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RESUMO

UTILIZACAO DE BIOMARCADORES BIOQUIMICOS EM Genidens genidens
PARA AVALIACAO DO GRAU DE CONTAMINACAO POR DERIVADOS DE
PETROLEO NO ESTUARIO DO RIO MACAE.

Juliana Nogueira Berenger
Orientador(es): Mauricio Mussi Molisani e Jorge Luiz da Cunha Moraes

Os estuarios vém sendo amplamente utilizados pela sociedade humana e o0 aumento
populacional vem gerando uma maior pressao nesses ambientes, acarretando uma
variedade de impactos ambientais. Muitos poluentes langcados no meio ambiente vém
ocasionando distdrbios ecoldgicos e causam alteracdes bioldgicas em varios niveis. O
petroleo e seus derivados, incluindo os HPA’s, estdo usualmente relacionados a
contaminac@o em ambientes estuarinos. Testes de toxicidade em peixes sdo empregados
para avaliar o grau de contaminacdo nesses ambientes utilizando enzimas de
bitransformagdo. No presente trabalho foram utilizados enzimas de fase I, a
Etoxiresorufina O-desetilase e de fase Il, a Glutationa S-transferase, assim como a
Catalase, uma enzima do sistema de defesa antioxidante em peixes da espécie Genidens
genidens na determinacdo de grau de contaminagdo do Estuario do Rio Macaé por
derivados de petroleo, assim como analises da concentracdo de HPA’s na agua do
estuario. Também foram realizados ensaios de exposicdo dos peixes a fracdo soluvel do
Oleo diesel em laboratorio. As coletas foram realizadas ao longo de um ano e as
amostras de dgua do estuario revelaram a presenca de apenas trés exemplares de HPA’s
e em baixas concentracdes. Para as analises enzimaticas realizadas nos diferentes meses
do ano, a atividade da GST variou de 1,43 a 6,79 umol.min"'.mg ptn™' entre 0s
individuos analisados sendo observado no més de julho de 2012 uma atividade
significativamente superior (4,64 + 0,40 pmol.min™'.mg ptn™!; P<0,05) em relacdo aos
outros meses amostrados. A atividade da CAT variou de 8,53 a 109 pmol.min™'.mg
ptn! durante o periodo amostral, sendo nos meses de maio e junho de 2012 observadas
atividades enzimaticas significativamente superiores, com valores de 80,5 + 5,74 e
83,85 £ 5,48 umol.min™'.mg ptn~'. Ja a atividade da EROD variou de 1,14 a 167,20
pmol.min"'.mg ptn™' entre todos os individuos analisados tendo uma atividade
significativamente superior nos meses de setembro de 2011 e abril de 2012, com valores
de 111 + 10,4 ¢ 80,3 £ 53 pmol.min"'.mg ptn'. Andlises comparativas entre as
atividades enzimaticas e aspectos biométricos e de género dos peixes indicaram uma
relacdo inversa somente para a CAT nos aspectos biométricos. Os ensaios utilizando a
fracdo solivel do Oleo diesel em diferentes tempos mostraram que para a GST e para
CAT ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao controle entre os tempos de
exposicdo; ja para a EROD ocorreu um aumento da atividade no tempo de 24h para os
individuos expostos. Os resultados indicam que a EROD é um bom biomarcador para
derivados de petréleo e a aplicacdo dessa enzima sugeriu um cenario de contaminagéo
no estuario do rio Macaé.

Palavras-chave: Ecotoxicologia, Biotransformacdo, Peixe, Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos, Estuario do Rio Macaé.

Macaé
Abril de 2013



ABSTRACT

USE OF BIOCHEMICAL BIOMARKERS Genidens genidens FOR
EVALUATION OF DEGREE OF CONTAMINATION BY OIL PRODUCTS IN
MACAE RIVER ESTUARY.

Juliana Nogueira Berenger
Orientador(es): Mauricio Mussi Molisani e Jorge Luiz da Cunha Moraes

Estuaries have been widely used by human society and the population growth is
creating increasing pressure in these environments which results in many environmental
impacts. Pollutants released into the environment cause ecological disturbances and
biological changes at various levels. Oil and its derivatives, including the PHA’s, are
usually related to contamination in estuarine environments. Toxicity tests in fish are
used to assess the degree of contamination in these environments using enzymatic
biotransformation. In the present study we used the phase | enzymes, the
Etoxiresorufina O-desetilase and Phase Il, glutathione S-transferase, and catalase as an
antioxidant defense enzyme in fish species Genidens genidens to determine the degree
of contamination Macaé River Estuary. Additionally, we analyzes PHA's concentration
in water samples from the estuary. Finally, fishes were exposed to soluble fraction of
diesel (20%) in the laboratory to induce enzymatic production under control system.
During the sampling period, only three PHA's compounds at low concentrations were
reported in the estuarine waters. For enzymatic analyzes, GST activity ranged from 1.43
to 6.79 umol.min ~ '. mg ptn ~ ' with higher values in July 2012. CAT activity ranged
from 8.53 to 109 umol.min ~ . mg ptn ~ ! during the sample period, with higher values
observed in May and June 2012. The activity of EROD ranged from 1.14 to 167.20
pmol.min ~ . mg ptn ~ ' with higher activities in September 2011 and April 2012.
Enzymatic activity of CAT was statistically correlated to fish biometric aspects such as
the weight and size. In the laboratory assay with the soluble fraction of diesel indicated
that only EROD activity was induced compared to control organisms at 24 hours. The
results indicated tha EROD is a reasonable biomarker for oil products and the enzymatic
application suggests a contamination scenario of the Macae river estuary.

Keywords:  Ecotoxicology, Biotransformation,  Fish, Polycyclic ~ Aromatic
Hydrocarbons, Macae River Estuary.
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1. INTRODUCAO

1.1 OS ESTUARIOS: IMPORTANCIA ECOLOGICA, ECONOMICA E IMPACTOS
AMBIENTAIS

Os estuarios sdo corpos d’agua semifechados que tém uma livre ligacdo com o
oceano e no seu interior a 4gua marinha sofre diluicdo pelo aporte de agua fluvial
determinando graus de mistura entre essas duas massas de agua, embora outras
definicbes de estuarios incluam aspectos ecoldgicos, de circulacdo de massas de aguas,
entre outros fatores (Pritchard, 1967, Kjerfve, 1994). A mistura de massas de agua
continental e marinha e os aspectos geomorfolégicos conferem a essas areas
importantes aspectos ecoldgicos como alta produtividade bioldgica, locais de
reproducdo e bercario de espécies, disponibilidade de nutrientes para as cadeias
biologicas, alem de determinar as caracteristicas da regido costeira.

Segundo Miranda et al. (2002), 60% das grandes cidades no mundo estdo
proximas aos ecossistemas estuarinos exercendo uma pressdo sobre estes recursos
ambientais. No Brasil cerca de 2/3 dos 190 milhGes de pessoas vivem em até 100 km da
costa (Lacerda et al., 2002). O motivo da proximidade da sociedade com 0s estuarios
estd relacionado a essas areas proverem diversos tipos de alimentos como peixes,
moluscos, crustaceos, incluindo a aquicultura; condicfes para a diluicdo de dejetos das
cidades; acesso ao interior do continente, navegacdo e portos; turismo (Braga et al.,
2005). Porém, Crossland (2005) aponta que 0 comportamento humano e a funcéo social
dos estudrios resultam em diversas pressbes como poluicdo, superpopulacéo,
industrializacdo, desenvolvimento urbano desordenado, desmatamento, producao
agricola em area pouco propicia e pesca predatéoria. Adicionalmente, por se localizarem
na extremidade mais baixa do fluxo de bacias hidrograficas, podem sofrer uma
significativa degradacdo devido ao desenvolvimento humano a montante da bacia,
representado pelo aporte fluvial. As emissbes de espécies quimicas oriundas de
atividades humanas ao longo da bacia hidrografica sdo importantes indutores de
transformacdes devido a transférencia de materiais de interesse ambiental que podem
afetar a qualidade desses ambientes. E em muitas bacias hidrogréficas, estas emissdes

sdo superiores as cargas de fontes naturais de espécies quimicas (Lacerda et al., 2008).



Deste modo, pode-se observar um conflito entre os bens e servicos ecoldgicos e
econdmicos providos pelos estuéarios e que regido costeira devem ser minimizados
através da gestdo destes recursos. Porém, atualmente podemos relatar que as
intervengdes humanas (vetores) como urbanizagdo, havegacdo, agropecuaria,
aquicultura, represamento de rios, desmatamento, aumento do nivel do mar induzem a
pressGes nos estudrios como aumento da carga de poluentes organicos (pesticidas,
petréleo e derivados, horménios) e inorganicos (nutrientes, metais traco, radiacéo,
compostos organometalicos) e do débito bioldgico de oxigénio (DBO); aumento da
denudacéo de solos; diminuicdo da oferta hidrica. Essas pressGes geram impactos como
eutrofizacdo, andxia, salinizacdo, alteracdo e contaminacdo dos organismos nas cadeias
alimentares, diminuicdo da produtividade pesqueira, alteracdo do fluxo de sedimentos
alterando processos de erosdo e assoreamento e exposicdo humana de poluentes
(Lacerda et al., 2002).

1.2. AREA DE ESTUDO: ESTUARIO DO RIO MACAE

O estuario do rio Macae € a porcéo final da bacia hidrogréafica do rio Macaé que
pertence a Regido Hidrografica VIII do Estado do Rio de Janeiro, de acordo com a
Resolucdo n. 18 do Conselho Estadual de Recursos Hidricos de 2006 (RIO DE
JANEIRO, 2006). A bacia que possui 1.765 km?, tem 82% de sua area no municipio de
Macaé, além de compreender parte dos municipios de Nova Friburgo, Casimiro de
Abreu, Rio das Ostras, Concei¢cdo de Macabu e Carapebus. O Rio Macaé, tambem
conhecido como Rio dos Bagres, nasce na Serra de Macae, proximo ao Pico do Tingua
(1.560m de altitude), em Nova Friburgo. Os principais afluentes sdo: os rios Bonito,
Purgatorio e Pedrinhas; os corregos Abacaxi e Cardo; o rio Teimoso, 0s cOrregos Roca
Velha e Belarmino, o Rio Trés Pontes, os rios Sana, Atalaia, S&o Domingos, Santa
Barbara, Ouro Macaé, Sao Pedro e Jurumirim e 0s corregos Genipapo, Guanandirana e
Sabia (SEMADS, 2001). Seu curso é de 136 km até desaguar no Oceano Atlantico junto

a cidade de Macaé através de seu estuario (Figura 1).
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FIGURA 1: IMAGEM AEREA DO ESTUARIO DO RIO MACAE. (Fonte: Google
Earth).

