura 31. Valores médios da indugdo da atividade EROD (pmoles resorufina/mg proteina/min) em células
hepaticas (fragdo S9) de tilapias (O. niloticus) expostas a agua superficial da area de estudo Camagari-BA.

Nos graficos 32 e 33, estdo representadas as médias da atividade EROD obtidas em cada

campanha. Nota-se equivaléncia significativa entre as médias das campanhas a cada periodo.
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Durante o periodo seco, os pontos no interior da Bacia (P1 a P4) foram os que apresentaram
maior atividade EROD, nas 3 campanhas referentes a este periodo (Figura 32). Em se
tratando do periodo chuvoso, os pontos P1 a P4 continuaram a ter uma toxicidade maior

(Figura 33), porém, estatisticamente menor quando comparada ao periodo seco.
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Valores Médios da Atividade EROD (pmols
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Controle P5 P6 P4 P1 P3 P2 P7 P8

Pontos de Amostragem

Figura 32 - Valores Médios da indugdo da Atividade EROD (pmoles resorufina/mg proteina/min) em
figado de tilapias (Oreochromis niloticus) expostas a agua superficial no periodo seco por ordem de fluxo
da area de estudo, Camacari-BA.
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Figura 33 - Valores Médios da indugdo da Atividade EROD (pmoles resorufina/mg proteina/min) em
figado de tilapias (Oreochromis niloticus) expostas a agua superficial no periodo chuveso, por ordem de
fluxo, da area de estudo, Camacari-BA.
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5.3. Atividade EROD em Sedimento

Os resultados dos testes obtidos com sedimento (Figura 34) mostraram uma maior atividade
enzimatica, quando comparadas ao controle e também quando comparados aos resultados dos
testes com agua superficial, confirmando a evidéncia de um ambiente sedimentar poluido por
indutores de CYP1A1. Segundo a comparagdo de médias multiplas, os ponto P2 e P3
diferiram significativamente do controle, respectivamente nos periodos seco e chuvoso.
Valores relativamente altos de HPAs, como benzeno, foram encontrados nos pontos da Bacia,
principalmente no P5, onde supostamente a resposta EROD atingiu valores proéximo ao

controle.
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Figura 34. Valores médios da indugdo da atividade EROD (pmoles resorufina/mg proteina/min) em células
hepaticas (fragdo S9) de tilapias (O. niloticus) expostas ao sedimento da area de estudo Camacari-BA.

Considerando os altos valores de metais pesados no sedimento e valores também
relativamente altos de benzeno na agua, detectados por andlises quimicas, supde-se que a
presenca dos metais possa ter inibido a atividade EROD, visto que, os valores de metais

obtidos através de andlises quimicas, foram altos em relacdo ao limite permissivel pela
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resolucdo CONAMA n° 357/2005 e 344/2004; entretanto, pontos que tiveram valores de
atividade EROD significativamente altos, quando comparados ao controle, também
apresentaram valores altos de metais, ndo se podendo confirmar assim, se o nivel de metal,

influenciou diretamente na inibi¢do da atividade EROD.

Os pontos que apresentaram maiores concentracdes de poluentes indutores de CYP1A foram
as bordas da Bacia do Complexo (P1 e P2 — borda oeste e leste da lagoa, respectivamente). Os
valores de atividade EROD no periodo chuvoso (Figura 36), foram mais baixos do que os
relacionados ao periodo seco figura 35 com excecdo do P4 (interior da lagoa — préximo ao
ponto de chegada do canal das ruas hidrogénio) (MATIAS et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2006a; RODRIGUES et al., 2006b; RODRIGUES et al., 2006¢c; LACERDA et al., 2006a;
LACERDA et al., 2006b)
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Figura 35 - Valores Médios da indugdo da Atividade EROD (pmoles resorufina/mg proteina/min) em
figado de tilapias (Oreochromis niloticus) expostas ao sedimento do periodo seco, por ordem de fluxo, da
area de estudo, Camacari-BA.

% 200

:

g. 160 W 4% camp
a @ 52 camp
g 120 O 62camp
5 sl

8

§ 40

t  m B W |

S Controle P5 P1 P4 P3 P2

Pontos de Amostragem

Figura 36 - Valores Médios da indugdo da Atividade EROD (pmoles resorufina/mg proteina/min) em
figado de tilapias (Oreochromis niloticus) expostas ao sedimento do periodo chuveso, por ordem de
fluxo, da area de estudo, Camagari-BA.




55

Esses experimentos demonstraram que contaminantes em efluentes, mesmo em baixa
concentracdo causam aumento da atividade OFM em peixes, como também demonstrado por
Hodson et al. 1997, que avaliou o aumento da EROD em trutas expostas a diversas
concentragdes de efluentes (MARIA et al., 2002a; b; JIMENEZ-TENORIO et al., 2006).
Além disso, houve um aumento significativo da atividade da EROD durante todo o periodo de

exposicao em todos os pontos quando comparados ao controle.

Como toda substancia, o aumento na atividade EROD com aumento da concentragdo até uma
resposta maxima estd relacionado a concentracdo do toxico (LEVINE et al., 1995;
CARLSSON e PART, 2001). Como ferramenta de monitoramento a atividade EROD provou
ter uma acao relativamente rapida em compostos toxicos planares em peixes. Assim, a EROD
¢ frequentemente referéncia a um “sistema de aviso rapido” (BEIRAS, 2006), para predizer

riscos ambientais por contaminantes.

5.4. Analises Fisico-quimicas

A caracterizagdo fisico-quimica e toxicoldgica de efluentes liquidos, tanto industriais como
domésticos, e de agentes quimicos ¢ um procedimento de prevencao a poluicdo e tem por
objetivo final estabelecer limites mdximos permissiveis para protecdo a vida aquatica. Esses
limites conhecidos como critérios e/ou padroes de emissdo de efluentes liquidos e de
qualidade das daguas, sdo utilizadas mundialmente como valores de referéncia para o

monitoramento ambiental (ZAGATTO et al., 2006).

Na realizag@o deste trabalho foram realizadas andlises fisicas e fisico-quimicas “in situ” (pH,
Amoénia, Amonio, Nitrito, Turbidez, Oxigénio Dissolvido, Condutividade, Salinidade,
Temperatura e Solidos Totais Dissolvidos) e “ex situ” (Cor, Alcalinidade Total, Dureza-
Calcio, Cloreto, Silica, DQO, Sulfato, Amonia, Nitrito). Os resultados dessas analises,
serviram para conhecer a variacdo dos parametros, nos dois periodos analisados: seco e
chuvoso. Os resultados das analises indicam que houve variagdo significativa entre os

periodos em todos os parametros.

Os parametros em negrito sdo requisitos para langamento de efluentes em corpos hidricos. Os
limites sdo os indicados pela resolugio CONAMA n° 357/2005. A tabela 04 representa uma
matriz, em que as células sombreadas refletem valores muito acima dos limites (considerou-se

“muito acima”, valores duas vezes acima do valor limite para cada parametro); as células



56

somente com bordas mais grossas indicam valores ndo muito significativos em relagao ao

limite (considerou-se “ndo significativo”, valores menores de duas vezes 1 valor limite).

5.4.1. Parametros fisico-quimicos analisados “in situ”

Os parametros apresentados na tabela 04 e 05 sdo médias dos resultados obtidos nas analises
realizadas nos pontos amostrais durante os dois periodos. Em destaque os valores muito acima
do padrao estabelecido pela resolugdo CONAMA n° 357/05 sob o langamento de efluentes no
corpo receptor.

Tabela 04 - Valores médios dos parametros fisico-quimicos analisados no periodo seco das amostras oriundas da area
de estudo. Camacari-BA.

Parimetro Limite* | P1 | P2 P3 | P4 | P5 P6 P7 P8
pH 6a9 5,8 7.8 6.8 5.8 6.8 7,1 6,1 72
NH+4 (mg N-NH+4/L) <10 68| 80| 267 74 2,9 1,8 519| 272
NH+3 (mg N-NH3/L) <1,0 0,0 93 6,7 0,0 0,1 00| 16| 02
NO-3 (mg N-NO-3/L) | 0,5-3,7 8,9 7.9 9,2 10,7 0,0 57| 294 5,7
Turbidez (NTU) <40 36,8 | 212 203 5250 361 | 352| 270] 307
0.D. (mgO2/L) >6 2.3 2,7 42 4,6 22 2,1 2,1 22
Cond (mS/cm) >100 1497 | 1783 | 1693 | 1246,7 0,7 0,9 9,1 4,1
Salinidade (%o0) <05 0,7 0,8 0,8 0,7 0.4 0.4 4,9 2,1
STD (mg/L) 500 868,7 | 1080 | 1023 |  928.7 0,7 0,5 5,7 1,9
Temperatura (°c) <20 302 | 285 | 294 304 | 31,1 308 | 324 290

* Limite Baseado na Resolugdo CONAMA n°. 357/2005

Tabela 05 - Valores médios dos parametros fisico-quimicos analisados no periodo chuvoso das amostras
oriundas da area de estudo, Camagari-BA.

