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INTRODUGAO

Os hidrocarbonetos policilicos aroméaticos (HPA) sdo uma
classe de poluentes organicos amplamente distribuidos no
ecossistema marinho, originados a partir de fontes natu-
rais ou antropogénicas. (Medeiros & Bicego, 2004). O
Benzo[a]|pireno (BaP) é um HPA de alto peso molecu-
lar e apresenta caracteristica hidrofébica, responsével pela
acumulagdo em sedimentos e em organismos (Newman &
Unger, 2003). Este composto apresenta capacidade de
causar danos ao DNA, de formar metabdlitos na bile e
adugao no DNA de células do figado (Hook & Lee, 2004;
Rocha, et al., 007). Essas alteragdes podem ser os primeiros
indicios do inicio de uma carcinogénese em organismos ex-
postos a este xenobidtico (Telli - Karakog et al., 002). O
acimulo de HPA pode levar & contaminagdo da cadeia
alimentar, através das relagbes tréficas entre os organis-
mos(Palmqvist et al., 006).

Intimeros estudos de monitoramento ambiental sao capazes
de detectar os tipos e as concentragoes dos HPAs encon-
trados em areas contaminadas, através do uso de biomar-
cadores. Atualmente o ensaio cometa tem sido utilizado
para detectar danos no DNA induzidos por substancias
como agentes alquilantes (alteram ou evitam duplicacao
celular), intercalantes (causam insergdes ou delegdes no
DNA) e oxidativos (Henderson et al., 998). O método tem
provado ser um sistema eficiente para classificar substancias
quimicas e misturas complexas por sua toxicidade ao ma-
terial genético (Cotelle & Ferard, 1999), além de propor-
cionar um sistema rapido e sensivel para estudos de mon-
itoramento ambiental quando aplicados em vegetais e an-
imais (Anderson et al., 998). A genotoxicidade resultante
pode ser avaliada através do ensaio cometa, utilizando difer-
entes tipos celulares, provenientes do figado, medula éssea,
sangue, hemolinfa, branquias, entre outros (Mitchelmore &

Chipman, 1998). Entretanto, poucos estudos investigaram
a genotoxicidade decorrente das relagoes tréficas (Lemiere
et al., 005).

Diferentes modos de contaminagéo e concentragdo de HPA
sdo conhecidos em organismos marinhos, de acordo com o
hébito alimentar, nivel tréfico e habitat. A despeito da
capacidade de biotransformacgdo, a concentracdo de HPA
nas presas e a quantidade das mesmas consumidas pelos
predadores condicionam os processos de acumulagao destes
compostos na cadeia tréfica (Baumard et al., 998). Desse
modo, mesmo nao havendo a exposicao direta, predadores
de animais contaminados por hidrocarbonetos podem es-
tar sujeitos ao efeito genotdxico causado pelos metabdlitos
(espécies reativas de oxigénio, ou ROS, do inglés “Reac-
tive Oxygen Species”) que sdo produzidos durante a bio-
transformacdo dos HPA. Esses metabdlitos, que podem ser
encontrados na bile dos organismos, também sao biomar-
cadores utilizados para determinar a presenca de contami-
nantes em ambientes impactados (Silva et al., 006).

OBJETIVOS

O trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do
Benzo[a]pireno, um hidrocarboneto policiclico aromético,
na cadeia tréfica, através da quantificagdo de dano causado
ao material genético e determinagao de niveis de metabdlitos
da bile de peixes Trachinotus carolinus (pampos) alimenta-
dos com camaroes da espécie Xiphopenaeus kroyeri previ-
amente expostos a diferentes concentraces desse hidrocar-
boneto.

MATERIAL E METODOS

Coleta e Aclimatagao
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Os camardes X. kroyeri foram coletados na regido costeira
de Ubatuba - SP utilizando - se uma rede de arrasto - de
- fundo, acoplada a embarcacao “Veliger II”. Os animais
em melhor estado aparente foram aclimatados as condigbes
experimentais de temperatura a 22° C ( &1) e de salinidade
a 35 ( £1), por 30 dias. Os peixes da espécie T. carolinus
foram coletados na zona de arrebentagdo da Praia da En-
seada, em Ubatuba, por meio de arrasto de rede do tipo
“Picaré”. Os peixes, entre 5 e 20 centimetros, aproximada-
mente, foram escolhidos e aclimatados as condigoes experi-
mentais de temperatura a 22° C ( 1) e de salinidade a 35 (
+1), cujos valores estéo incluidos nos intervalos de variagéo
desses fatores no ambiente natural da espécie.