Na década de 70, a bacia hidrografica do rio Macaé teve sua voca¢do modificada
com a instalacdo da base da PETROBRAS. As novas descobertas de pogos petroliferos
na Bacia de Campos vém levando ao aumento populacional e da inddstria de servigos
no municipio de Macaé. A partir desse periodo, com as atividades de exploracdo de
petréleo e gas na Bacia de Campos, a populacdo de Macaé cresceu 4,4 vezes, de 47.220
em 1970 para 206.728 em 2011 (IBGE, 2011). As consequéncias deste aumento
populacional sdo observadas na ocupacdo da bacia hidrografica que é composta por
fragmentos florestais (41%), pasto (34%), areas agricolas (19%), urbanizacdo (3%) e
outros 3% com Vvarias tipologias, tais como areas inundaveis, corpos d’agua, solo
exposto, coberturas de manguezais (Pinheiro, 2008). Os principais usos verificados
atuallmente no rio Macaé sdo o abastecimento de &gua, recreacdo, turismo, diluicdo de

despejos domeésticos, industriais e agricolas, irrigacao e geracdo de energia elétrica.



As emissdes de espécies quimicas na bacia hidrogréfica do rio Macaé foram
avaliadas por Molisani et al. (2013a). Esses dados indicaram que as fontes antrépicas de
espécies quimicas como N, P e metais de interesse ambiental sdo responsaveis pela
maior parte das emissdes, enquanto que as fontes naturais (lixiviacdo de solos e
deposicdo atmosférica) sdo atualmente irrelevantes. Dentre as atividades humanas a
pecuaria, a emissdo de esgoto e residuos solidos sem tratamento sdo os principais
indutores de um possivel cenario de contaminacdo na bacia.

O estuério do rio Macaé é formado por dois canais principais que conectam com
0 oceano apresentando profundidade maxima de 4 metros. O fluxo fluvial no estuario é
em média de 40 m* s, sendo influenciado por regime de marés que variam de 0,1 a 1,4
metros. Podem-se relatar poucos estudos sobre as condicdes ambientais do estuario do
rio Macaé que indicam os altos niveis de N e P e microrganismos patogénicos oriundos
de emisséo de esgoto doméstico sem tratamento. Os dados de Molisani et al., (2013b)
indicam uma condicédo inicial de degradacdo reportada por ensaios ecotoxicoldgicos,
onde foram comparadas as taxas de mortalidade de anfipodos incubados com
sedimentos de uma area controle e do estuario do rio Macaé que quase sempre foram
superiores. No ultimo estudo, ndo foi encontrado a(s) espécie(s) quimica (s) que induziu
a mortandade dos organismos, mas analises quimicas sugerem que HPA’s nos
sedimentos tiveram um aumento das concentracBes nos ultimos dez anos e estas
substancias podem ser indutores de toxicidade no estuério.

As fontes de derivados de petréleo sdo diversas, incluindo a crescente frota
automotiva do municipio, o derrame dos barcos que utilizam o estuario, além de todas
as atividades antropicas que utilizam esses derivados e as descartam no ambiente. A
Figura 2 mostra as manchas de derivados de petrdleo nas aguas do estuario do rio

Macaé que podem ser visualizadas diariamente.



FIGURA 2: INDICATIVO DA PRESENCA DE DERIVADOS DE PETROLEO NAS
AGUAS DO ESTUARIO DO RIO MACAE

1.3. DERIVADOS DE PETROLEO: FONTES DE EMISSAO, ASPECTOS FiSICO-
QUIMICOS E ECOTOXICOLOGICOS

Dentre as espécies quimicas de interesse ambiental em estuarios podemos citar o
petréleo e seus derivados, que séo relevantes para a toxicologia aquética e tém causado
preocupacoes pelas frequentes contaminacgdes e pelo elevado potencial poluidor devido
a derrames oriundos da exploracdo e transporte de petroleo, além daquelas devido a
queima de combustiveis fosseis em processos industriais e por fontes como navegacéo,
trafego automotivo, incluindo a exaustdo de motores a diesel e gasolina, entre outros
(Simonato, 2010). O impacto destas fontes pode ser representado por milhares a
milhdes de toneladas de petréleo e derivados que foram derramados de forma acidental
em ecossistemas aquaticos como; Baia da Guanabara (RJ), de Parangud (PR), Rios
Barigui e Iguacu (PR) com impactos descritos nestes ecossistemas (Menicom et al.,
2002; Filho, 2006). Por outro lado, muitos ecossistemas aquaticos estdo submetidos a
derrames de reduzidas quantidades, sob um regime de contaminacéo cronica oriunda do
aporte continuo de efluentes de petroleo e derivados de barcos, carros, vazamentos de

postos de combustiveis e industrias, ou da lixiviagdo de solos de areas urbanas.



No Brasil, de acordo com a Resolugédo no. 273 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA, 2000), toda instalacdo e sistemas de armazenamento de
derivados de petrdleo e outros combustiveis configuram-se como empreendimentos
potencialmente ou parcialmente poluidores e geradores de acidentes ambientais.

A composicdo destes produtos & extremamente complexa, pois o petréleo
contém uma mistura de hidrocarbonetos, principalmente parafinicos, naftalénicos e
aromaticos; pequenas quantidades de compostos organicos contendo enxofre, nitrogénio
e oxigénio e baixas concentracdes de compostos organicos metalicos, como niquel e
vanadio (Nicodem et al., 1997; Pedrozo et al., 2002). Dentre esses compostos, 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) tém sido alvo de estudos, pois sdo um
grupo de poluentes organicos formados por dois ou mais anéis benzénicos, constituidos
exclusivamente por atomos de carbono e hidrogénio podendo se organizar sob a forma
linear, angular ou agrupada. Estas moléculas podem ocasionar acdes mutagénicas e
tumorais, por isso sdo considerados poluentes organicos prioritarios em estudos
ambientais (Meire, 2007).

Existem quatro formas de emissdes de HPA’s no meio ambiente: pirolitica,
petrogénica, diagénica e a sintese biogénica. Os HPA’s de origem pirolitica sdo
formados durante a combustdo incompleta de matéria organica sob as condicdes de
elevada temperatura, baixa pressdo e curto tempo de formacdo, como por exemplo, a
queima de carvédo, Oleo diesel e outros derivados do petréleo. Os HPA’s de origem
petrogénica sdo formados por processos diagénicos, ou seja, qualquer mudancga quimica,
fisica ou bioldgica sofrida por um sedimento ap6s sua deposicdo inicial, sob as
condicdes relativas de baixa temperatura e pressao. Ja a sintese biogénica se da por acédo
de microrganismos, plantas e animais (Meire et al, 2007).

Os HPA’s petrogénicos sdo constituidos predominantemente por 2 e 3 anéis
aromaticos, enquanto HPA’s provenientes de queima apresentam uma maior frequéncia
para compostos com 4 a 6 anéis (Meire et al, 2007). Assim, os HPA’s petrogénicos sdo
menos hidrofobicos e mais volateis, enquanto que os HPA’s de origem pirogénica sdo
mais hidrofobicos e como consequéncia, mais lipossoluveis. Segundo Froehner e
Martins (2008), as maiores fontes antropogénicas de HPA’s sdo a queima de
combustiveis fosseis e seus derivados, queima de florestas e atividades agricolas, como
gueimada de cana-de-agucar. Em ambientes urbanos o trafego veicular é considerado a
maior fonte de emissdo de HPA’s. Segundo a agéncia de prote¢do ambiental dos

Estados Unidos (EPA - Environment Protection Agency), 16 hidrocarbonetos



poliarométicos sdo considerados importantes poluentes organicos prioritarios para o
monitoramento ambiental (EPA 1986) (Figura 3).
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FIGURA 3: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS 16 HPA’S PRIORITARIOS
PARA MONITORAMENTO AMBIENTAL SEGUNDO A AGENCIA DE
PROTECAO AMBIENTAL DOS ESTADOS UNIDOS (EPA 1987)

O comportamento dos HPA’s no meio ambiente depende da pressao de vapor e
solubilidade em agua. Os HPA’s sdo pouco soliveis e por isso tendem a se acumular em
tecidos gordurosos dos organismos. Com relacdo a volatilidade, quanto menor o nimero
de anéis, mais volateis, por isso se acumulam menos nos tecidos. Com relacdo aos
HPA’s com maiores numeros de anéis, sua volatilidade diminui, eles s&o mais
hidrofobicos, logo mais lipofilicos, e por isso a maior tendéncia de se acumular na biota
dos ambientes aquaticos (Meire et al, 2007). Como consequéncia da bioacumulacéo,
temos amplificada a persisténcia desses compostos no ambiente com a biomagnificagéo,
que seria a transferéncia do composto quimico através da cadeia alimentar, podendo
representar um risco ecoldgico, causando cancer, interferéncia na reproducdo,

dificuldades na fuga e caca etc.



1.4 UTILIZACAO DE BIOMARCADORES EM PEIXES COMO FERRAMENTA
PARA AVALIACAO DE CONTAMINACAO EM AMBIENTES AQUATICOS

Os ambientes aquéticos recebem, continuamente, compostos Xxenobidticos
resultantes de atividades antropicas, como os derivados do petréleo. Os efeitos de um
poluente encontram-se no final de uma cadeia de eventos que comega com a emissao do
poluente pela fonte emissora, seguida por sua dispersdio no meio ambiente que
determina as suas concentracfes ambientais, e finalmente, termina com os efeitos do
poluente sobre organismos (Klumpp, 2001).

O risco potencial que esses compostos representam para 0S ecossistemas
aquaticos pode ser avaliado através de diversos parametros utilizados como indicadores
biologicos. Esses podem ser arrumados em trés grupos: a) biomarcador: qualquer
alteracdo bioldgica relacionada a presenca de um composto quimico no ambiente,
medida no organismo ou em seus produtos que indicam um desvio do estado normal; b)
bioindicador: um organismo que fornece informacgdes sobre as condi¢cdes ambientais de
seu habitat por sua presenca ou auséncia ou pelo seu comportamento. Sua utilizacao
permite a avaliacdo integrada dos efeitos ecoldgicos causados por multiplas fontes de
poluicdo; c) indicador ecologico: um parametro do ecossistema que descreve sua
estrutura e funcionamento (Van Gestel e Van Brummelen, 1996; Callisto e Goncalves,
2002)

Segundo Queiroz (2000), dentre as vantagens de se utilizarem indicadores
biolégicos ao invés de parametros fisico-quimicos para avaliar a qualidade da agua
estdo: a rapidez e eficiéncia na obtencdo de resultados, a avaliacdo da qualidade da 4gua
in situ através do uso de testes ecotoxicologicos, a relacdo custo-beneficio e a maior
susceptibilidade a uma grande variedade de estressores. Pela alta especificidade, os
indicadores fisico-quimicos de qualidade de &gua representam uma desvantagem
quando um estressor ndo pode ser identificado antecipadamente.