Parimetro Limite* P1 P2 P3 P4 Ps P6 P7 P8
pH 6a9 6,5 7,5 3,1 7,1 74 6,6 7,6 T4
Turbidez (NTU) <40 67,6 35,8 22,3 24,0 7,9 8,2 9,9 27,0
0.D. (mgO2/L) > 6 6,3 6,6 6,6 6,5 6,6 6,3 6,3 6,7
Cond (mS/cm) >100 673,3 887 | 996,7 1256,7 0,2 0,4 5,4 1,4
Salinidade (%o0) <0,5 0,3 0,4 0,5 0,6 0,1 0,2 2,7 0,7
STD (mg/L) 500 429 576 | 647,3 808,3 0,2 0,2 3,3 0,9
Temperatura (°c) <20 27,4 242 25,4 25,6 26,5 25,7 28,3 26,0

* Limite Baseado na Resolu¢do CONAMA n°. 357/2005
OBS: Os parametros amonia, amonio e nitrito ndo puderam ser analisados neste periodo.
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5.4.2. Parametros fisico-quimicos analisados em laboratério externo

Para complementar e comparar os resultados realizados durante o teste, além de conhecer a
natureza fisico-quimica das amostras, foram realizadas analises dos parametros listados

abaixo, em todos os pontos de amostragem (Tabela 06 e 07).

Tabela 06 - Valores Médios dos parametros fisico-quimicos analisados no periodo seco das amostras oriundas da area
de estudo, Camagari-BA.

Parimetro Limite* P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Cor (Pt/L) 75 Pt/L 55,67 | 25,33 | 33,00 | 43,00 | 18,00 7,00 9,34 14,00
Alcalinidade Total (mg/L) - 24,40 | 31,33 | 20,83 | 17,80 | 26,70 36,73 64,25 122,83
Dureza-Calcio (mg/L) - 163,61 | 166,6 | 187,2 | 158,1 | 121,9 | 227,33 689,28 167,10
Cloreto (mg/L) <250 93,37 | 129,8 | 114,4 | 97,55 | 32,78 34,41 | 1578,50 | 670,35
Silica (mg/L) <125 22,80 | 20,28 | 22,52 | 23,55 8,27 6,73 14,85 12,93
DQO (mg/L) <3 40,00 | 45,56 | 39,56 | 46,06 | 14,50 16,00 183,70 90,90
Sulfato (mg/L) - 347,23 | 447,8 | 338,8 | 334,6 | 4758 | 312,51 579,79 | 421,81
Amonia (mg/L) - 3,39 2,54 2,70 3,84 1,54 0,73 18,96 6,69
Nitrito (mg/L) <1,0 0,34 0,13 0,21 0,10 0,17 0,19 0,93 0,58

* Limite Baseado na Resolugao CONAMA n°. 357/2005

Tabela 07 - Valores Médios dos parametros fisico-quimicos analisados no periodo chuvoso das amostras oriundas da
area de estudo, Camacari-BA.

Parimetro Limite* P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Cor (Pt/L) 75 Pt/L 115,33 | 51,66 | 33,66 | 58,00 | 24,66 26,33 41,67 40,00
Alcalinidade Total (mg/L) - 10,00 | 25,53 | 26,46 | 25,63 6,20 10,10 198,00 40,83
Dureza-Célcio (mg/L) - 50,02 | 111,4 | 108,8 | 202,7 | 96,65 159,42 816,32 376,39
Cloreto (mg/L) <250 59,65 | 98,85 | 99,81 | 70,28 9,80 11,02 | 1130,30 311,95
Silica (mg/L) <125 13,89 9,03 7,43 9,87 3,88 4,63 10,73 7,42
DQO (mg/L) <3 47,03 | 35,13 | 37,30 | 41,75 | 26,63 38,63 100,13 39,73
Sulfato (mg/L) - 256,00 | 236,5 | 269,8 | 283,8 | 76,60 121,81 195,63 290,76
Amonia (mg/L) - 16,84 | 18,55 | 23,92 | 21,01 9,17 15,58 282,93 26,46
Nitrito (mg/L) <1,0 0,61 2,30 3,87 2,23 0,18 0,25 0,88 4,12

OBS:Limite Baseado na Resolugao CONAMA n°. 357/2005

Uma melhor caracterizacdo dos pardmetros foi feita, durante o periodo dos testes (inicial e
final) realizados no laboratorio, com agua e sedimento coletados nos pontos de amostragem,

melhor correspondendo as condi¢des de exposicao dos organismos-testes.
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5.5. Analises Quimicas

Foram realizados também analises quimicas de aromaticos (Benzeno, Tolueno, Etil-benzeno,
ptm+to xilenos, C9’s Aromaticos, Fenol, Naftaleno, Fenantreno e Antaceno) e metais
(Merctrio, Cobre, Chumbo, Zinco, Niquel, Cromo, Ferro, Manganés, Aluminio, Cadmio e

Arsénio), com o intuito de se conhecer a composi¢do das amostras.

A técnica utilizada para determinagdo quimica foi a de cromatografia gasosa, para analise de
poluentes prioritarios volateis, objetivando anélise dos HPAs [MCRO 018 (EPA-8260)]; para
analise de metais, foi utilizado a técnica de espectrofotometria de absor¢do atdmica de chama
[MESP 110 (ASTM D5258/02)], ambos em efluente e sedimento. A coleta deste material foi

realizado em frascos adequados para cada analise.

5.5.1. Metais
As andlises quimicas realizadas nas amostras de agua superficial revelaram a presenca de

metais tragos essenciais € ndo essenciais como: Mercurio, Zinco, Chumbo, Cromo, Ferro,
Manganés e Aluminio (Tabelas 08 e 09). Vale ressaltar que a maioria dos metais analisados

apresentou valores muito acima dos limites estabelecidos pela resolucio CONAMA 357/05.

Tabela 08 - Valores Médios dos metais analisados no periodo seco nas amostras amostras oriundas da area de
estudo, Camagcari-BA.- Agua superficial.

Parfimetro [ Limite* | P1_ | P2 | P3 | P4 | PS5 | P6 | P71 | P8 |
Mercirio (ug/L) | <0,0002 0980 0,819 0,390 0,493 0,130 0,066 48,643 5,633
Cobre (mg/L) <0,009 0,198 0,042 0062 0,148 0,188 0210 0065 0,073
Chumbo (mg/L) <0,01 0,074 0038 0,028 0041 0,032 0017 0,08 0,036
Zinco (mg/L) <0,18 0277 0,065 0,068 0,197 0058 0,047 0292 = 0,245
Niquel (mg/L) <0,025 0,068 0,051 0,053 0,049 0079 0,058 0058 0,057
Cromo (mg/L) <0,05 | 0,036 | 0,023 | 0,017 | 0,025 | 0,010 | 0,010 0,070 0,032
Ferro (mg/L) <03 1,761 0,508 0,803 1,532 1,069 1,790 1,067 0,746
Manganés (mg/L) | <0,1 0,361 0,146 0,188 0,342 0,049 | 0,056 | 0,072 | 0,054
Aluminio (mg/L) <0, 4731 1306 1,494 2740 0,88 0,900 3,001 1,145

* Limite Baseado na Resolugao CONAMA n°. 357/2005

OBS: Nao foram analisados Cd e As neste periodo.
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Tabela 09 - Valores Médios dos metais analisados no periodo chuvoso nas amostras oriundas da area
de estudo, Camagari-BA.- Agua superficial.