Desenho Experimental

Para a realizagao destes experimentos, 5 grupos de pam-
pos foram mantidos em reservatérios distintos. Cada grupo
de peixes foi alimentado diariamente, durante 5 dias, com
camaroes mantidos durante 24 horas em agua limpa ou no
DMSO (dimetil sulféxido) - solvente do BaP ou expostos
a uma das seguintes concentragoes: 100, 200 e 400 ug/L
de BaP. Os camarodes foram sacrificados por decapitagio,
moidos e oferecidos aos peixes em pequenas porgoes. Apds
o periodo de alimentagdo, coletou - se sangue dos peixes
para o ensaio cometa e, entdo, foram sacrificados, sendo
submetidos a choque térmico em dgua gelada, para a coleta
da bile dos individuos, para realizagdo da quantificacao de
metabdlitos parentais de benzo[a]pireno.

Ensaio Cometa

O grau de dano do DNA eritrocitario de pampos foi es-
tudado através do ensaio cometa. Amostras de sangue de
T. carolinus foram extraidas do coragao, e colocadas em
um pré - vial ambar contendo PBS (tampao fosfato salino,
pH 7,4). Foram adicionadas 20 pl. da mistura (sangue
e PBS) a 120 uL de agarose de baixo ponto de fusdo
(LMP) preparada & concentragao de 1%, mantida & 37°C.
A agarose LMP contendo as células foi pipetada sobre uma
lamina histolégica previamente preparada com uma camada
de agarose uniformemente distribuida, de ponto de fuséo
normal (NMP), na concentragao 1,5%. Apds a adigao da
agarose LMP com células, as laminas foram cobertas com
laminulas para espalhar essa mistura e resfriadas a 42C.
Ap6s a solidificagdo da mistura, as laminulas foram removi-
das e as laminas foram imersas em solugao de lise, que é
composta por NaCl 2,5 M EDTA - titriplex ITII 100 mM, Tris
10 mM, NaOH e Laurilsarcosinado de sédio, em dgua desti-
lada. Essa solucao dissolve e remove membranas celulares,
organelas e proteinas histonicas, permanecendo somente o
DNA, cujo dano é analisado. Apés a lise, as laminas foram
lavadas com solugdo PBS e, em seguida, transferidas para a
cuba eletroforética, onde permaneceram imersas na solugao
de eletroforese (Na2EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH >
13) por 10 minutos, para que ocorresse o relaxamento da
molécula de DNA (unwinding). Apds esse periodo, o ma-
terial foi submetido & eletroforese por 20 minutos a 20 V e
300 mA, e em seguida, as laminas foram neutralizadas em
solugao Tris pH 7,5 e fixadas com etanol. Por fim, o ma-
terial foi corado utilizando - se solugao de nitrato de prata
(Garcia et al., 004. As laminas foram fotografadas ao acaso,
por meio de microscopia déptica (Nikon®)), acoplada a uma
camera digital (SAMSUNG SDR 312®)) e a um “software”

para a digitalizagao das imagens (Ulead Video Studio 7 SE
Basic®)).

O grau de dano do DNA eritrocitario dos peixes foi anal-
isado com o auxilio do “software” Comet ScoreTM (Tritek
Corporation). Este “software” foi desenvolvido para andlise
de imagens fluorescentes ao ultravioleta em fundo preto.
Neste trabalho, as células fotografadas sdo pretas em fundo
branco devido & coloragdo com nitrato de prata e, para que
pudessem ser analisadas pelo programa “Comet Score”, as
macros tiveram que ser invertidas através do “Image Con-
verter Software”. Foram analisadas cerca de 100 células por
lamina, por individuo. O “software” fornece 16 parametros
relativos a danificaggo do DNA de cada célula analisada.
Neste trabalho, utilizou - se o pardmetro “Olive Moment-
OM” ou Momento de Cauda Olive. O Momento de Cauda
Olive resulta da multiplicacdo do percentual de DNA pre-
sente na cauda pelo tamanho da mesma, sendo o tamanho
caudal delimitado a partir do centro do nicleo celular até o
extremo caudal de maior densidade 6ptica e, portanto, ap-
resenta como vantagem o uso de dois parametros em apenas
um ndmero.