Os testes ecotoxicoldgicos com organismos aquaticos ndo sO possibilitam a
avaliacdo das mudancas causadas pelos poluentes, mas também, antecipam possiveis
impactos ambientais (Belmejo e Martos, 2008).

Os biomarcadores de peixes sdo boas ferramentas para monitorar a condicao de
um ecossistema aquatico e vém sendo incluidos em varios programas de monitoramento

ambiental por fornecerem informagGes sobre os efeitos bioldgicos dos poluentes e seu



possivel mecanismo de acdo, diferente da simples quantificacdo desses poluentes no
ambiente (Lima, 2001).

O monitoramento ambiental pode utilizar biomarcadores em varios niveis como:
molecular, bioquimico e celular (Jesus, 2008). O uso de biomarcadores bioquimicos
oferece algumas vantagens porque esses sdo normalmente o0s primeiros a serem
detectados, sdo bastante sensiveis a presenca de determinados poluentes, apresentam
alta especificidade, possuem baixo custo de andlise e fornecem informacdes a respeito
do efeito metabolico causado pelo poluente (Stegeman et al., 1992).

Dentre os diversos marcadores bioquimicos utilizados em programas de
monitoramento ambiental encontram-se as enzimas antioxidantes, que atuam
protegendo as células dos efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio formadas
durante 0 metabolismo de compostos endobiontes como carboidratos e aminoacidos,
alem de compostos xenobidticos; as colinesterases que sdo responsaveis pela inativagdo
da acetilcolina durante 0 mecanismo da neurotransmisséo colinérgica; as enzimas de
fase I e Il de biotransformacdo que desempenham um papel central no metabolismo de
muitos xenobidticos, catalisando reacdes de detoxificacdo, bioativacdo e conjugacdo e a
Na'K*-ATPase, um enzima que regula o balanco idnico em peixes e tem sido utilizada
na deteccdo de alteragdes osmorregulatdrias provocadas por contaminantes ambientais.
Os biomarcadores bioquimicos de peixes mais utilizados sdo as enzimas envolvidas na

biotransformacdo dos xenobidticos e as enzimas do sistema antioxidante.

1.5 ENZIMAS DE BIOTRANSFORMACAO E DE DEFESA ANTIOXIDANTE
COMO BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AMBIENTAL POR
DERIVADOS DE PETROLEO EM ECOSSISTEMAS AQUATICOS

1.5.1 Enzimas de biotransformacao

O processo de biotransformacao de xenobidticos tem como principal objetivo a
eliminacdo destes compostos do organismo e o término de sua atividade bioldgica.
Grande parte dos xenobioticos € lipossoluvel, caracteristica que permite a sua passagem
através das membranas bioldgicas, distribuicdo para os tecidos e dificulta a sua

excrecdo. Portanto, a metabolizacdo desses compostos em metabdlitos mais hidrofilicos



é fundamental para a sua elimina¢do do organismo. De forma geral, as reacdes de
biotransformacdo geram metab6litos mais polares e inativos. No entanto, também
podem ser gerados metabdlitos com atividade bioldgica e/ou toxica.

O metabolismo de detoxificacdo serve, entdo, para converter quimicos
hidrofébicos em derivados hidrofilicos que podem ser facilmente eliminados sé
organismo pela bile ou pela urina, ja que a caracteristica hidrofébica de alguns
xenobioticos deficulta sua eliminacdo (Huggett et al.,1992).

Porém, a transformacdo enzimatica de alguns xenobid6ticos pode gerar quimicos
mais toxicos e reativos. Isso ocorre quando um metabolito eletrofilico € formado e pode
reagir com constituintes celulares como DNA e proteinas (Huggett et al.,1992).

As reacdes de biotransformacéo consistem em reacOes funcionais de fase | e
reacdes de conjugacao de fase Il. As reacOes de fase | introduzem ou expdem um grupo
funcional no composto parental, sendo principalmente reacGes de oxidagéo, reducéo e
hidrolise. Nas reacOes de fase 11 ocorre a ligacdo covalente de um substrato enddgeno,
como o acido glicurénico e a glutationa, com um grupo funcional no composto parental
ou no metabolito de fase I. Esses conjugados séo altamente polares e, em geral, inativos
e excretados rapidamente.

Os sistemas enzimaticos envolvidos na biotransformacdo estdo localizados
principalmente no figado, além de outros Orgdos como rins, intestino e pulmdes
(Bucheli e Fent, 1995).

A maior parte das reacdes de fase | é catalisada pelas enzimas do citocromo
P450, uma superfamilia de proteinas que contém ferro ligado a cadeia polipeptidica das
isoenzimas do citocromo P450 por forcas hidrofobicas e ligaches eletrostaticas
covalentes. Quatro valéncias do atomo de ferro ligante estdo ligadas ao anel da
porfirina, planarmente, a quinta esta ligada ao grupo tiolato (S-) da cisteina da cadeia
polipeptidica, por uma ligacdo coordenada e, a sexta, esta orientada em direcdo ao sitio
de ligacdo do oxigénio, durante a fase | da biotransformacdo (Nicareta, 2004). Essas
enzimas estdo localizadas no reticulo endoplasmatico e nas mitocondrias das células,
principalmente do figado.

As moléculas de citocromo P450 estdo ligadas aos fosfolipidios da membrana e
seu seu sitio ativo localiza-se préximo do citoplasma onde a uma parte contendo ferro
estd exposta para o lado citosélico da membrana e outra parte, com o sitio para a ligacdo
do substrato, fica na face interna da membrana. Essa caracteristica que permite 0 maior

acesso das P450 aos substratos conferindo a habilidade de metabolizar uma variedade



de compostos hidrofilicos e hidrofébicos (Bucheli e Fent, 1995, GOKS¢YR; FORLIN,
1992).

As diferengas entre o sistema de monooxigenase de mamiferos e peixes consiste
geralmente de baixa atividade da enzima, diferentes isoenzimas e a falta da indugéo por
fenobarbital para peixes (Bucheli e Fent, 1995).

Muitas vezes as reacGes de fase | formam compostos ainda insoliveis e até mais
toxicos do que os compostos de origem. Por isso essas moléculas precisam continuar o
processo de transformacéo através das enzimas de fase I1.

As reacbes de fase Il sdo catalisadas por diferentes enzimas, como
glicuronosiltransferases (UGT), N-acetiltransferases (NAT), sulfotransferases (ST) e
glutationa-S-transferases (GST) (Huggett et al.,1992).

As glutationa S-transferases (GST) sdo uma superfamilia de enzimas diméricas,
multifuncionais e solUveis. Sua funcdo é catalisar a conjugacdo da glutationa a um
eletrofilo reativo, uma reacdo de protecdo contra o dano celular causado por estas
substancias. Ligando-se covalentemente a compostos eletrofilicos, GSTs reduzem a
probabilidade desses compostos se ligarem a outras moléculas celulares, como o0 DNA
(Huggett et al.,1992).

A metabolizacdo dos xenobioticos pode ser alterada por fatores genéticos,
ambientais e morbidos, idade e sexo. A modulacdo das enzimas envolvidas na
biotransformacédo pode resultar em inibicdo ou inducdo metabdlica.

Os HPA’s derivados de poluentes ambientais produzem acentuada inducdo da
familia de enzimas CYP1A atraves da ativacdo do receptor aril-hidrocarboneto (AhR)
no citosol, que interage com a proteina AhR translocadora nuclear (Arnt). Esse
complexo funciona como um fator de transcricdo que modula positivamente a expressdo
de CYP1A. O aumento do conteudo e/ou da atividade enzimatica tem sido relatado em
varios estudos sobre contaminacdo ambiental (Gokseyr e Forlin, 1992; Stegeman e
Hahn, 1994; Bucheli e Fent, 1995).

Uma forma de medir a inducdo do CYPLA é pela atividade catalitica da 7-
etoxiresorufina-O-desetilase (EROD), que tem sido reconhecida como biomarcador em
varias espécies de peixes expostos a compostos Xenobidticos, como compostos
organoclorados e hidrocarbonetos poliaromaticos.

Os HPA’s, bifenilas policloradas e organoclorados também podem induzir
enzimas de fase Il como a GST. Um aumento na atividade hepatica da GST ja foi

reportado em varios estudos com peixes expostos a fragdo soltvel do 6leo diesel ou ao



sedimento coletado em locais poluidos (Simonato et al., 2006). No entanto, também ja
foi descrita inibicdo metabdlica em peixes devido a exposicdo a dibenzodioxinas
policloradas, pesticidas e HPA’s (Van Der Oost et al., 2003).

1.5.2 Sistema de defesa antioxidante

O oxigénio ¢ uma molécula fundamental para os organismos aer6bios e é
utilizada tanto na producdo de energia através da cadeia transportadora de elétrons na
mitocOndria dos eucariotos como na membrana celular de muitas bactérias e em
inimeras vias metabolicas fundamentais. Apesar da sua importancia para o
funcionamento dos organismos, seu consumo € capaz de gerar substdncias toxicas
durante o transporte de elétrons, reagdes enzimaticas, reacGes de auto-oxidacdo, ou
ainda, pelo grupo heme de proteinas (Halliwell e Gutteridge, 2007).

A maioria do oxigénio molecular consumido pelos animais tem como destino a
reducdo a agua ligada a oxidacédo de alimentos e producéo de energia. A reducéo parcial
resulta na liberacdo de ERO’s (espécies reativas de oxigénio).

O processo de biotransformacdo também é uma importante fonte de espécies
reativas de oxigénio (ERO’s), como o anion radical superéxido (O,—*), o radical
hidroxila (OH¢) e o peroxido de hidrogénio (H2O;) (Stegeman et al. 1992). As ERO’s
sdo potentes oxidantes capazes de reagir com macromoléculas celulares, causando
efeitos deletérios que podem levar a morte celular.

Os organismos apresentam mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos de defesa
antioxidante. As enzimas-chave que fazem parte do sistema de defesa antioxidante sao:
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidade (GPx), todas
presentes nos tecidos de peixes (Lackner, 1998). Entre as defesas ndo enzimaticas estdo
a glutationa reduzida (GSH), acido ascorbico, acido urico, vitaminas C, E, B - caroteno,
polifendis e bilirrubinas (Hermes-Lima et al., 1998; Hermes-Lima & Zenteno-Savin,
2002). Quando ocorre aumento da producdo de ERO’s e/ou reducdo dos sistemas
antioxidantes, caracteriza-se 0 estado de estresse oxidativo, causando inativacao
enzimatica, peroxidacdo lipidica, danos ao DNA e até morte celular (Martinez-Alvarez
et al., 2002; Cazenave et al., 2006).