Parametro | Limite* | P1 | P2 [ P3 | P4 [ PS5 [ P6 | P7 | P8
Merciirio (mg/L) | <0,0002 0,523 0,760 0,630 0257 0,033 0,063 7,297 4223
Cobre (mg/L) <0,009 0,040 0,046 0,049 0,024 0,169 0,184 0,023 0,078
Chumbo (mg/L) <0,01 0,033 0034 0024 0,026 0026 0,027 0043 0,025
Zinco (mg/L) <0,18 | 0,118 | 0,069 | 0,052 | 0,075 | 0,059 | 0,066 | 0,147 | 0,069
Niquel (mg/L) <0,025 0,030 0,035 0,039 0,032 0,034 0041 0,042 0,036
Cromo (mg/L) <0,05 | 0,010 | 0,010 | 0,010 | 0,011 | 0,010 | 0,010 0,021 0,019
Ferro (mg/L) <0,3 1,418 0,689 0,446 0,776 0,365 | 0345 0425 0389
Manganés (mg/L) | <0,1 | 0,101 | 0,055 | 0,047 | 0,063 | 0,030 | 0,029 | 0,024 | 0,031
Aluminio (mg/L) <0,1 6,083 2478 1286 2,684 6,792 0440 1,624 1372
Cadmio (mg/L) <0,001 0,009 0,000 0,009 0,009 0,009 0008 0,009 0,009
Arsénio (mg/L) <0,01 11,336 19,33 2333 5,673 36,33 42,333 | 0,009 | 18,670

* Limite Baseado na Resolugao CONAMA n°. 357/2005

Em relagdo as andlises de metais em sedimento, os dados observados nas Tabelas 10 e 11
comprovam a ocorréncia de metais tracos no sedimento da bacia de contengdo, nos diferentes
periodos de amostragem. De acordo com a resolugio CONAMA n° 344/2004, que rege as
diretrizes de dragagem de sedimentos, foi feito a comparacdo pelo nivel 1 “limiar abaixo do
qual se prevé baixa probabilidade de efeitos adversos a biota” para identificar pontos que
apresentem algum risco.

Tabela 10 - Valores Médios dos metais analisados no periodo seco nas amostras amostras oriundas da area de estudo,
Camagari-BA.— Sedimento.

Parimetro Limite* | P1 | P2 | P3 | P4 | P5
Cobre (ug/Kg) 357,00 113500 2399,00 4280,33 152567 26394,33
Cromo (ng/Kg) 373,00 | 19033 | 206,33 | 148,67 | 14833 | 169,67
Cadmio (ug/Kg) 60,00 6,07 | 10,67 | 2267 | 11,03 | 56,00
Niquel (ug/Kg) 180,00 431,67 44933 441,67 403,00  1229,67
Chumbo (ug/Kg) 350,00 | 182,67 | 185,67 | 229,00 | 210,00 617,67
Zinco (ng/Kg) 1230,00 | 1151,00 2123,00 3271,67 136567 213233

* Limite Baseado na Resolugao CONAMA n°. 344/2004

Tabela 11 - Valores Médios dos metais analisados no periodo chuveso nas amostras amostras oriundas da area
de estudo, Camagari-BA.— Sedimento.

Parimetro Limite* | P1 | P2 | P3 | P4 | P5
Cobre (ug/Kg) 357,00 949,67 1810,00 238587 94533  6808,07
Cromo (ug/Kg) 373,00 | 11433 | 9840 | 104,77 | 71,33 2543
Céadmio (ug/Kg) 60,00 987 | 1820 | 30,90 | 9,50 7,50
Niquel (ug/Kg) 180,00 | 160,33 203,33 347,00 8643 = 253,73
Chumbo (ug/Kg) 350,00 | 186,00 | 186,33 | 217,33 | 1530 | 149,20
Zinco (ug/Kg) 1230,00 | 1054,33  2120,00 3946,67 797,33 | 474,50

* Limite Baseado na Resolucido CONAMA n°. 344/2004
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Nota-se que a grande maioria dos metais estdo presentes acima dos limites em todos os pontos

de amostragem.

5.5.2. Hidrocarbonetos Aromaticos

Devido ao alto poder carcinogénico dos HPAs, ¢ de grande importancia a determinagdo e
monitoramento dos niveis desses compostos no meio ambiente (OLIVEIRA et al., 2003).
Neste trabalho, foram analisados os aromaticos: benzeno, tolueno, etil-benzeno, xilenos e
C9’s aromadticos na matriz agua e sedimento. As analises foram realizadas no Laboratorio de
Cromatrografia e de Espectrometria do SENAI-CETIND, no municipio de Lauro de Freitas,
BA, utilizando a técnica de cromatografia gasosa, para analise de poluentes prioritarios

volateis [MCRO 018 (EPA-8260)].

5.5.2.1. Benzeno

E comprovadamente carcinogénico, teratogénico e toxico para o sistema reprodutivo, além de
provocar deficiéncias imunologicas e disfun¢des neurologicas. Devido a sua alta toxicidade e
a maior solubilidade, o benzeno tem recebido maior atencdo. Possui uma persisténcia

ambiental média, pois tende a evaporar, se a contaminagao for superficial O valor maximo

permitido ¢ de 5 pg L-1 (USEPA, 1996; MAZZUCO et al., 2003)

Caracteristicas do Benzeno (150 - WHO, 1993) (Figura 37)
Formula molecular e estrutural: CAS N°: 71-43-2

Fator de Conversdo: 1 ppm = 3,2 mg/m’ a 20°C 1 mg/m’ = 0,31 ppm
Limite de odor: 4,8 - 15,0 mg/m’

Benzeno

Figura 37. Estrutura quimica do benzeno (MAZZUCO et al, 2003)
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O benzeno ¢ encontrado no petroleo em concentragao de até 4 g/L.. Emissoes ocorrem durante
a producdo de derivados de petroleo como tolueno e xileno e outros compostos aromaticos e
do seu uso como componente de gasolina ou solvente industrial. E utilizado principalmente

como intermedidrio da sintese de produtos quimicos.

O benzeno geralmente ¢ detectado na atmosfera. O nivel varia de 0,2 pg/m’ em éreas rurais a

349 pg/m’ em centros industriais. O benzeno é carcinogénico, tendo sido correlacionado a
casos de leucemia. Concentragdes acima de 32 mg/m’ (10 ppm) devem ser evitadas
(CETESB, 1990a). Os resultados quimicos (Figura 38) revelaram que benzeno esteve
presente em pelo menos um periodo, com volumes muito acima dos limites permissiveis,
principalmente nos pontos do centro da lagoa (P2 e P3), que também apresentaram uma alta

inducdo de atividade EROD (Figuras 31 e 32).
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Figura 38 — Média dos valores de Benzeno (ng/L) analisados em 4gua superficial da area de estudo, Camagari -
Ba. A linha horizontal vermelha indica o padrao segundo CONAMA n° 357/05.

5.5.2.2. Etil-benzeno

O Etil-benzeno ¢ encontrado nas induastrias como solvente e, principalmente como
intermediario na manufatura do estireno, porém efeitos sinérgicos com alcoois, intensificam
sua ac¢do, principalmente no figado. Penetra nas diferentes camadas do solo, sendo importante
sua mensuragdo para fins de biomonitotamento (Figura 39). Segundo a Resolugdo

CONAMA, valores de etil-benzeno toleraveis sdo de 90ug/L.

CHzCHz

Etil henlzeno

Figura 39. Estrutura quimica do etil-benzeno (MAZZULO et al., 2003)
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Os resultados encontrados podem ser observados na figura 40 e demonstram que as amostras

oriundas da area nao sofrem influéncia deste tipo de quimico de forma significativa.
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Figura 40 — Média dos valores de Etil-benzeno (pg/L) analisados em agua superficial da area de estudo,
Camacari - Ba. A linha horizontal vermelha indica o padrdo segundo CONAMA n° 357/05.

5.5.2.3. Tolueno

O tolueno ¢ um solvente importante ¢ um dos componentes da gasolina; é componente
comum na atmosfera urbana, devido primariamente a emissao veicular e por industrias que
usam solventes. Encontra-se no solo, adsorvido a minerais de argila (bentonita e caolinita) e a
capacidade de adsorcdo cresce quando o pH diminui. Apés a Segunda Guerra Mundial a
quantidade de tolueno obtida a partir do petréleo aumentou drasticamente, com relagdo aquela

produzida a partir do carvao e alcatrdo. A passagem do tolueno da agua para o ar ¢ bastante
rapida (MOORE, 1984).

Caracteristicas do Tolueno (52 —- WHO, 1985)

Formula molecular e estrutural: CH3 C7H8 CAS N°: 108-88-3 (Figura 41)
Sinénimo: metilbenzeno

Fator de Conversdo: 1 ppm = 3,75 mg/m’

Limite de odor: 9,4 mg/m’

CH;

Tolueno

Figura 41. Estrutura quimica do tolueno (MAZZULO et al., 2003)
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Segundo a Resolugdo CONAMA n°357/2005 o limite para o tolueno ¢ de 2ug/L em agua. Os
resultados obtidos no periodo seco apenas podem ser observados na figura 42, revelam que
existem pontos com valores aumentados acima do limite. Entretanto, quando comparados a

atividade EROD, ndo ha indicativo que a inducdo seja causada somente por esse tipo de

contaminante.
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Figura 42 — Média dos valores de Tolueno (png/L) analisados em agua superficial na area de estudo Camacari -
Ba. A linha horizontal vermelha indica o padrao segundo CONAMA n° 357/05.