Anélise de Metabolitos Parentais de BaP

A concentracdo dos metabdlitos parentais de BaP foi de-
terminada em amostras de bile dos peixes T. carolinus ali-
mentados com camardes expostos a concentragdes do HPA,
DMSO e 4gua limpa. Devido ao pequeno volume de bile
amostrada, os contetdos foram agrupados em um tnico
frasco para cada caso, a fim de se obter de volume suficiente
para realizar a andlise adequadamente. As andlises dos
metabdlitos de benzo[a]pireno presentes na bile dos peixes,
alimentados com camaroes expostos ao BaP, foram desen-
volvidas segundo metodologia proposta por Krahn et al.,
(1984) com modificagdes. Neste caso, nao héd a separagao
quantitativa de cada um dos metabdlitos individuais prove-
nientes de cada HPA original. Portanto, o valor dado para a
quantificagao refere - se ao total de metabdlitos que possuem
os mesmos comprimentos de onda dos metabdlitos do BaP,
chamados de equivalentes por grama de bile. As separagoes
foram feitas através da injegdo direta das amostras de
bile previamente descongeladas, por injecao direta em Cro-
matégrafo Liquido de Alta Precisao (HPLC) “Agilent 1200
series” acoplado a um detector de fluorescéncia (HPLC/F)
“Agilent 1200 series”. A coluna analitica utilizada foi de
fase reversa “Phenomenex Synergi hydro - RP 80A”com
dimensoes de 150 x 4,6 mm, preenchida com particulas
de silica C18 de 4 pm. Um filtro de pré - coluna A -
318 da Upchurch de 0,5 ym e uma pré - coluna RP -
18 1602 da Upchurch empacotada com silica C18 foram
usados para a protecdo da coluna, evitando sua contam-
inacao e sua degradagdo. Como fase mével, utilizou - se
a solugdo dcido acético/dgua milli - Q (5 L/L) e metanol
grau HPLC. A temperatura do forno foi 50°C. Programou
- se a excitagdo e emissdo do detector de fluorescéncia para
o seguinte par de valores de excitagao/emissdo: 380/430
nm, os quais sao valores previamente calibrados para equiv-
alentes de metabdlitos de benzo[a]pireno. Como padrao ex-
terno utilizou - se uma solucao contendo BaP em diferentes
concentragoes conhecidas, sendo esta também usada para a
quantificagao dos compostos, que foi feita através da relagao
entre o fator de resposta do padrao externo e a drea total de
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cada cromatograma. Para controle do método, foi utilizada
uma amostra real de bile, obtida a partir de peixes expostos
aos HPA de concentragdes conhecidas.

Anélise Estatistica

Para andlise dos dados referentes aos danos do DNA
eritrocitario de T. carolinus, embora tenha havido dis-
tribuicdo normal dos dados, a auséncia de homogeneidade
de variancias indicou a utilizagdo dos métodos estatisticos
ndo - paramétricos Kruskal - Wallis ANOVA, seguido pelo
teste Mann - Whitney U - test, para verificar diferencas
significativas entre cada caso, considerando p <0,05. Os
efeitos do BaP nos peixes através da relagdo tréfica com
camardes X. kroyeri foram comparados em relacdo aos
grupos controle em agua pura, grupo DMSO e entre as
diferentes concentragoes do HPA. A correlacdo dos dados
de metabdlitos com momento de cauda olive foi analisada
através de regressao linear. Foi utilizado o log das médias,
pois os dados de metabdlitos foram insuficientes.

RESULTADOS

Os HPA de alto peso molecular sdo facilmente encontra-
dos em tecidos de organismos aquaticos, como bivalves,
gastropodes, crusticeos e peixes, coletados em locais con-
taminados (Al - Yakoob, 1994; Mostafa, 2002; Orbea et
al., 002), pois possuem grande afinidade por moléculas
organicas (Newman & Unger, 2003). Os animais marinhos,
desde invertebrados até mamiferos, possuem diferentes ca-
pacidades de metabolizagao dos HPA. De um modo geral, os
peixes sdo mais eficientes do que os invertebrados na trans-
formacdo dos HPA em metabdlitos, devido & maior quanti-
dade de enzimas relacionadas a este processo (Livingstone,
1998). Os invertebrados apresentam atividade metabdlica
relativamente baixa o que reduz a capacidade de biotrans-
formagao dos HPA, cuja acumulagdo no organismo pode ser
transferida, contaminando seus predadores (Lemiere et al.,
005).