A CAT exerce duas fungbes importantes: a decomposicdo de H,O, a agua e
oxigénio e a oxidacdo de compostos hidrogenados como metanol, etanol, &cido formico,

fendis, com o consumo de um mol de peroxido (Aebi, 1984). A CAT é responsavel por



reduzir o risco da formagéo do radical hidroxil a partir do H,O, via reacdo de Fenton.
Em caso de contaminagdo ambiental que aumente o estresse oxidativo, a catalase pode

ser utilizada no monitoramento ambiental (Lehninger et. al., 1995).

1.6 UTILIZACAO DE PEIXES DA ESPECIE Genidens genidens NOS ESTUDOS
ECOTOXICOLOGICOS

Os peixes constituem um grupo de grande importancia nas avaliacbes de
toxicidade ambiental e sdo considerados como excelentes modelos biolégicos de estudo,
pois estdo presentes em varios ambientes e apresentam ampla distribuicdo geografica,
alem de participarem de diferentes niveis troficos da cadeia alimentar.

Os bagres ocorrem nas zonas litoraneas tropicais e subtropicais, em ambientes
marinhos, estuarinos e em aguas interiores, sendo geralmente mais abundantes em aguas
costeiras pouco profundas, em fundo lodoso ou arenoso. Os bagres marinhos sdo muito
abundantes nos estuarios onde permanecem durante parte de seu ciclo de vida, nos
primeiros anos (Araujo, 1988) e apresentam deslocamentos sazonais e relacionados as
fases do ciclo de vida. A reproducdo ocorre em diferentes épocas, mas principalmente
relacionada aos meses mais quentes ou com maior aporte de aguas interiores: do final da
primavera ao inicio do verao (Schmidt et al, 2008).

Na area de estudo a espécie utilizada foi Genidens genidens, Cuvier, 1829, que
pertence a ordem Siluriformes e familia Ariidae (Figueiredo e Menezes, 1978). Os
membros desta familia sdo caracterizados por realizarem incubacdo orofaringeana,
possuirem um corpo alongado e robusto, coberto por epiderme grossa e maxilas
providas de pares de barbilhGes. Sdo mais ativos no periodo noturno. G. genidens €
diferente de todos os outros bagres por possuir os dentes palatinos situados em duas
protuberancias carnosas, uma de cada lado do palato. Essa espécie também ocorre
comumente na zona litordnea, em aguas pouco profundas, com fundos arenosos ou
lodosos e procuram a desembocadura dos rios e regides lagunares no periodo de desova
(Rocha et al, 2011).

O estuario do rio Macaé possui com frequéncia cardumes de bagres, visto que, 0
nome Macaé, segundo a linguagem indigena da regido, significa “Rio dos Bagres,”
disponibilizando, portanto, espécimes em numero suficiente e com frequéncia para a

realizacdo dos estudos.



2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo empregar marcadores bioquimicos em
espécie de peixe Genidens genidens Cuvier, 1829 (Bagre) do estuario do rio Macaé
visando a avaliacdo do grau de contaminacdo deste ecossistema por derivados de

petroleo.

2.1. Objetivos especificos

- Quantificar sazonalmente a atividade de enzimas (EROD, GST, CAT) em figado de
Genidens genidens do estuario do rio Macaé.

- Detectar as concentragdes de HPA’s como compostos toxicos dos derivados do
petréleo na agua do estuario do rio Macae simultaneamente as determinagdes relatadas
no item anterior.

- Relacionar aspectos como peso, comprimento e sexo visando avaliar a influéncia de
caracteristicas dos Genidens genidens na determinacgéo das atividades.

- Quantificar a atividade das enzimas hepaticas (EROD, GST, CAT) em peixes da
espécie Genidens genidens, como controle positivo, submetida a fracdo soluvel do 6leo
diesel (FSOD) com concentracdo de 20% em diferentes tempos 6, 24 e 72h, visando a
comparagdo com as atividades enzimaticas dos peixes observadas no ambiente.

- Contribuir para o desenvolvimento e emprego de metodologias preditivas de danos
ambientais do estuario do rio Macaé.

- Criar um banco de dados relativos as atividades enzimaticas da EROD, GST e CAT da

espécie local estudada.



3. METODOLOGIA

3.1. AMOSTRAGEM E PREPARACAO DAS FRACOES HEPATICAS

Na porc¢do inferior do estuario proximo a desembocadura (Figura 4) foram
coletados durante sete eventos, em torno de 12 individuos de peixes da espécie
Genidens genidens (Bagre) por coleta, que foram medidos, pesados e sacrificados por
decapitacdo. As coletas foram realizadas utilizando linha e anzol. O figado de cada
individuo foi retirado e colocado imediatamente em gelo seco e posteriormente

armazenados em freezer -80°C.

Oceano Atlantico

Ponto de coleta

FIGURA 4: LOCAL DE COLETA DE PEIXES Genidens genidens NO ESTUARIO
DO RIO MACAE.

As amostras de agua para as analises do HPA’s foram coletadas na superficie e
fundo da coluna d’agua (profundidade variando de 2,5 a 4,0 metros) no periodo de
enchente, intermediario e vazante. As analises foram determinadas por cromatografia
gasosa no laboratério INNOLAB do Brasil segundo a metodologia proposta pela EPA
(EPA 8270 (D):2007 / EPA 3510 (C):1996) (Laudos em anexo).

Para preparar as fracbes, os figados foram secos em papel de filtro e depois
pesados. Em seguida, foram homogeneizados separadamente em solucéo tampao fosfato

de potéssio 0,1 M, pH 7,0, contendo sacarose 0,25 M na proporcéo 1 g de figado para 4



mL de tampédo. O homogeneizado foi centrifugado a 4°C trés vezes para a preparagao
das diferentes fragdes correspondentes as enzimas: catalase (CAT), Glutationa S-
Transferase (GST) e 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD). A primeira centrifugacéo
foi realizada a 800 x g por 6 min, onde o sobrenadante foi retirado e reservado a metade
em tubos de pléstico tipo eppendorff para a analise da CAT e a outra metade foi para
uma segunda centrifugacdo. O depdsito da primeira centrifugacdo foi descartado. A
segunda centrifugagdo foi realizada a 20.000 x g por 33 min onde o sobrenadante obtido
foi novamente centrifugado a 105.000 x g por 90 min. O deposito da terceira
centrifugacdo é a fracdo microssomal (utilizada para a analise da EROD) que foi
ressuspendido no mesmo tamp&o usado para homogeneizar os figados, na proporcéo 1 g
de figado para 1 mL de tamp&o. Os microssomos foram, entdo, armazenados em tubos
de plastico tipo eppendorffs a -70 °C. A fragdo sollvel dessa terceira centrifugacéo
(fracdo citosodlica) foi também armazenada a -70 para a anélise da GST.

3.2 DETERMINACOES DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

3.2.1 Atividade da Catalase (CAT)

A alta velocidade de reacdo desta enzima, associada a uma baixa “afinidade”,
permite a determinacao de sua atividade com concentragdes elevadas de H,O, (10 mM).
A atividade foi determinada pela velocidade de consumo do H,O, no primeiro minuto
da reacdo, a 240nm (Aebi, 1984). O ensaio enzimatico de 60 segundos é realizado em
tampao Tris HCI 0,1 M, pH 8,0; EDTA 1 mM. Como substrato iniciador utiliza-se 8,8M
de H,O, . A absorbancia basal é descontada a partir da leitura da reacdo do ensaio na
auséncia da amostra, sendo o coeficiente de extinsdo molar 0,2. As andlises foram

realizadas em duplicata.

3.2.2 Atividade da Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi mensurada através do aumento da absorbancia resultante
da formacdo de um tioéter pelos substratos GSH (molécula endobidtica) e 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno (CDNB, substrato sintético ndo especifico utilizado para determinar



praticamente todas as isoformas de GST j& identificadas em mamiferos) (Filipak Neto,
2007). Para tanto, o sobrenadante resultante da centrifugacdo foi diluido 5% em
tampdo fosfato de potéssio 0,1 M pH 6,8. Para as analises foram utilizadas a solugéo
reacdo CDNB 2,5 mM, GSH 2 mM em tampdo fosfato 0,1 M pH 6,8 (preparado
imediatamente antes da leitura) e o tampéo fosfato 0,1 M pH 6,5. A atividade da GST
foi feita em duplicata, nos primeiros 3 minutos de reagdo a 340nm sendo descontada a
reacdo entre a GSH e o CDNB sem a presenca da amostra onde o coeficiente de

extinsdo molar é 0,5.

3.2.3 Atividade etoxiresorufina-O-desetilase (EROD)

A atividade de EROD foi mensurada em microssomos de células hepaticas dos
peixes pelo método de Burke e colaboradores (1985) modificado. O método se baseia na
desetilacdo da 7-etoxiresorufina, reacdo catalisada por CYP na presenca de NADPH,
produzindo 7-hidroxiresorufina, que emite fluorescéncia de 582nm quando excitada
com luz de comprimento de onda de 550nm. Foi utilizado neste ensaio entdo, NADPH
25 mM, tampéo fosfato de potassio 0,1M pH 7,8, resorufina a 100 uM ¢ etoxiresorufina
almM, MgCl, 1 M.

A concentracdo de proteinas totais dos homogeneizados teciduais foi realizada
pelo método de Bradford (1976), utilizando solugdo de soro albumina bovina como
padrdo. Esse método baseia-se na mudanca de coloracdo do reagente Coomassie
Brilliant Blue G-250, que passa do vermelho ao azul ao ligar-se a proteinas. As

dosagens foram realizadas em duplicatas utilizando um espectrofotdmetro em 592nm.

3.3 ENSAIO EM LABORATORIO UTILIZANDO A FRACAO SOLUVEL DO OLEO
DIESEL (FSOD)

A escolha de se realizar o ensaio com FSOD esta relacionada a presenca
constante deste derivado de petrdleo nas aguas do estuario do rio Macaé devido a
emissdo por embarcacdes. A toxicidade do petroleo varia de acordo com sua
composicdo. Dentre os derivados do petrdleo, o éleo diesel merece uma atengdo por ser

continuamente lancado nos ambientes costeiros pelas embarcacGes. O 6leo diesel é



composto basicamente por hidrocarbonetos alifaticos e uma pequena porcentagem de
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (Mattos, 2010). No entanto, como um grupo
quimico, hidrocarbonetos arométicos sdo geralmente mais tdxicos que outros
hidrocarbonetos (Connell, 1997) e estdo ligados a processos carcinogénicos. Isto porque
as cadeias aromaticas desencadeiam processos de biotransformacdo; ou seja, a tentativa
do organismo de processar e eliminar esses compostos que geram radicais livres que
podem atacar moléculas organicas como o DNA.