5.5.2.4. Xilenos

O xileno ¢ um composto formado quase totalmente de hidrocarbonetos aromaticos, com faixa
de destilagdo compreendida entre 137 e 140,2°C. E essencialmente uma mistura de trés
isdmeros: para-xileno, orto-xileno, meta-xileno e pequena quantidade de etilbenzeno. E muito
utilizado na area industrial por sua grande capacidade de dissolver altas concentragdes de
principios ativos e sua alta volatilidade, que possui meia vida menor do que 4 horas (LAITY

et al. 1993 apud MOORE, 1984).

Caracteristicas dos Xilenos (190 —- WHO, 1997)

Formula Molecular e Estrutural: CAS N°:1330-20-7
Sinénimo: dimetilbenzeno; “mistura”

Fator de Conversdo: 1ppm = 4,35 mg/m’ a 25°C, 101 a 3KPa.
A, AL
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Figura 43. Estrutura quimica das trés classes de xilenos (MAZZULO et al., 2003)
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E um composto altamente volatil e seus vapores sdo inflamaveis; ¢ considerado um produto
que altera o comportamento de organismos em concentragdes maiores que 100ppm. Os
resultados médios (Figura 44) revelam que a possivel contaminacdo atualmente verificada

ndo oferece riscos segundo a Resolugdo CONAMA n° 357/05, cujo limite ¢ de 300pug/L.
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Figura 44— Média dos valores p+m+o Xilenos (ug/L) analisados em agua superficial na area de estudo Camagcari
- BA. A linha horizontal vermelha indica o padrdo segundo CONAMA n° 357/05.

5.5.2.5. C9's Aromaticos (ng/L)

Os C9s aromaticos sao normalmente subprodutos da pirdlise de nafta e outros combustiveis
fosseis. Possuem baixa reatividade, porém boa inflamabilidade. Sdo liquidos a temperatura
ambiente e possuem odor semelhante ao da gasolina. Estes compostos apresentaram os
maiores valores de registro nas andlises realizadas no periodo chuvoso (Figura 45), porém,
seria prematuro afirmar que este parametro ndo esta diretamente associado a atividade EROD,
j& que os valores de EROD foram significativamente menores para o periodo chuvoso.
Todavia, o P4 foi a excecdo, visto que, apresentou valores mais altos de EROD no periodo
chuvoso. Este fato pode ser explicado pela maior ressuspensao desses aromaticos no periodo
chuvoso, mensurado quimicamente. Nao existe na resolugdo CONAMA n°357/05 um valor

de referéncia para estes contaminantes.
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Figura 45— Média dos valores de C9's Aromaticos (pg/L) analisados em agua superficial na area de estudo
Camagari - BA.
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5.5.2.6 Aromaticos no Sedimento
A quantificagdo de aromaticos em sedimento foi feita segundo procedimentos do SENAI,

sendo as amostras levadas em recipientes apropriados para a quantifica¢do. Entretanto, so foi
possivel realizar essas amostragens no periodo chuvoso. As analises foram realizadas por
cromatografia gasosa e os resultados sdo apresentados de forma grafica na Figura 46. Os
resultados confirmam a presencga dos aromaticos, entretanto, o tolueno, se sobressaiu no P1, o

que ratifica a maior presenga de aromaticos no solo.
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Xilenos benzeno
Aromaticos (ug/Kg)

Figura.46— Média dos valores de Aromaticos (ng/Kg) analisados em sedimentos na area de estudo (Camagari-
BA) OBS: Escala na base logaritimica.



66

5.6. Correlacao (Parametros x EROD)

Teste de correlagdo de valores da atividade EROD e dados de analises quimicas, mostrou
toxicidade associada a presenca metais como Hg, Zn, Cr, Cu, Ni, Pb, Fe, Mn e Al. Além da
influéncia desses metais, houve também correlagio positiva (r*>0,7; p<0,05) com os
aromaticos benzeno, tolueno, xilenos e etil-benzeno na agua, principalmente na chamada
bacia do cobre e no canal de reversao dos efluentes. Através da técnica que mede a atividade
enzimatica da EROD ficou evidenciada toxicidade em alguns pontos amostrais, devido a

presenca de indutores de CYP1AT1, no local de estudo.

No sedimento, houve correlagao positiva de atividade EROD a presenca de metais Cr, Cd, Cu,
Ni, Pb e Zn, em todos os pontos da lagoa do Complexo Bésico, e na Bacia do Cobre (P5),
apenas com o Cu. Em relagdo aos aromaticos, houve correlagdo positiva com Etilbenzeno,
m-+p xilenos e o+xileno, principalmente na borda oeste e parte mais profunda da lagoa, apenas

no periodo chuvoso, visto que ndo foram realizados os testes com aromaticos no periodo seco.

Os valores de correlacdo entre a inducdo de EROD nas amostras liquidas e em sedimento e a
concentragdo de metais e hidrocarbonetos aromaticos das campanhas nos periodos seco e
chuvoso, em cada ponto amostral, encontram-se nas Tabelas 12 a 15. Os valores de

correlacdo foram gerados por andlises de correlagdo realizadas no programa MINITAB 1.4.

Tabela 12. Valores de correlagio (r* > 0,7; p<0,05) entre a atividade EROD em 4gua superficial das campanhas de
periodo seco ¢ resultados de analises quimicas, em cada ponto amostral.

Matriz Pontos Correlacao (r2>0,7 ; p<0,05)
P1 *
P2 DQO (0,997), Hg (0,994), Zn (0,730), Cr (0,999)

) P3 Benzeno (0,869), Al (0,821)
Suﬁ‘e‘(’;‘fﬁial P4 Hg (0,999), Zn (0,881), Ni (0,756), Cr (0,941), Al (0,800)
P5 DQO (0,800), Benzeno (0,911), Tolueno (0,952), Xilenos (0,959), Cr (0,866), Fe
(0,872)

P6 Hg (0,817), Cr (0,866)
P7 DQO (0,891), EtilBenz (0,710), Xilenos (0,920), Aromaticos (0,804), Hg (0,798)
P8 Xilenos (0,758), Cu (0,794), Ni (0,713), Cr (0,950), Fe (0,948), Mn (0,971)

(*) Nao apresentou correlagdo significativa ("< 0,7).

Os valores de correlagdo em negrito indicam os pontos onde houve toxicidade significativa em relagao
ao controle.
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Tabela 13. Valores de correlagio (r* > 0,7; p<0,05) entre a atividlade EROD em sedimento das campanhas de
periodo seco e resultados de analises quimicas, em cada ponto amostral.

Matriz Pontos Correlacao (r2>0,7 ; p<0,05)
P1 Cd (0,876), Zn (0,907)
P2 Cr (0,861), Cu (0,866), Ni (0,773), Pb (0,911)
Sedimento P3 Cr (0,868), Cu (0,829), Ni (0,734), Pb (0,911)
P4 Cd (0,866), Zn (0,998)
PS5 Cu (0,962)

(*) Nio apresentou correlagdo significativa (r* < 0,7).

Os valores de correlagdo em negrito indicam os pontos onde houve toxicidade significativa em relagdo
ao controle.

Tabela 14. Valores de correlagio (1 > 0,7; p<0,05) entre a atividade EROD em 4gua superficial das campanhas de
periodo chuvoso e resultados de analises quimicas, em cada ponto amostral (MINITAB).

Matriz Pontos Correlacao (r2>0,7; p<0,05)

P1 Pb (0,793), Cr (0,976)
P2 DQO (935), Cr (0,719) Mn (0,719)
P3 Pb (1,000), Zn (1,000), Cr (1,000), Mn (0,756)

) P4 Benzeno (0,967), Hg (0,812), Pb (0,967), Cr (0,967), Zn (0,924)

Agua

Supe%ﬁcial P5 Benzeno (0,944), Hg (0,867), Cr (0,867)

P6 Mn (0,785), Al (0,989)
P7 Pb (0,705), Zn (0,957)
P8 Tolueno (0,754), Xilenos (0,963), Arom (0,886), Pb (0,754), Ni (0,934)

(*) Nio apresentou correlagdo significativa (r* < 0,7).

Os valores de correlagdo em negrito indicam os pontos onde houve toxicidade significativa em relagao
ao controle.

Tabela 15. Valores de correlagio (r* > 0,7; p<0,05) entre a atividlade EROD em sedimento das campanhas de
periodo chuvoso e resultados de analises quimicas, em cada ponto amostral (MINITAB).