Neste estudo, foi possivel observar que os danos do mate-
rial genético ocorreram devido a alimentagdo com presas
contaminadas. A partir dos dados de Momento de Cauda
Olive foi calculada a mediana para cada peixe, e para cada
grupo de exposicao foi obtida a média das medianas. Para
o grupo controle dgua pura, a média foi de 2,61 ( £0,47); no
grupo controle DMSO, foi de 2,23 ( £0,29); para o grupo
BaP 100 foi de 3,34 ( +0,29); para o grupo BaP 200, a
média foi de 6,24 ( £1,98) e para o grupo BaP 400 foi de
11,52 ( £4,62). Esses dados permitem visualizar aumento
na danificagdo do material genético, de acordo com a con-
centragdo de BaP a que os camardes foram expostos. De
acordo com o teste estatistico ndo - paramétrico Kruskal -
Wallis ANOVA, houve diferenga significativa entre os grupos
(p=0.001). Através do teste ndo - paramétrico Mann Whit-
ney U - test, foram avaliadas as diferencas significativas en-
tre cada caso. Entre os grupos controle dgua pura e DMSO
(p=0,3272) e os grupos controle dgua e BaP 100 (p=0,3865)
nao houve diferengas significativas. Entre o grupo controle
dgua pura e BaP 200 (p=0,0143) e o grupo controle dgua
pura e BaP 400 (p=0,0143) houve diferencas significativas.
Para o grupo controle DMSO, nao houve diferenga significa-
tiva em relagdo ao grupo BaP 100 (p=0,0864). No entanto,

assim como ocorreu com a dgua pura, houve diferencas sig-
nificativas em relac¢@o aos grupos BaP 200 (p=0,0903) e BaP
400 (p=0,0090). O grupo BaP 100 néo apresentou diferenca
significativa em relagao ao grupo BaP 200 (p=0,0864), en-
tretanto, em relagdo ao grupo BaP 400 apresentou diferenga
(p=0,0143). Entre os grupos BaP 200 e BaP 400 houve
diferenca significativa (p=0,0163).

Estudos anteriores comprovam a presenca do xenobidtico
em peixes alimentados com organismos previamente expos-
tos através do aumento de atividade enzimética e formacgao
de adutos no tecido hepdtico. Reynolds et al., (2003) ob-
servaram, através do aumento da atividade enzimaética e
metabdlitos da bile, que peixes da espécie Platichthys fle-
sus L. adquiriram HPA da alimentagdo, que consistia de
ragdo contaminada com mistura de quatro tipos de HPA
(inclusive BaP). Rice et al., (2000) realizaram experimento
em que peixes foram alimentados com poliquetas expostos
a sedimentos contaminados por BaP. Estes peixes apresen-
taram no final do experimento alta atividade do CYP1A
nos hepatdcitos e na mucosa do intestino superior, além de
adutos HPA - DNA no tecido hepético.

Os niveis de metabdlitos parentais de BaP presentes na bile
dos pampos também evidenciam a contaminagao dos peixes
pelo HPA| sendo que, apresentaram concentragoes iguais a
0,52 pug/g ( £0,06) no grupo controle dgua pura; 3,35 ug/g
( £1,34) no grupo BaP100; 5,65 ug/g ( £0,78) no grupo
BaP200 e 7,40 ug/g ( +£0,42) no grupo BaP 400. A equagao
da regressao linear (y=1,4495x - 0,2058), entre 0 momento
de cauda olive e os niveis de metabdlitos encontrados na
bile, forneceu coeficiente de correlagdo de Pearson (R=0,97
e R2=0,95) demonstrando forte correlacdo entre os dados.

O BaP é considerado carcinogénico, entretanto, em alguns
casos, nao é a substancia efetivamente responsavel pela car-
cinogénese (Rand,1995). O xenobibtico apresenta capaci-
dade de ativar o sistema citocromo P - 450 nos organismos
que inicia o metabolismo do composto. Essa transformacao,
no entanto, pode gerar metabdlitos carcinogénicos, que sao
radicais reativos que podem se ligar covalentemente a uma
variedade de biomoléculas, inclusive ao DNA, formando
adutos (Shugart, 2000) que geram instabilidades e fragili-
dades, transformando ou até mesmo causando a destruigao
do DNA (James et al., 004). Os niveis de metabdlitos, pre-
sentes na vesicula biliar, verificados no grupo controle man-
tiveram - se cerca de 6 a 10 vezes menores do que aqueles
dos grupos de peixes alimentados com camardes expostos
ao BaP. Além disso, aumentaram proporcionalmente & con-
centragdo do BaP nos grupos de peixes alimentados com
camaroes expostos, corroborando os resultados do ensaio
cometa.

CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que as concentragoes de
benzo[a]pireno utilizadas na exposi¢do dos camardes afetam
seus predadores através da cadeia tréfica. Tal fato foi com-
provado com o aumento de quebras no material genético dos
peixes da espécie T. carolinus alimentados com os camaroes
da espécie X. kroyeri contaminados, sendo que as quebras
foram proporcionais as concentragdes a que os camardes
foram expostos. Além disso, os niveis dos metabdlitos da
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bile dos peixes também se comportaram da maneira cres-
cente, proporcionais as concentragoes de BaP das presas.

(A FAPESP-Fundacéao de Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
(Proc. 2007/01012 - 1) e ao Instituto Oceanogréfico da Uni-
versidade de Sao Paulo.)
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