No més de setembro de 2012 foi realizada uma coleta de 48 peixes no estuario
do Rio Macaé para a realizacdo dos ensaios em laboratério de exposicdo a fracdo
soluvel de 6leo diesel (FSOD). Os peixes coletados foram transportados para o biotério
aquatico em tangques com aerador. No biotério foram preparados 4 aquérios, 2 para 0s
controles e 2 para os expostos a fracdo soluvel do éleo diesel. Em cada um foram
colocados 100L de &gua previamente filtrada por 20 minutos, passadas por luz
ultravioleta e reservadas por 12 horas para a neutralizacdo do cloro. Cada aquério
possuia um filtro referente a capacidade de agua existente nele e um aerador. No
biotério os peixes foram transferidos para os aquarios, 10 individuos em cada. Os peixes
foram aclimatados por 15 dias, sendo a dgua do aquario trocada e os bagres alimentados
com camardo a cada dois dias.

FIGURA 5: FOTO DOS AQUARIOS COM PEIXES Genidens genidens PARA O
ENSAIO COM FSOD



Amostras de 6leo diesel foram obtidas em postos de combustiveis. A Fracdo
Solavel do 6leo diesel (FSOD) foi obtida conforme metodologia descrita por Singer et
al. (2000) e a metodologia de derrame de combustivel proposta por Nicodem et al.
(1998) modificada. Em dois aquarios de vidro com capacidade para 30 litros cada, foi
preparada uma solucdo Oleo diesel/adgua filtrada na propor¢do de 1:9. Essa mistura foi
mantida por 24 horas, sendo as 12 horas iniciais homogeneizada com bastdo de vidro a
cada duas horas e expostas a fotodegradacdo pela insolagdo com radiagdo solar direta
simulando as condigdes observadas no estudrio. Nas 12 horas seguintes, a mistura

permaneceu em repouso € ao abrigo da luz. A FSOD foi separada e diluida até 20% e

assim utilizada nos testes de exposicao.
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FIGURA 6: PREPARACAO DA FRACAO SOLUVEL DE OLEO DIESEL

Em dois aquérios com 10 peixes em cada, 0s peixes foram expostos a fracdo
soltvel do dbleo diesel diluida 20%. Um grupo controle também foi utilizado, no qual os
animais foram expostos somente & agua filtrada. Durante o periodo de exposicao eles
ndo foram alimentados e a agua dos aquarios ndo foi trocada. Os peixes foram coletados

com 6h, 24h e 72h de exposicdo, sendo trés de cada aquario por periodo exposto.



3.4 ANALISES ESTATISTICAS DOS RESULTADOS

Todos os resultados de atividade enzimatica foram expressos como média + erro
padrdo da média (E.P.M.). Para comparacdo da variacdo mensal das atividades
enzimaticas foi utilizada a andlise de variancia one-way ANOVA seguida do post test
Newman-Keuls. Nos ensaios laboratoriais, para comparacdo das atividades enzimaticas
nos diferentes tempos com seus respectivos controles, foi utilizado one-way ANOVA
seguido do post test Bonferroni. A correlacdo entre a atividade enzimatica e 0 peso,
tamanho e sexo foi feita utilizando o teste de correlagdo de Pearson. As diferencas
foram consideradas significativas quando P<0,05. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa GraphPad prism versao 5.0.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANALISE QUANTITATIVA DE HPA’S EM AMOSTRAS DE AGUA DO
ESTUARIO DO RIO MACAE

As amostras de agua foram coletadas em trés eventos (Setembro 2011, Abril de
2012, Agosto de 2012) na superficie e fundo da coluna d’agua em diferentes regimes de
maré para a determinacdo da concentragdo de HPA’s. Os resultados indicaram
concentracdes detectadas somente na primeira e segunda amostragem, sendo a terceira
apresentando concentracBes abaixo do limite de deteccdo do método (0,01ug/L)
(Laudos em anexo).

Na coleta de Setembro de 2011 foram encontradas concentragdes apenas de
Naftaleno no fundo da coluna d’agua na mare baixa (0,05ug/L); na agua de superficie
de meia maré (0,04ug/L); na agua de superficie (0,1ug/L) e na agua de fundo na maré
cheia (0,12ug/L). Na coleta de Abril de 2012 foi encontrado somente Fenantreno no
fundo da coluna d’agua na maré cheia (0,02ug/L).

Os valores de HPA’s no Estuario do Rio Macaé sugerem um ambiente pouco
impactado por fontes desse contaminante. Poréem as concentracdes totais maximas (0,12
ug/L) podem ser obervadas em ambientes aquaticos impactados por derivados de
petréleo, como a Baia de Guanabara (RJ) (0,12 a 1,75 pg/L) (Meniconi et al., 2002). A
variabilidade de concentra¢es durante o periodo amostral pode ser fruto da condicédo
hidrodinamica inerente de um estuario que pode efetivamente diluir e remover o0s
derivados de petrdleo, e das caracteristicas de uma importante fonte de emissdo de
derivados de petroleo no estuario, representadas pelas embarcacdes que esvaziam
combustiveis, como Oleo diesel, do motor diretamente no estuario em eventos
esporadicos e de dificil deteccdo e previsibilidade.

O trabalho de Molisani et al. (2013b) determinou as concentracdes de HPA's
em sedimentos do estuario do rio Macaé visando relacionar estes compostos com a
inducédo de toxicidade em anfipodos incubados com estes sedimentos. As concentracfes
totais desses compostos variaram entre valores abaixo do limite de detecgdo e 70 pg/kg,
com a presenca de espécies como Fenantreno, Fluoranteno, Pireno, Criseno, Benzo(b),
fluoranteno e Benzo(a)pireno. Essas concentracdes podem ser consideradas como

tipicas de ambientes ndo contaminados, embora comparados com um trabalho de



Taniguchi (2001) realizado no mesmo local, as concentragdes atuais indicam um
aumento de HPA’s nos sedimentos do estuario do rio Macaé. Como ja discutido
anteriormente, os HPA’s petrogénicos sdo constituidos predominantemente por 2 e 3
anéis aromaticos, enquanto que o de mais de 3 anéis podem estar relacionados a formas
piroliticas (MEIRE et al, 2007). Os HPA’s nas aguas do estuério do rio Macaé como
naftaleno e fenantreno podem sugerir a ocorréncia de fontes como o vazamento de

derivados de petrdleo.

4.2. ANALISE DAS VARIACOES MENSAIS DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

Os peixes foram coletados no estuério do rio Macaé, em sete eventos, visando
avaliar a variacdo temporal das atividades enzimaticas de GST, CAT e EROD nos
figados dos peixes. Em cada amostragem foram coletados de 10 a 12 individuos da
espécie Genidens genidens.

Os resultados apresentados na Figura 7 mostram a variabilidade das atividades
das enzimas analisadas durante o periodo amostral. A atividade da GST variou de 1,43 a
6,79 umol.min"'.mgptn! entre todos os individuos analisados. No més de junho e julho
de 2012 foram observadas atividades enzimaticas de GST significativamente superiores
(P<0,05) aos outros meses amostrados (Figura 7A). A atividade da CAT variou de 8,53
a 109 umol.min"'.mgptn™' durante o periodo amostral. Nos meses de maio e junho de
2012 foram observadas atividades enzimaticas de CAT significativamente superiores
(P<0,05) aquelas dos outros meses amostrados (Figura 7B). A atividade da EROD
variou de 1,14 a 167,20 pmol.min"'.mgptn™! entre todos os individuos analisados. A
atividade enzimatica de EROD foi significativamente superior nos meses de setembro
de 2011 e abril de 2012 (P<0,05) (Figura 7C).



(o]
[l

ab

SN
1
Q

GST
umol.min'l.mg ptnt
N

b)

100+

CAT
pmol.mint.mg ptnt
A (o2} (o]
i
o
o

N
o
1
Q

150+
bc

=

o

o
1

EROD
pmol.min'l.mg ptn'l
al
e
8
8

FIGURA 7: VARIACAO TEMPORAL DAS ATIVIDADES DE GST (A),
CATALASE (B) E EROD (C) EM MICROSSOMOS HEPATICOS DE Genidens
genidens COLETADOS NO ESTUARIO DO RIO MACAE. OS VALORES ESTAO
REPRESENTADOS COM MEDIA + EPM. LETRAS DIFERENTES INDICAM
DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS ENTRE AS MEDIAS



As variabilidades sazonais de atividades enzimaticas em peixes sdo descritas na
literatura. Os dados de Azevedo et al. (2012) mostram variagdes sazonais nas atividades
de enzimas da CYP450 no bagre Cathorops spixii em ambientes estuarinos do litoral
paulista com histérico de contaminacdo por derivados de petrdleo. Estes resultados
podem estar associados a influéncia da contaminagdo orgénica, principalmente nos
meses de chuvas onde o carreamento de material continental podem aumentar a entrada
de derivados de petréleo nos estuarios ou em alguns casos pode-se observar a dilui¢do
destes contaminantes pelas chuvas reduzindo a atividade da CYP450 nos peixes.

O trabalho de Pedrosa et al. (2001) da mesma forma demonstra a sazonalidade
da atividade de enzimas como a EROD e GST em Genidens genidens no estuario do rio
Itagai-Acu (SC), com maiores valores observados no periodo do inverno e
secundariamente, no outono. Essa sazonalidade pode ser explicada principalmente por
fatores hormonais, pluviosidade, temperatura da agua, maior contaminagdo sazonal,
entre outros fatores.

As maiores atividades de CAT e GST nos bagres do estuario do rio Macaé no
periodo de seca (Junho e Julho de 2102) podem sugerir a influéncia de contaminagéo
por derivados de petréleo devido a diminuicdo do fluxo fluvial e da reducdo na
capacidade de diluicdo e dispersdo (aumento no tempo de residéncia) de materiais no
estuario, embora ndo se possa descartar a influéncia de outros fatores ambientais e
fisiologicos na sazonalidade das atividades enzimaticas.O aumento da atividade da
catalase nesses meses demonstrou estresse oxidativo que foi seguido pela inducdo da
atividade da GST. Segundo Hayes et al (2005), algumas classes de GSTs, como a a ¢ p,
tem sido induzidas por estresse oxidativo, corroborando os resultados encontrados.