Matriz Pontos Correlacio (r2>0,7; p<0,05)
P1 Cd (0,992), Cu (0,790), Ni (0,740), Pb (0,854), Zn (0,935
P2 Etilbenz (0,720), m+p xileno (0,970)
Sedimento P3 Etilbenz (0,977), m+p xileno (0,823), o-xileno (0,977)
P4 Cu (0,868)
P5 *

(*) Nao apresentou correlagdo significativa (r* < 0,7).
Os valores de correlagdo em negrito indicam os pontos onde houve toxicidade significativa em relagdo
ao controle.
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Com base nos resultados de correlagdo, a toxicidade desses pontos, para a agua superficial,
esta associada principalmente a presenca de benzeno, naftaleno, fenantreno e de ferro, na
borda oeste (P1) e parte profunda da lagoa (P3); no ponto P2 houve uma forte associacdo da
toxicidade com DQO (r* = 0,997; p <0,05). Para sedimento, de modo geral, a toxicidade

esteve associada a presenca de metais e os aromaticos etilbenzeno e xilenos.

5.7. Analise de Componentes Principais (PCA)

O PCA ¢ uma técnica que ¢ utilizada para reduzir o numero de varidveis e fornecer uma visao
estatisticamente privilegiada do conjunto de dados; ele consiste em reescrever as variaveis
originais em novas varidveis denominadas componentes principal, através de uma

transformac¢ao de coordenadas, utilizando matrizes.

De acordo com a andlise das figuras 47 e 48, as principais variaveis para explicar a
variabilidade do efluente sdo cloreto, sulfato e dureza no eixo positivo ¢ condutividade e
solidos totais dissolvidos no negativo; as variaveis que melhor se agrupam com a atividade

EROD sido cor e turbidez.
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Figura 47. Analise de componentes principais em Oreochromis niloticus através dos testes relacionados a
indugdo da atividade EROD com parametros ambientais analisados, durante o Periodo seco.
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Figura 48 Analise de componentes principais em Oreochromis niloticus através dos testes relacionados a
indugdo da atividade EROD com parametros ambientais analisados, durante o Periodo Chuvoso.

Através da andlise dos controles (positivo e negativo), pode-se perceber que todos os pontos
de amostragem (P1 a PS8), ou seja, o efluente de modo geral, apresenta-se complexo e
variavel, ndo podendo ser estimada, com base na andlise da toxicidade, a influéncia dos
componentes isolados, sendo que algumas variaveis podem ter influenciado na inducdo da

EROD, indicando se compostos HPAs estavam biodisponiveis ou ndo a biota.

A pesquisa mostrou que a toxicidade ndo foi totalmente explicada pela susceptibilidade do
biomarcador a presen¢a de contaminantes conhecidos. O efluente parece ser um sistema de
“desequilibrio” onde a presenca de determinado contaminante ndo se correlaciona com a
presenca da toxicidade. Fatores complexos intrinsecos a esse ambiente “efluente” permitiriam
a um mesmo contaminante diferentes possibilidades de “composicao final” que determinaria a
toxicidade. Assim, parece impossivel prever a toxicidade desse efluente com base na anélise
de pardmetros quimicos, fisicos e fisico-quimicos. E como uma propriedade emergente do

sistema “efluente”.
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6.CONCLUSAO

Os resultados dos testes realizados com agua superficial e sedimento caracterizam o ambiente
como contaminado por indutores de CYP1A1, incluindo HPAs, o que foi evidenciado pelas
concentragdes de atividade EROD, em alguns pontos de amostragem, quando comparadas ao
controle. As determinacdes da atividade de Citocromo P-450 mostraram evidéncias de
exposicdo a HPAs, principalmente nos pontos de coleta P1, P2 e P3 (respectivamente borda

oeste, borda leste e centro da Bacia de contengao I).

Neste estudo, as andlises quimicas revelaram a presenca de hidrocarbonetos poliaromaticos
em diferentes concentragdes entre os periodos de amostragem, embora em poucos casos
embasando as respostas bioldgicas encontradas nos testes. As respostas dos organismos
expostos as amostras ambientais foram caracterizadas por diferentes niveis de inducao da
atividade EROD correlacionadas principalmente com a presenga de benzeno nas estagdes
amostrais, possibilitando desta forma, o uso deste biomarcador como uma ferramenta

importante de detecg¢ao e controle de HPAs em corpos de agua.

Estes resultados indicam a necessidade de incorporagdo de metodologias que minimizem a
producdo destes contaminantes nas diferentes etapas de producdo em complexos industriais e
na adogdo e selecdo de processos adequados de descontaminagdo da massa hidrica,
facilitando, assim, o seu reaproveitamento nos processos. Consequentemente, o reuso de
aguas oriundas da Bacia de contencao I nos processos industriais pode ser viavel, desde que
seja precedido de uma analise em funcdo dos objetivos de uso, para que se evitem impactos
ambientais, todavia, o reuso desta area para fins ndo industriais (como pesca e contato direto)
ndo seria recomendado, devido a extrapola¢dao dos limites dos parametros quimicos e fisicos
baseados nas resolucoes CONAMA 357/2005 e 344/2004, e do acentuado valor de atividade
enzimatica EROD em alguns pontos. Para uma melhor defini¢do e certeza das possibilidades

de uso e reuso dessas dguas, mais estudos seriam necessarios.

A metodologia empregada neste estudo, e consequentemente seus resultados, contribuiu para
um melhor conhecimento sobre a aplicacdo no uso de biomarcadores em éreas de reuso

industrial, levando a ampliag¢do da aplicabilidade desta metodologia para outras areas.
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APENDICE 1 - TABELA DE BIOMETRIA DOS ORGANISMOS UTILIZADOS NOS

TESTES

N° da Campanha: 12

Data da Exposi¢ao: 18/08/05

TESTE COM PEIXES

CONTROLE DE PESAGEM

Data da Coleta: 16/08/05

Data da Pesagem: 19/08/05

Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) Observagées
PCA 13,0 30,87 0,77

PCB 12,0 33,14 0,97

PCC 13,0 38,38 1,10

PCD 10,0 16,26 0,51

PCE - - - -

Pl1A 10,0 17,97 0,58 Morte apds 6h 30° de exposigdo
P1B 10,0 16,35 0,71 Morte ap6s 6h de exposigdo
P1C 12,0 23,47 1,01 Morte ap6s 7h de exposigdo
P1D 12,0 26,84 0,97 Morte ap6s 5h 25’ de exposicao
P1E 12,0 23,47 0,87 Morte ap6s 7h 30’ de exposicdo
P2A 13,0 39,91 1,05

P2B 10,0 18,01 0,39

pP2C 12,5 34,45 0,91

P2D 11,0 25,17 0,97

P2E 12,5 28,59 0,77

P3A 13,0 45,51 1,27

P3B 10,0 18,58 0,67

P3C 12,0 26,51 1,14

P3D 10,0 22,82 1,56

P3E 8,5 22,51 0,47

P4A 14,0 48,69 1,56 Morte ap6s 4h de exposigdo
P4B 12,0 35,33 0,86 Morte apds 4h de exposigdo
P4C 14,0 47,78 1,27 Morte ap6s 4h 45 de exposicao
P4D 14,0 38,66 1,21 Morte ap6s 4h 15° de exposicao
P4E 13,0 36,44 1,28 Morte ap6s 4h 25’ de exposicao




N° da Campanha: 12

Data da Exposigao: 18/08/05

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM

Data da Coleta: 16/08/05

Data da Pesagem: 19/08/05

82

Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Observagées
P5A 11,5 22,26 0,73
P5B 12,5 29,24 0,81
P5C 10,5 16,20 0,94
P5D 12,5 26,95 0,56
P5E 8,5 8,68 0,44
P6A 8,0 8,5 0,28
P6B 8,5 7,84 0,27
P6C 13,5 34,47 0,66
P6D 9,0 9,56 0,50
P6E 9,5 12,42 0,44
P7A 9,5 15,17 0,49
P7B 7,0 5,82 0,35
P7C 11,5 24,89 0,81
P7D 11,0 20,60 0,67
P7E 10,5 21,04 0,80
P8A 10,0 17,96 0,63
P8B 14,0 38,35 1,30
P8C 8,0 7,79 0,29
P8D 7,0 6,65 0,31
P8E 10,5 21,58 0,96




N° da Campanha: 12

Data da Exposigao: 01/09/05

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM

Data da Coleta: 16/08/05

Data da Pesagem: 02/09/05
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Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Observagées