Segundo Morel e Barouki (1998), as espécies reativas de oxigénio produzem um
efeito inibitorio na expressdo das CYPs, o que explica a baixa atividade da EROD nos
meses onde a CAT e a GST apresentaram uma maior inducdi, indicando novamente
estresse oxidativo. Ja os maiores valores de EROD reportados para 0 més de setembro
de 2011 concidiram com as maiores concentragdes de HPA’s medidas nas aguas do
estuario do rio Macaé, sugerindo influéncia da contaminacéo dos derivados de petrdleo
nas atividades desta enzima.

Como demonstrado também por Pedrosa et al. (2001), a menor sazonalidade da
GST emrelacdo a CAT e EROD no presente estudo, indica uma menor susceptibilidade

desta enzima ao efeito sazonalidade, embora fatores como sintese hormonal, variacdes



na concentragdo de oxigénio dissovido na agua e habitos alimentares possam
determinar sua atividade (Paula et al., 2008; Bastos, 2013).

Como descrito na literatura, a sazonalidade das atividades enzimaticas podem
ser relacionadas a fatores ambientais e as caracteriticas fisoldgicas dos peixes
analisados. Visando avaliar se carcateristicas dos peixes podem estar influenciando a
atividade enzimética, foi realizada uma analise de correlagdo entre aspectos biométricos
(comprimento e peso) e sexo com as atividades enzimaticas dos peixes.

O peso dos individuos coletados variou de 355 a 277 g, enquanto o
comprimento de 13,5 a 31 cm (n=80). As Figuras 8 e 9 mostram a correlacdo entre as
variaveis. Estes resultados mostram uma correlagdo significativa somente entre a
atividade da CAT e os fatores biométricos analisados (P<0,0001), onde a atividade da
CAT diminui com o aumento do peso e do comprimento dos peixes. Durante a fase de
seu crescimento, assim como qualquer organismo, ha um grande gasto energeético,
sendo necessario maior consumo de alimentos e consequentemente possiveis
contaminantes que induzam a maior formacdo de radicais livres e maior atuacdo da
enzima CAT.
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FIGURA 8: CORRELACAO ENTRE AS ATIVIDADES DA GST (A), EROD (B) E

CAT (C) EM MICROSSOMOS HEPATICOS DE Genidens genidens E O PESO DOS
INDIVIDUOS
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FIGURA 9: CORRELACAO ENTRE AS ATIVIDADES DA GST (A), EROD (B) E
CAT (C) EM MICROSSOMOS HEPATICOS DE Genidens genidens E O TAMANHO
DOS INDIVIDUOS

A figura 10 mostra a correlacdo entre as atividades enzimaticas e o género dos
individuos que foram identificados visualmente através das gdnadas classificando entre

machos, fémeas e imaturos. Segundo esta andlise, ndo foram observadas correlacbes



significativas entre estes parametros (P>0.05). O trabalho de Pedrosa et al. (2001) com

bagres (Genidens genidens) no estuario do rio Itagai-Acu (SC) ndo observou diferencas

significativas entre a atividade de EROD e GST entre machos e fémeas. Esses dados

foram em desacordo com o trabalhos de Goksoyr e Forlin (1992) que observaram uma

maior atividade da EROD nos machos em relacdo as fémeas de peixes em ambientes de

clima frio. Em relacdo a expressdo de GST, os dados da literatura indicam ndo haver

diferencas com relagéo ao sexo (Fitzpatrick et al., 1997).
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As correlacBes entre atividades das enzimas e aspectos biométricos e de género
indicam que os valores sazonais de CAT possam ter influéncia de aspectos fisiologicos
dos peixes, enquanto que a EROD e GST possam estar sendo influenciados por outros
fatores incluindo os ambientais. Embora a analise seja limitada a poucos fatores
fisiolégicos, dados da literatura indicam que outros fatores relativos aos organismos
determinam as atividades enziméticas de peixes. Deve-se ressaltar que o CYP450 esta
envolvido na sintese de hormdnios e outros esteroides, o que pode resultar no
direcionamento deste sistema enzimatico nos periodos reprodutivos ou de preparacao
para a reproducdo da espécie que ocorrem durante a primavera e verdao (Lopes et al.,
1997).

Os peixes do estuério do rio Macaé foram utilizados em um experimento, onde
foram expostos a FSOD visando avaliar qual o efeito desse derivado do petréleo,
usualmente observado no estuério, nas atividades das enzimas estudadas em diferentes
periodos de tempo. A Figura 11 mostra os resultados dos grupos controle e expostos a
FSOD. Entre as enzimas estudadas foram observadas somente atividades
estatisticamente superiores (P<0,05) no grupo de peixes exposto a FSOD comparados
ao controle para EROD depois de 24 horas de exposi¢do. Essa resposta bioquimica da
EROD foi observada em figados de Poecilia vivipara exposta a FSOD de concentracao
de 20% por 96h (Mattos, 2010). Como ja descritos em outros estudos, o aumento na
atividade EROD possivelmente estd relacionado com a modulacdo transcricional do
gene CYP1A pelo receptor AhR (Timme-Laragy et al., 2007) e pode indicar uma maior
capacidade de biotransformagao das células contra os HPA’s presentes no tecido dos
peixes expostos a FSOD, uma vez que esses compostos sdo potenciais substratos dessas
enzimas.

Para GST e CAT em todos os tempos de exposicdo ndo foram observadas
diferencas estatisticas sendo consideradas iguais as atividades de GST e CAT dos
peixes expostos a FSOD e 0s ndo expostos. Os dados de Oliveira et al. (2008) mostram
que espécies de tainha expostas a fenantreno (0,1 a 2,7 uM) ndo apresentavam inducgéo
de atividades de GST e CAT quando comparadas ao grupo controle. Os experimentos
de Mattos (2010) mostraram alteracdes significativas na atividade enzimatica de GST
em P. vivipara expostas a FSOD (20%) por 96h, mas ndo observou o mesmo para CAT.
No estudo realizado com robalos expostos ao petréleo bruto (Kerambrun et. al., 2012),

ndo foi verificado uma diferenca na atividade da Catalase. Para a espécie curimbéa



exposta a fragdo soltvel de dleo diesel para 24 e 96 horas também ndo houve diferenca
na atividade da catalase (Simonato et al., 2008).
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Enzimas antioxidantes sdo geralmente menos sensiveis aos poluentes do que as
enzimas de fase | e Il de biotransformagéo. No entanto, o fato da atividade da catalase
ndo ter sido induzida ndo exclui a possibidade de formacdo de ERO’S, pois em certos
estudos perdxidos sdo metabolizados por enzimas como glutationa peroxidase e
raramente pela CAT (Van Der Oost et al., 2003). Mattos (2010) também mostra o
mesmo padrdo de similaridade de atividade de CAT na espécie estuarina como P
vivipara expostos e ndo expostos a FSOD. Segundo esse autor, as diferencas observadas
na literatura estdo associadas a experimentos utilizando espécies dulcicolas e diferentes
concentragdes de FSOD que induzem a ativacdo de CAT em relagdo ao grupo controle.

Comparando as atividades dos peixes coletados no estuario do rio Macaé e 0s
utilizados nos ensaios podemos observar que os valores induzidos em laboratério para
todas as enzimas também foram detectados no ambiente. Os ensaios mostraram que ndo
foram observadas inducfes significativas de CAT e GST pela FSOD e as atividades
similares nos peixes do estuario sugerem duas hipéteses mutualmente ndo excludentes:
1) auséncia de contaminacdo por derivados de petroleo podem indicar auséncia de
contaminacdo por derivados de petréleo, 2) que essas enzimas nao sejam bons
marcadores de contaminacao.

Porém, os resultados de campo também podem mostrar a influéncia de outros
fatores ambientais e fisioldgicos dos peixes. Um dos maiores problemas de estudos
realizados em campo € avaliar os efeitos causados por uma combinacao de substancias
sobre a biota de uma area impactada, pois 0s organismos sdo expostos a uma complexa
mistura de poluentes dificultando a avaliacdo dos resultados observados nos animais
(Walker, 1996). Até mesmo para os derivados de petréleo, este estudo observou que as
concentragdes de HPA’s na dgua podem ser varidveis devido, por exemplo, a acao de
fontes como o lancamento cronico de pequenos volumes de Oleo diesel das embarcacdes
no estuario do rio Macaé. A literatura carece de informacdes a respeito dos efeitos
biologicos da fracdo do Gleo diesel acomodada em agua em espécies nativas nos
ambientes estuarino e marinho (Mattos, 2010). Tendo em vista o potencial do dleo
diesel em causar danos ao ambiente aquatico e a necessidade de estudos com
organismos nativos, € imprescindivel o desenvolvimento de metodologias que
possibilitem a avaliacdo e previsdo dos efeitos bioldgicos nos organismos aquaticos
expostos ao 6leo diesel e outros derivados do petréleo.

Por outro lado, os ensaios revelaram a inducdo de atividade da EROD em 24h

nos peixes expostos a FSOD, sendo que esses valores de atividade foram observados



nos peixes do estuério indicando que eles possam estar sob efeito de stress quimico por
derivados de petroleo. Diversos estudos tém mostrado que os HAP’s que possuem
massa molecular elevada, como os de 4 a 6 anéis, sdo os indutores mais potentes da
atividade da EROD (Gonzalez-Doncel et al., 2008). No entanto, o éleo bruto que foi
utilizado em nosso estudo, ¢ composto principalmente de HPA’s de baixo peso
molecular, o0 que sugere uma capacidade de aumentar a atividade da EROD.

Vaérios estudos tém mostrado inducdo da atividade da EROD em locais
contaminados por HPA’s sugerindo que essa enzima possa ser utilizada como
biomarcador adequaado para detectar exposi¢cdo de derivados de petréleo. Os estudo de
Pedrosa et al. (2001) que determinou as atividades enziméaticas de EROD e GST em
bagres da mesma espécies coletados no estuario do rio Itagai-Acu (SC) observaram
valores de GST (1,5 a 3,0 umol.min"'.mgptn™') semelhantes aos valores minimos
encontrados no estuario do rio Macae, enquanto que os valores de EROD (2,5 a 23
pmol.min"!.mgptn™!) foram menores que oS do presente estudo. Outro estudo de Pedrosa
et al. (2001) analisando trés locais distintos no litoral de Santa Catarina (Baia Sul da
Ilha de Santa Catarina como referéncia de local pouco impactado por fontes antropicas;
Baia Norte da Ilha de Santa Catarina e a Foz do Rio Itajai Acu como locais impactados)
mostrou que para a EROD as atividades aumentam de acordo com a intensidade de
impacto do local (30 pmol.min™'.mgptn™! para a Baia Sul; 50 pmol.min™'.mgptn™! ¢ 110
pmol.min"'.mgptn! para o Itajai Agu e Baia Norte respectivamente. Para a GST houve
uma inibi¢ao na atividade nos locais impactados (23 e 26 pmol.min '.mgptn 'para Itajai
Acu e Baia Norte respectivamente. Para a Baia Sul o valor de atividade da GST
encontrado foi de 70 pmol.min '.mgptn~'. Para a Catalase parece ter havido também
uma inibicdo de sua atividade nos locais mais impactados, 0,15 para Itajai Acu e Baia
Norte e 0,2 para a Baia Sul.