PsCA 7,5 7,52 0,22

PsCB 10,5 18,38 0,47

PsCC 12,0 33,44 0,90

PsCD 13,5 38,09 0,92

PsCE 11,5 30,07 0,82 Nio utilizamos esta réplica
Ps1A 11,5 14,98 0,34

Ps1B 10,6 16,81 0,42

Ps1C 13,2 32,26 0,66

Ps1D 9,4 11,91 0,37

PslE 11,0 16,90 0,40 Nio utilizamos esta réplica
Ps2A 10,5 17,12 0,55

Ps2B 12,0 27,41 0,68

Ps2C 10,5 18,42 0,64

Ps2D 10,0 15,82 0,34

Ps2E 11,0 18,20 0,60 Nio utilizamos esta réplica
Ps3A 11,0 23,69 0,37

Ps3B 9,0 10,56 0,40

Ps3C 9,0 10,16 0,49

Ps3D 10,0 13,74 0,60

Ps3E 10,5 17,0 0,50 Nao utilizamos esta réplica
Ps4A 9,5 11,38 0,47

Ps4B 9,5 13,94 0,43

Ps4C 8,0 8,75 0,37

Ps4D 8,0 8,01 0,40

Ps4E 8,0 8,05 0,47 Nio utilizamos esta réplica
Ps5A 11,0 21,20 0,51

Ps5B 9,5 13,63 0,32

Ps5C 8,0 6,37 0,33

Ps5D 9,5 11,43 0,38

Ps5E 10,0 12,02 0,40 Naio utilizamos esta réplica




N° da Campanha: 22

Data da Exposigao: 05/10/05

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM

Data da Coleta: 04/10/05

Data da Pesagem: 06/10/05 (09:00hrs)
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Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) Observagoes
PCA 13,0 38,66 0,77
PCB 14,0 55,48 1,39 Feito pela tarde
PCC 12,0 34,56 0,50
PCD 15,4 59,02 1,48
PCE 13,4 35,69 0,66
P1A 11,8 29,57 0,66
P1B 12,7 33,30 0,84
P1C 14,3 46,38 1,07
P1D 13,0 35,45 0,65
P1E 13,0 41,93 1,10
P2A 15,5 60,75 0,86
P2B 15,0 58,01 1,32
P2C 10,5 19,47 0,84
P2D 13,5 39,70 1,02
P2E 13,4 42,93 1,10
P3A 14,4 53,23 0,62
P3B 14,0 41,17 0,80
P3C 11,5 26,56 1,03
P3D 15,5 60,22 0,81
P3E 8,7 9,99 0,62
P4A 13,2 36,70 1,03
P4B 14,2 45,81 1,03
P4C 14,4 56,86 1,04
P4D 13,9 50,74 1,36
P4E 9,0 40,31 0,33




N° da Campanha: 22

Data da Exposigao: 05/10/05

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM
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Data da Coleta: 04/10/05

Data da Pesagem: 06/10/05

Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Observagées

PSA 12,0 48,05 0,82

P5B 13,0 40,17 0,60

P5C 13,0 42,33 0,92

P5D 13,0 35,07 0,65

PSE 13,5 42,29 0,88

P6A 15,6 57,71 1,03

P6B 14,0 46,72 0,57

P6C 13,0 43,81 0,60

P6D 12,5 38,78 0,72

P6E 12,7 34,02 0,44

P7A 14’5 56’40 1,05 Morto ap6s 6h de exposi¢ao

P7B 1 3’9 48,8 1 2’3 1 Morto ap6s 6h de exposic¢ao

P7C 15’0 56’02 1,43 Morto ap6s 6h de exposi¢ao

P7D 1 6’0 71 ,2 1 3’8 1 Morto ap6s 6h de exposigao

P7E 13,6 47,23 1’87 Morto ap6s 6h de exposi¢ao

P8A 14,5 55,31 0,83

P8B 14,3 50,07 0,63

P8C 12,3 38,06 1,21

P8D 13,8 40,98 0,54

PSE 143 41,1 070 s
amarelado). A vesicula ndo foi perfurada.




N° da Campanha: 22

Data da Exposigao: 06/10/05

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM
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Data da Coleta: 04/10/05

Data da Pesagem: 07/10/05 (13:00hrs)

Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Observagées
PsCA 14,0 52,54 0,66

PsCB 13,2 37,81 0,63 Descartado
PsCC 13,9 43,73 0,91

PsCD 15,0 58,16 1,09

PsCE 14,0 42,89 1,24

Psl1A 10,3 17,34 0,86

Ps1B 9,0 13,00 0,52

Ps1C 13,9 35,20 0,83

Ps1D _ _ _ Peixe pulou do aquario a noite
Ps1E 15,7 57,13 1,00

Ps2A 14,0 49,75 1,05

Ps2B 13,8 45,42 1,20

Ps2C 14,9 56,59 1,00

Ps2D 13,4 38,09 1,24

Ps2E 14,5 51,78 0,82

Ps3A 14,0 42,62 1,10

Ps3B 11,5 34,02 0,91

Ps3C _ _ _ Descartado por ser muito pequeno
Ps3D 12,7 39,79 1,00

Ps3E 17,0 66,25 1,25

Ps4A 15,3 58,81 1,00

Ps4B 13,0 40,18 0,86

Ps4C 12,3 31,17 1,30

Ps4D 15,0 57,09 0,79

Ps4E 13,0 39,32 1,00

Ps5A 9,00 (x3 peixes) 30,50 1,22

Ps5B 16,00 62,02 1,50

Ps5C - - -

Ps5D - - -

PsSE - - -




N° da Campanha: 3*

Data da Exposi¢ao: 16/12/05

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM

Data da Coleta: 13/12/05

Data da Pesagem: 17/12/05

87

Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo Observacgoes
PCA 13,5 31,77 0,69 F

PCB 12,5 28,10 0,38 F

PCC 11,0 25,74 0,41 F

PCD 14,5 46,70 0,96 F

PCE - - - - -
P1A 10,0 17,16 0,36 F

P1B 12,5 36,20 0,44 M

P1C 13,5 35,40 0,73 F

P1D 13,0 45,81 0,74 M

P1E 12,5 26,83 0,32 F

P2A 12,5 30,00 0,50 M

P2B 13,0 35,92 0,62 M

P2C 14,0 39,67 0,43 M

P2D 13,0 27,05 0,43 M

P2E 12,0 25,50 0,33 M

P3A 10,5 19,10 0,44 F

P3B 11,0 18,00 0,29 M

P3C 12,0 27,10 0,40 F

P3D 12,4 24,83 0,25 F

P3E 13,5 34,43 0,66 M

P4A 13,7 38,15 0,63 M

P4B 11,5 21,46 0,40 F

P4C 12,5 27,46 0,35 F

P4D - - - - -
P4E 13,2 37,02 0,43 F

Sexo: M= Macho e F=Fémea




N° da Campanha: 3*

Data da Exposi¢ao: 16/12/05

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM

Data da Coleta: 13/12/05
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Data da Pesagem: 17/12/05

Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo | Observacées
P5A 12,5 32,83 0,62 M
P5B 9,4 11,83 0,21 M
P5C 14,1 45,62 0,51 F
P5D 12,2 33,63 0,60 F
PSE 11,50 21,15 0,34 M
P6A 12,5 30,70 0,52 F
P6B 11,5 23,60 0,30 F
P6C 11,5 23,40 0,32 F
P6D 11,9 28,25 0,47 M
P6E 11,0 18,62 0,36 F
P7A 12,0 22,30 0,30 F
P7B 13,0 29,80 0,34 F
P7C 12,0 26,47 0,29 M
P7D 10,5 18,70 0,27 M
P7E 11,5 21,22 0,37 F
P8A 12,0 23,20 0,35 F
P8B 10,5 18,13 0,29 M
P8C 11,0 19,67 0,39 M
P8D 11,0 20,54 0,40 F
P8E 11,2 18,08 0,38 F

Sexo: M= Macho e F=Fémea




&9

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM

N° da Campanha: 3* Data da Coleta: 13/12/05

Data da Exposi¢ao: 19/12/05 Data da Pesagem: 20/12/05
Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo | Observacées
g:gg }8:8 é;:;?) 0,60 ﬁ Réplicas fusionadas.
PsCC 12,5 32,86 0,36 F
PsCD 12,0 21,59 0,31 F
PsCE 12,0 25,06 0,35 F
Ps1A - - - -
Ps1B 10,5 19,98 0,37 F
Ps1C 12,0 22,11 0,56 F
Ps1D 11,0 19,10 0,72 F
Ps1E 12,5 29,18 0,46 F
Ps2A 13,0 30,66 0,43 M
Ps2B 12,5 30,09 0,60 F
Ps2C 12,5 29,97 0,57 F
Ps2D 11,0 18,75 0,30 M
Ps2E - - - -
Ps3A 11,5 21,17 0,64 F Fusdode A ¢/ E
Ps3B 13,0 30,97 0,44 F
Ps3C 11,5 21,52 0,34 F
Ps3D 11,0 23,90 0,40 M
Ps3E 10,0 15,98 -- F Réplica fusion. ¢/ A
Ps4A 11,5 1306 -- M Réplica fusion. ¢/ C
Ps4B 10,5 17,25 0,48 M
Ps4C 10,0 14,30 0,34 M Fusdo de Cc/ A
Ps4D 11,0 18,53 0,38 F
Ps4E 12,5 24,54 0,46 M
PsSA 11,0 21,00 0,50 F
Ps5B 10,0 14,84 0,40 F Fusio de B ¢/ E
Ps5C 11,5 24,55 0,51 F
Ps5D 11,0 19,34 0,47 F
PsSE 10,0 15,93 -- F Réplica fusion. ¢/ B

Sexo: M= Macho e F=Fémea




N° da Campanha: 42

Data da Exposigao: 27/04/06

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM

Data da Coleta: 26/04/06

Data da Pesagem: 28/04/06
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Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo Observacgoes
PCA 13,0 32,01 0,49 M

PCB 12,0 36,07 0,50 M

PCC 12,0 37,73 0,16 M

PCD 12,0 27,23 0,43 M

PCE 12,0 27,29 0,52 F

P1A 12,0 27,56 0,62 M

P1B - - - - PULOU
P1C - - - - MORREU
P1D 14,0 45,78 0,80 M

P1E 11,5 32,02 0,70 M

P2A 11,0 26,67 0,73 M

P2B 11,0 25,15 0,61 F

P2C 12,0 36,89 0,44 M

P2D 12,0 30,27 0,34 M

P2E 13,0 46,86 0,72 F

P3A 13,0 38,00 0,55 M

P3B 12,0 26,40 0,40 M

P3C 12,0 26,40 0,34 M

P3D 14,0 50,70 0,80 M

P3E 12,0 25,60 0,44 M

P4A 11,0 33,80 0,63 F

P4B 11,0 29,50 0,75 F

P4C 14,5 55,70 0,40 M

P4D 13,0 35,40 0,50 M -
P4E 15,0 44,10 0,97 M

Sexo: M= Macho e F=Fémea




N° da Campanha: 42

Data da Exposigao: 27/04/06

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM

Data da Coleta: 26/04/06

91

Data da Pesagem: 28/04/06

Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo | Observacées
P5A 15,0 48,17 0,70 M

P5B - - - - PULOU
P5C 13,5 32,05 0,78 M

P5D 13,0 37,89 0,50 M

PSE 12,5 23,03 0,60 M

P6A 14,0 40,13 0,40 M

P6B 16,0 56,78 0,80 M

P6C 13,0 32,60 0,51 M

P6D 15,0 40,98 0,54 M

P6E 12,5 33,76 0,50 M Quase Morto
P7A - - - - MORREU
P7B 13,3 35,93 1,03 F

P7C 11,0 25,0 0,50 M Quase Morto
P7D - - - - MORREU
P7E - - - - MORREU
P8A - - - - PULOU
P8B 13,0 33,58 0,58 M

P8C 12,5 39,47 0,55 M

P8D 11,5 25,30 0,60 M

P8E 12,5 42,57 0,70 M

Sexo: M= Macho e F=Fémea




N° da Campanha: 42

Data da Exposigao: 02/05/06

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM
Data da Coleta: 26/04/06

Data da Pesagem: 03/05/06
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Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo | Observacées
PsCA 12,5 38,62 0,54 M

PsCB 13,5 37,00 0,74 M

PsCC 13,0 30,60 0,43 F

PsCD 15,0 49,28 0,63 F

PsCE 14,0 43,50 0,60 M

Psl1A 11,5 24,80 0,46 M

Ps1B 12,5 23,60 0,32 M

PsIC 13,0 25,73 0,25 M

Ps1D 15,0 37,60 0,60 M

Ps1E - - - -

Ps2A 14,0 35,41 0,61 M

Ps2B 15,0 47,87 0,55 M

Ps2C 15,3 43,00 0,68 M

Ps2D 12,5 24,40 - M Dividido entre os 3
Ps2E - - - -

Ps3A 13,0 33,09 0,97 F Fusio de A ¢/ B
Ps3B 14,5 36,50 F

Ps3C 14,0 34,25 0,70 M

Ps3D 13,0 24,33 0,66 M Fusdode D ¢/ E
Ps3E 12,0 21,30 M

Ps4A 12,5 26,91 0,50 M

Ps4B 12,0 25,10 0,60 F

Ps4C 13,0 29,55 0,40 M

Ps4D 13,4 31,71 0,64 F

Ps4E - - - -

PsSA - - - -

Ps5B 15,6 48,39 0,70 M

Ps5C 13,4 32,64 0,40 M

Ps5D 14,0 33,88 0,76 F

Ps5E - - - -

Sexo: M= Macho e F= Fémea
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TESTE COM PEIXES

CONTROLE DE PESAGEM
N° da Campanha: 52 Data da Coleta: 17/05/06
Data da Exposi¢ao: 19/05/06 Data da Pesagem: 20/05/06
Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo Observacgoes
PCA 12,5 29,99 0,35 M
PCB 12,3 29,78 0,75 M
PCC 12,4 22,11 0,49 M
PCD 12,9 28,48 0,66 M
PCE - - - -
P1A 12,3 28,71 0,75 M
P1B 12,9 29,86 0,70 M
P1C 11,6 23,07 1,00 M
P1D 12,9 29,05 0,70 M
P1E - - - -
P2A 12,0 27,60 0,50 M
P2B 12,0 26,38 0,74 M
P2C 12,5 31,60 0,79 M
P2D 11,4 19,50 0,70 M
P2E - - - -
P3A 10,5 16,00 0,48 M
P3B 11,2 26,80 0,78 M
P3C 12,5 29,60 0,93 M
P3D 11,5 21,60 0,43 M
P3E - - - -
P4A 10,5 17,65 0,60 M
P4B 10,7 17,00 0,57 M
P4C 11,0 18,90 0,40 M
P4D 12,0 25,80 0,57 M
P4E - - - -

Sexo: M= Macho e F= Fémea
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TESTE COM PEIXES

CONTROLE DE PESAGEM

N° da Campanha: 52 Data da Coleta: 17/05/06

Data da Exposi¢ao: 19/05/06 Data da Pesagem: 20/05/06
Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo | Observacées
P5A 12,0 24,00 0,60 M
P5B 11,5 22,10 0,60 M
P5C 13,0 31,57 0,50 M
P5D 11,0 19,00 0,45 M
PSE - - - -
P6A 10,5 26,90 0,36 F
P6B 11,3 20,30 0,50 F
P6C 12,7 28,10 0,61 M
P6D 12,8 27,30 0,70 M
P6E - - - -
P7A - - - - PULOU
P7B - - - - MORREU
P7C 11,3 21,30 0,53 M
P7D 11,5 22,40 0,49 M
P7E - - - -
PSA 13,0 29,73 0,60 M
P8B 10,3 16,82 0,54 M
P8C 11,5 24,02 0,80 M
P8D 13,0 31,05 0,70 M
P8E - - - -

Sexo: M= Macho e F=Fémea




TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM
Data da Coleta: 17/05/06

N° da Campanha: 52

Data da Exposigao: 22/05/06

Data da Pesagem: 23/05/06
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Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo | Observacées
PsCA 11,0 21,70 0,40 M

PsCB 12,0 33,10 0,63 M

PsCC 11,5 25,10 0,33 M

PsCD 13,0 39,10 0,45 M

PsCE - - - -

Psl1A 11,0 24,00 0,45 M

Ps1B 11,0 26,00 0,60 M

PsIC 11,0 22,00 0,43 M

Ps1D 12,0 27,21 0,42 F

Ps1E - - - -

Ps2A 11,0 22,50 0,30 F

Ps2B 12,0 32,90 0,56 M

Ps2C 10,0 21,20 0,62 M

Ps2D 13,0 30,60 0,34 M

Ps2E - - - -

Ps3A 11,5 26,94 0,48 M

Ps3B 12,0 27,40 0,43 F

Ps3C 11,0 25,70 0,40 M

Ps3D - - - - MORREU
Ps3E - - - -

Ps4A 11,0 24,30 0,32 M

Ps4B 10,0 16,40 0,50 M

Ps4C 11,0 21,80 0,50 M

Ps4D - - - - MORREU
Ps4E - - - -

PsSA 10,0 19,50 0,40 M

Ps5B 11,0 21,70 0,24 M

Ps5C 12,0 23,00 0,44 M

Ps5D 11,0 18,90 0,38 M

PsSE - - - - -

Sexo: M= Macho e F= Fémea




96

TESTE COM PEIXES

CONTROLE DE PESAGEM

N° da Campanha: 62 Data da Coleta: 06/06/06

Data da Exposi¢ao: 07/06/06 Data da Pesagem: 08/06/06
Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo Observacgoes
PCA 11,0 23,30 0,42 M
PCB 12,0 40,20 0,80 M
PCC 11,0 25,40 0,40 F
PCD 12,5 39,40 0,50 M
PCE - - - -
P1A - - - - MORREU
P1B 12,0 34,30 0,50 M
P1C 11,0 29,00 0,40 F
P1D 11,0 28,20 0,50 M
P1E - - - -
P2A 12,0 33,20 0,62 M
P2B 12,0 31,60 0,48 F
P2C 12,0 27,40 0,78 M
P2D 11,0 23,20 0,36 M
P2E - - - -
P3A 11,0 25,30 0,50 M
P3B 10,0 20,50 0,36 M
P3C 11,0 27,00 0,80 M
P3D 11,0 24,40 0,40 M
P3E - - - -
P4A 11,0 24,30 0,50 M
P4B 11,0 26,90 0,45 M
P4C 11,5 32,90 0,72 M
P4D 09,5 19,80 0,40 M
P4E - - - -