Sendo assim, acreditamos que ha evidéncias que demonstram um inicio de
contaminacdo no estuario do rio Macaé. Essas evidéncias foram apontadas ao longo
desse trabalho como, por exemplo, a detecgdo de concentragdes de HPA’s na agua
similares a encontradas em ambientes impactados como a Baia de Guanabara (RJ)
(Meniconi et al., 2002); o aumento nos ultimos dez anos das concentragdes de HPA’s
no sedimento do estuario do rio Macaé, incluindo HPA’s com potencial carcinogénico
(Costa, 2010; Taniguchi, 2001; Who, 1983), podendo estas concentragoes de HPA’s nos
sedimentos de fundo tornarem-se disponiveis a uma espécie de peixe tipicamente

bentdnica como o bagre; a maior presenga de HPA’s na agua do estuario quando a



atividade da EROD foi mais alta; periodos nos quais a atividade da EROD nos
Genidens genidens do estuario do rio Macaé foi similar a atividade de EROD induzida
nos peixes expostos a FSOD nos aquérios; atividades da EROD dos peixes do estuario
similares a mesma espécie de bagre de estudrios impactados de Santa Catarina e a

variabilidade sazonal de CAT nos peixes do estuario sugerindo stress oxidativo.



5. CONCLUSAO

e Os valores totais de HPA’s encontrados na agua do estudrio do Rio Macaé sdo
tipicos de areas ndo contaminadas, embora em algumas ocasides possam ser
similares a ambientes que sofrem impactos por derivados de petrdleo. A
variabilidade de concentragcBes durante o periodo amostral pode resultar da
condi¢cdo hidrodindmica do estuario (alta diluicdo e baixo tempo de residéncia
das aguas) e da caracteristica de emissdo da principal fonte (barcos) que indica
uma condi¢do de contaminacdo episodica.

e A variacdo sazonal das atividades enzimaticas nos peixes indicou eventos de
maior atividades da GST, CAT e EROD durante o periodo de estiagem e menor
fluxo fluvial no estuario. As maiores variacGes foram observadas para a CAT e
EROD podendo sugerir a influéncia de contaminagé@o por derivados de petroleo
e outros contaminantes devido a diminuicdo do fluxo fluvial e da reducédo da
capacidade de diluicdo e dispersdo de materiais no estuario, embora ndo se possa
descartar a influéncia de outros fatores ambientais e fisiologicos na sazonalidade
das atividades enzimaticas.

e As correlacbes realizadas entre as atividades enzimaticas e 0s aspectos
biométricos e de género dos peixes indicaram que as atividades da catalase tem
relacdo negativa somente com o0 peso e o tamanho dos individuos, embora nao
se possa inferir uma relacdo causal, outros fatores intrinsecos dos peixes podem
influenciar as atividades das enzimas e a interpretacdo dos dados.

e Os ensaios mostraram que ndo foram observadas inducgdes significativas de CAT
e GST pela FSOD e as atividades similares nos peixes do estuario podem indicar
ou auséncia de contaminacdo ou estas enzimas ndao sejam marcadores adequados
de contaminacdo por derivados de petroleo.

e Para a EROD foi observado uma inducdo da atividade no tempo de 24h de
exposicdo sendo estas atividades similares as atividades nos peixes coletados no
estuario durante alguns eventos, sugerindo que estes peixes possam refletir stress
quimico por derivados de petroleo no estuario do Rio Macaé. Esta enzima se
mostrou um bom biomarcador a exposicdo deste contaminante na espécie

Genidens genidens.



e Os valores das atividades das enzimas estudadas no Genidens genidens
representam o inicio da construcdo de um banco de dados ecotoxicoldgicos
dessa espécie no estuario do rio Macae.
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ANEXO 1 - LAUDO DA INNOLAB 1° COLETA



IH l

Resp. Téc.: Carina Casal

Laboratério de Ensaio acreditado

pela Cgcre/Inmetro de acordo com

a ABNT NBR ISO/IEC 17025.

Boletim de Ensaio

Anilise em amostras liquidas

Cliente MAURICIO MUSSI MOLISANI

Enderego Rua Séo José do Barreto, n° 764
Macaé - RJ

Localizagao do Projeto : Macaé-RJ

Data da Coleta 5 13/10/2011

Entrega das amostras : 14/10/2011

Inicio dos ensaios/extragdao :  20/10/2011

Término dos ensaios : 28/10/2011

Projeto
Gerente do Projeto

Nao fornecido
Mauricio Mussi Molisane

Emitido em: 28/10/2011

<& eurofins |

Innolab

Pag.1de 6

Lab-n®: 11/5316

INNOLAB do Brasil Ltda.

Rua Sacadura Cabral - 236
Saude - Rio de Janeiro - RJ
Cep. 20221-161
CNPJ. 04.183.043/0001-00
Tel. (21) 3509-1750
Fax (21) 2233-4621

Parametro P1sSuUP D* LQ P1FUNDO D* LQ P3suP D* LQ L.D.
(gL (kgll) (uglt) (uglL) (uglL) (gl) (gl
PAH
Naftaleno nd - 0,08 0,05 - 0,03 0,04 - 0,03 0,01
Acenatftileno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Acenafteno nd - 0.03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Fluoreno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Fenantreno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Antraceno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Fluoranteno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Pireno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Benzo(a)antraceno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Criseno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Benzo(b)fluoranteno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Benzo(k)fluoranteno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Benzo(a)pireno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Indeno(123-cd)pireno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Dibenzo(a,h)antraceno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Benzo(ghi)perileno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Total nd 0,05 0,04
Quantidade de amostra
(mL) 1000 1000 1000

*Diluigao (N.° vezes)

conferido



Laboratério de Ensaio acreditado
pela Cgcre/Inmetro de acordo com
a ABNT NBR ISO/IEC 17025.

IH l

Boletim de Ensaio

Resp. Téc.: Carina Casal Emitido em: 28/10/2011

eurofins ‘

Innolab

Pag.2de 6

Lab-n®: 11/5316

Parametro P4FUNDO D* LQ P5SUP D* LQ Ps FUNDO D* LQ L.D.
(hg/L) (Hg/l) (ug/L) (ko) (Hg/L) (gl) (KoL)
PAH
Naftaleno nd - 0,03 0,10 - 0,03 0,12 - 0,03 0,01
Acenatftileno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Acenafteno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Fluoreno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Fenantreno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Antraceno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Fluoranteno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Pireno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Benzo(a)antraceno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Criseno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Benzo(b)fluoranteno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Benzo(k)fluoranteno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Benzo(a)pireno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Indeno(123-cd)pireno nd - 0.03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Dibenzo(a,h)antraceno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Benzo(ghi)perileno nd - 0,03 nd - 0,03 nd - 0,03 0,01
Total nd 0,10 0,12
Quantidade de amostra
(mL) 1000 1000 1000

*Diluigao (N.? vezes)

conferido



IH l

Resp. Téc.: Carina Casal

Laboratério de Ensaio acreditado
pela Cgcre/Inmetro de acordo com
a ABNT NBR ISO/IEC 17025.

<& eurofins

Boletim de Ensaio

Emitido em: 28/10/2011

Innolab

Pag.3de 6

Lab-n®: 11/5316
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Laboratério de Ensaio acreditado ..:.' eu rofi ns
pela Cgcre/Inmetro de acordo com At ‘
2. a ABNT NBR ISO/IEC 17025. Innolab
i
| cRLost0
Boletim de Ensaio Pig.5de 6
Resp. Téc.: Carina Casal Emitido em: 28/10/2011 Lab-n®: 11/5316

Padrées de Controle Analitico — PCA (Surrogate)

Taxa de Recuperagao (Faixa de Aceitagao: 70-130%)

(%)

Terfenil D14 72

Perileno D12 75

conferido



on -
Laboratério de Ensaio acreditado %o\‘ cu r0f| ns
pela Cgcre/Inmetro de acordo com €
5. a ABNT NBR ISO/IEC 17025. Innolab
i
| cRLO310
Boletim de Ensaio Pig.6de 6
Resp. Téc.: Carina Casal Emitido em: 28/10/2011 Lab-n®: 11/5316
Observacoes

Legenda

L.D. — Limite de detecgao reportado
L.Q. — Limite de Quantificacao reportado
na — Nao analisado

nd — Nao detectado

Ref. Método — EPA 8270 (D):2007 / EPA 3510 (C):1996

Foram realizadas duplicatas em 10% das amostras em |otes de 20 amostras e os resultados obtidos estdao em
conformidade com os critérios de aceitagéo estabelecidos.

Nos ensaios sao utilizados padrdes rastreaveis ao Sl (Sistema Internacional de Medidas).
Foram utilizados Brancos de Controle conforme metodologia informada.

O laboratdrio nao é o responsavel pela amostragem, portanto, os resultados contidos neste boletim referem-se
exclusivamente as amostras nele descritas, que foram coletadas e enviadas pelo solicitante.

Os métodos utilizados neste(s) ensaios(s) apresentam-se conformes em relagao ao método referenciado. Caso o(s)
ensaio(s) tenha(m) apresentado desvio(s), adigdes ou exclusoes, estes estardo listados no item informagdes adicionais
do relatorio.

Os valores para amostras solidas reportados sao relativos a massa seca, salvo observagoes.

A Innolab garante que todas as analises foram executadas dentro do prazo de validade de cada parametro segundo a
norma relativa a cada metodologia.

. As metodologias utilizadas nos ensaios encontram-se referenciadas ao final de cada parametro. As metodologias

acreditadas poderdo ser localizadas no site do INMETRO sob CRL 03104.

. Este Boletim de Ensaio s6 devera ser reproduzido por completo.

Este laudo pode ser acessado on-line no site: http://www.innolab.com.br/laudos/resultado.asp
Lab: 11/5316
Senha: JXFDUL

FM-004-L3A - Rev.01 17/03/2011- Apr. MAR/11
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ANEXO 2 - LAUDO DA INNOLAB 2° COLETA



Resp. Téc.: Carina Casal

Laboratério de Ensaio acreditado

pela Cgcre/Inmetro de acordo com

a ABNT NBR ISO/IEC 17025.