Sexo: M= Macho e F= Fémea




N° da Campanha: 6*

Data da Exposi¢ao: 07/06/06

TESTE COM PEIXES
CONTROLE DE PESAGEM
Data da Coleta: 06/06/06

Data da Pesagem: 08/06/06
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Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo | Observacées
P5A 10,5 23,56 0,39 M
P5B 11,5 22,30 0,45 F
P5C 10,5 16,00 0,25 M
P5D 10,3 18,50 0,48 M
PSE - - - -
P6A 12,0 26,13 0,47 M
P6B 13,3 33,37 0,49 M
P6C 12,5 30,77 0,55 F
P6D 13,0 31,87 0,59 F
P6E - - - -
P7A 10,7 19,20 0,30 M
P7B 11,3 24,00 0,42 M
P7C 12,0 24,60 0,54 M
P7D 09,6 20,20 0,56 M
P7E - - - -
P8A 10,5 22,85 0,30 M
P&B 11,5 28,20 0,44 M
P8C 12,5 26,50 0,54 F
P8&8D 12,5 31,70 0,50 M
P8E - - - -

Sexo: M= Macho e F=Fémea
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TESTE COM PEIXES

CONTROLE DE PESAGEM

N° da Campanha: 62 Data da Coleta: 06/06/06

Data da Exposi¢ao: 09/06/06 Data da Pesagem: 10/06/06
Origem Peixe | Tamanho Peixe (cm) | Peso Peixe (g) | Peso do Figado (g) | Sexo | Observacées
PsCA 12,5 25,79 0,47 M
PsCB 12,0 22,88 0,45 F
PsCC 12,0 18,47 0,31 F
PsCD 10,5 15,26 0,25 F
PsCE - - - -
Ps1A 11,0 22,90 0,53 F
Ps1B 10,5 19,93 0,53 M
Ps1C 11,0 23,26 0,52 M
Ps1D 12,5 34,62 0,70 F
Ps1E - - - -
Ps2A 10,5 16,69 0,40 F
Ps2B 10,2 24,00 0,30 F
Ps2C - - - -
Ps2D 11,2 20,48 0,20 F
Ps2E - - - -
Ps3A 10,2 17,50 0,50 F
Ps3B 10,8 21,80 0,47 F
Ps3C 12,0 27,02 0,46 F
Ps3D 10,7 18,68 0,53 F
Ps3E - - - -
Ps4A 11,0 17,70 0,40 M
Ps4B 10,4 23,45 0,50 M
Ps4C 11,6 22,84 0,56 M
Ps4D 11,8 20,60 0,40 M
Ps4E - - - -
Ps5A 11,0 22,68 0,50 M
Ps5B 11,4 21,77 0,45 M
Ps5C 14,0 41,15 0,76 M
Ps5D 11,6 22,80 0,50 M
PsSE - - - - -

Sexo: M= Macho e F= Fémea




APENDICE 2 —- TABELA DE BIOMETRIA DOS ORGANISMOS UTILIZADOS NOS
TESTES DE CONTROLE POSITIVO

TESTE COM PEIXES

Data da Exposigdo: 10 e 11/02/07

Data da Pesagem: 11 e 12/02/07

Peixe Tamanho Peso Peixe | Vol. Injetado* Peso do Sexo | Vol. Tampao
Peixe (cm) (2) (ul) Figado (g) (mL)
C1 11,0 23,00 - 0,56 (0,15) M 0,6
C2 14,0 50,70 - 0,23 (0,2) M 0,8
C3 12,5 37,00 - 0,38 (0,1) F 0,4
C4 13,0 32,70 - 0,56 (0,2) M 0,8
C5 12,5 32,00 - 0,36 (0,15) M 0,6
AA4 14,5 45,67 - 0,42 (0,2) F 0,8
AA10 13,0 26,60 - 0,60 (0,3) F 1,2
AA X 10,0 16,70 - 0,23 (0,1) M 0,4
IP1 14,5 39,27 70 0,67 (0,25) F 1,0
1P2 15,0 45,00 81 0,77 (0,26) F 1,1
1P3 14,5 34,50 62 0,65 (0,2) F 0,8
1P4 14,0 41,25 75 0,52 (0,2) F 0,8
IP5 12,0 26,40 48 0,22 (0,05) F 0,2
IP6 12,5 27,12 195 0,50 (0,14) F 0,6
IP9 15,0 40,00 280 0,80 (0,4) F 1,6

Sexo: M= Macho e F= Fémea

* Valores de Referéncia: 2,5 mg/ kg = 1,8 mL/Kg --- 1800uL/1000g (BROWN et al., 1993)

10 mg/Kg = 7,2 mL/Kg ---- 7200uL/1000g (BROWN et al., 1993)
Célculo do Volume Injetado (uL)=1800uL x peso (g) / 1000g
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APENDICE 3 — GRAFICOS DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS ANALISADOS
DURANTE A EXPOSICAO

1. Oxigénio Dissolvido

Valores de Oxigénio Dissolvido obtidos emtestes de toxicidade com O. niloticus
expostos a agua superficial. A linha horizontal vermelha indica o padrao segundo
CONAMA n° 357/05 - Periodo seco
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2. pH
Valores de pH obtidos emtestes de toxicidade com O. niloticus expostos a agua superficial.
A linha horizontal vermelha indica o padrdo segundo CONAMA n° 357/05 - Periodo seco
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Valores de pH obtidos emtestes de toxicidade com O. niloticus expostos a agua superficial. A
linha horizontal vermelha indica o padrao segundo CONAMA n° 357/05 - Periodo chuvoso
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3. Temperatura

Valores de Temperatura obtidos emtestes de toxicidade com O. niloticus expostos a agua
superficial. A linha horizontal vermelha indica o padrdo segundo CONAMA n° 357/05 -
Periodo seco
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superficial. A linha horizontal vermelha indica o padrdo segundo CONAMA n° 357/05 -
Periodo chuvoso
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4. Salinidade

Valores de salinidade obtidos em testes de toxicidade com O. niloticus expostos a agua
superficial. A linha horizontal vermelha indica o padrdo segundo CONAMA n° 357/05 -
Periodo seco
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5. Amonia

104

Valores de Aménia Total obtidos em testes de toxicidade com O. niloticus expostos
a agua superficial. A linha horizontal vermelha indica o limite segundo Boyd ( 2001) -
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6. Nitrito
Valores de Nitrito obtidos em testes de toxicidade com O. niloticus expostos a dgua
superficial. A linha horizontal vermelha indica o padréo segundo CONAMA n°
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7. Dureza
Valores de Dureza da agua obtidos em testes de toxicidade com O. niloticus
expostos a agua superficial. A linha horizontal vermelha indica o limite segundo
(Eddy, 1938) - Periodo seco.
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. Carbono Orgéanico

Valores médios de Carbono Organico obtidos em testes de toxicidade com O. niloticus expostos ao sedimento, com
comparagao de médias mliltiplas entre os pontos e o controle - Periodo seco
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Valores unidos pela mesma linha ndo diferem significativamente (p>0,05)
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Valores unidos pela mesma linha ndo diferem significativamente (p>0,05)
Pontos de Amostragem P3 P4 P1 P5 P2 Controle
Carbono Organico % 13,5 12,5 11,2 8,7 8,3 2,5
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9. Granulometria
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Valores de Granulometria obtidos em testes de toxicidade com O.
niloticus expostos ao sedimento da area de estudo. 12 campanha -
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APENDICE 4 —- BLOXPLOT DE VALORES DE ATIVIDADE EROD, MOSTRANDO A
VARIACAO E COMPARANDO AS ESTACOES
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Valores Médios Atividade EROD - Matriz Agua
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