Boletim de Ensaio

Emitido em: 18.04.2012

Anidlise em amostras de agua

Cliente
Enderego

Localizagao do Projeto

Data da Coleta

Entrega das amostras
Inicio dos ensaios/extragao

Término dos ensaios

Projeto
Gerente do Projeto

MAURICIO MUSSI MOLISANI
Rua Séo José do Barreto, n° 764
Macaé - RJ

Rio Macaé - Macaé

27.03.2012

28.03.2012

05.04.2012 16:10

18.04.2012

Nao fornecido
Nao fornecido

n

eurofins

Innolab

Pag.1de 5

Lab-n®: 12/2007

INNOLAB do Brasil Ltda.

Rua Sacadura Cabral - 236
Saude - Rio de Janeiro - RJ
Cep. 20221-161
CNPJ. 04.183.043/0001-00
Tel. (21) 3509-1750
Fax (21) 2233-4621

Parametro SECASup D* LQ SECAFun D* LQ Cheia Sup D* L.Q L.D.
(ug'L) (hg'l) (ug/L) (uglL) (uglL) (hgll)  (wgl)
PAH
Naftaleno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Acenatftileno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Acenafteno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Fluoreno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Fenantreno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Antraceno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Fluoranteno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Pireno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Benzo(a)antraceno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Criseno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Benzo(b)fluoranteno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Benzo(k)fluoranteno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Benzo(a)pireno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Indeno(123-cd)pireno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Dibenzo(a,h)antraceno nd - 0,01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Benzo(ghi)perileno nd - 0.01 nd - 0,01 nd - 0,01 0,003
Total nd nd nd
Quantidade de amostra
(mL) 1000 1000 1000

*Diluigao (N.° vezes)

conferido



Laboratério de Ensaio acreditado o
pela Cgcre/Inmetro de acordo com

< eurofins ‘

a ABNT NBR ISO/IEC 17025. Innolab
Boletim de Ensaio Pig.2de 5
Resp. Téc.: Carina Casal Emitido em: 18.04.2012 Lab-n®: 12/2007
Parametro Cheia Fun D* LQ L.D.
(CC] (ugll) (Holl)
PAH
Naftaleno nd - 0,01 0,003
Acenatftileno nd - 0,01 0,003
Acenafteno nd - 0,01 0,003
Fluoreno <0,01 - 0,01 0,003
Fenantreno 0,02 - 0,01 0,003
Antraceno nd - 0,01 0,003
Fluoranteno nd - 0,01 0,003
Pireno nd - 0,01 0,003
Benzo(a)antraceno nd - 0,01 0,003
Criseno nd - 0,01 0,003
Benzo(b)fluoranteno nd - 0,01 0,003
Benzo(k)fluoranteno nd - 0,01 0,003
Benzo(a)pireno nd - 0,01 0,003
Indeno(123-cd)pireno nd - 0,01 0,003
Dibenzo(a,h)antraceno nd - 0,01 0,003
Benzo(ghi)perileno nd - 0,01 0,003
Total 0,02
Quantidade de amostra (mL) 1000

*Diluigao (N.? vezes)

conferido



Resp. Téc.: Carina Casal

Laboratdrio de Ensaio acreditado
pela Cgcre/Inmetro de acordo com
a ABNT NBR ISO/IEC 17025.

Boletim de Ensaio

Emitido em: 18.04.2012

<% eurofins

Innolab

Pag.3de 5

Lab-n®: 12/2007
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Laboratério de Ensaio acreditado .:,f.' eu rofl ns |

pela Cgcre/Inmetro de acordo com ‘

a ABNT NBR ISO/IEC 17025. Innolab
Boletim de Ensaio Pag.4de 5
Resp. Téc.: Carina Casal Emitido em: 18.04.2012 Lab-n®: 12/2007

Padrdes de Controle Analitico — PCA (Surrogate)

Taxa de Recuperagao (Faixa de Aceitagao: 70-130%)

(%)

Terfenil D14 77

Perileno D12 42

conferido



Resp. Téc.: Carina Casal

Laboratério de Ensaio acreditado
pela Cgcre/Inmetro de acordo com
a ABNT NBR ISO/IEC 17025.

<& eurofins
Innolab

Boletim de Ensaio Pig.5de 5

Emitido em: 18.04.2012 Lab-n®: 12/2007

Observacoes

6.

10.

1.

Legenda

L.D. — Limite de detecgao reportado
L.Q. — Limite de Quantificagcao reportado
na — Nao analisado

nd — Nao detectado

Ref. Método — EPA 8270 (D):2007 / EPA 3510 (C):1996

Foram realizadas duplicatas em 10% das amostras em |otes de 20 amostras e os resultados obtidos estdao em
conformidade com os critérios de aceitagdo estabelecidos.

Nos ensaios sao utilizados padrdes rastreaveis ao Sl (Sistema Internacional de Medidas).
Foram utilizados Brancos de Controle conforme metodologia informada.

O laboratdrio nao é o responsavel pela amostragem, portanto, os resultados contidos neste boletim referem-se
exclusivamente as amostras nele descritas, que foram coletadas e enviadas pelo solicitante.

Os métodos utilizados neste(s) ensaios(s) apresentam-se conformes em relagao ao método referenciado. Caso o(s)
ensaio(s) tenha(m) apresentado desvio(s), adigdes ou exclusdes, estes estardo listados no item informagdes adicionais
do relatério.

Os valores para amostras soélidas reportados sao relativos a massa seca, salvo observagoes.

A Innolab garante que todas as analises foram executadas dentro do prazo de validade de cada parametro segundo a
norma relativa a cada metodologia.

As metodologias utilizadas nos ensaios encontram-se referenciadas ao final de cada parametro. As metodologias
acreditadas poder&o ser localizadas no site do INMETRO sob CRL 03104.

Este Boletim de Ensaio s6 devera ser reproduzido por completo.

FM-004-L3A - Rev.01 17/03/2011- Apr. MAR/11
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ANEXO 3 - LAUDO DA INNOLAB 6° COLETA



Resp. Téc.: Carina Casal

Laboratério de Ensaio acreditado
pela Cgcre/Inmetro de acordo com
a ABNT NBR ISO/IEC 17025.

Boletim de Ensaio

Emitido em: 17.08.2012

Anadlise em amostras de agua

Cliente
Enderego

MAURICIO MUSSI MOLISANI
Rua Sao José do Barreto, n° 764

<& eurofins |

| Innolab

Pag. 1 de 4

Lab-n°: 12/5358

INNOLAB do Brasil Ltda.
Rua Sacadura Cabral - 236
Saude - Rio de Janeiro - RJ
Cep. 20221-161

CNPJ. 04.183.043/0001-00

Macaé - RJ
Localizagao do Projeto Macaé - RJ Tel. (21) 3509-1750
Data da Coleta 01.08.2012 Fax (21) 2233-4621
Entrega das amostras 03.08.2012
Inicio dos ensaios/extragao 08.08.2012
Término dos ensaios 17.08.2012
Projeto Nao fornecido
Gerente do Projeto Mauricio Mussi Molisani
Parametro Maré Cheia Superficie D* LQ Maré Cheia Fundo D* L.Q L.D.

(HglL) (ug/L) (HglL) (nglt) (wglt)

PAH
Naftaleno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Acenaftileno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Acenafteno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Fluoreno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Fenantreno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Antraceno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Fluoranteno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Pireno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Benzo(a)antraceno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Criseno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Benzo(b)fluoranteno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Benzo(k)fluoranteno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Benzo(a)pireno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Indeno(123-cd)pireno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Dibenzo(a,h)antraceno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Benzo(ghi)perileno <0,01 - 0,01 <0,01 - 0,01 0,003
Total nd nd
Quantidade de amostra (mlL) 1000 1000

*Diluigdo (N.° vezes)

conferido
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pela Cgcre/Inmetro de acordo com

a ABNT NBR ISO/IEC 17025. | Innolab

Boletim de Ensaio Pag. 2 de 4

Resp. Téc.: Carina Casal Emitido em: 17.08.2012 Lab-n°® 12/5358
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Laboratério de Ensaio acreditado .:,:.’; eu rofl ns |

pela Cgcre/Inmetro de acordo com ‘
a ABNT NBR ISO/IEC 17025. Innolab

Boletim de Ensaio Pag. 3 de 4
Resp. Téc.: Carina Casal Emitido em: 17.08.2012 Lab-n°® 12/5358

Padroes de Controle Analitico — PCA (Surrogate)

Taxa de Recuperacao (Faixa de Aceitagao: 70-130%)
o

%

Terfenil D14 93

Perileno D12 75

conferido
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Laboratério de Ensaio acreditado \':“ cu r0f| ns

pela Cgcre/Inmetro de acordo com

a ABNT NBR ISO/IEC 17025. Innolab

Boletim de Ensaio Pag. 4 de 4

Resp. Téc.: Carina Casal Emitido em: 17.08.2012 Lab-n°® 12/5358
Observacgoes

6.

10.

1.

12.

Legenda

L.D. — Limite de deteccao reportado
L.Q. — Limite de Quantificagéo reportado
na — Nao analisado

nd — Nao detectado

Ref. Método — EPA 8270 (D):2007 / EPA 3510 (C):1996

Foram realizadas duplicatas em 10% das amostras em lotes de 20 amostras e os resultados obtidos estdo em
conformidade com os critérios de aceitagdo estabelecidos.

Nos ensaios sao utilizados padroes rastreaveis ao S| (Sistema Internacional de Medidas).
Foram utilizados Brancos de Controle conforme metodologia informada.

O laboratério nédo é o responsavel pela amostragem, portanto, os resultados contidos neste boletim referem-se
exclusivamente as amostras nele descritas, que foram coletadas e enviadas pelo solicitante.

Os métodos utilizados neste(s) ensaios(s) apresentam-se conformes em relagéo ao método referenciado. Caso o(s)
ensaio(s) tenha(m) apresentado desvio(s), adigdes ou exclusoes, estes estardo listados no item informagdes adicionais
do relatoério.

Os valores para amostras sélidas reportados séo relativos a massa seca, salvo observagoes.

A Innolab garante que todas as analises foram executadas dentro do prazo de validade de cada parametro segundo a
norma relativa a cada metodologia.

As metodologias utilizadas nos ensaios encontram-se referenciadas ao final de cada parametro. As metodologias
acreditadas poderdo ser localizadas no site do INMETRO sob CRL 03104.

Este Boletim de Ensaio s6 devera ser reproduzido por completo.

Este laudo pode ser acessado on-line no site: http://www.eurofins.com.br/servicos/ambientais/resultado.aspx
Lab: 12/5358

Senha: A3AT20
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