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RESUMO

DELUNARDO, Frederico Augusto Cariello, D.Sc., Universidade Vila Velha - ES,
fevereiro de 2017. EFEITOS SUBLETAIS DA CONTAMINAC}AO PELA FRAC}AO
SOLUVEL DO OLEO DIESEL EM CAVALO-MARINHO (Hippocampus reidi).

Orientadora: Adriana Regina Chippari-Gomes

O oOleo diesel € o derivado do petrdleo de maior relevancia em termos de risco
ambiental por ser continuamente langado nos ambientes costeiros principalmente pela
ampla utilizacdo como combustivel. Uma vez disponivel para 0s organismos aquaticos,
a fracdo solavel do 6leo diesel (FSD) pode ocasionar sérios distlrbios em diversos
niveis biologicos. Diante disso, a presente tese teve como objetivo geral avaliar a
dependéncia do padrdo de respostas dos biomarcadores de estresse oxidativo, dos
parametros osmorregulatérios e das alteracbes histopatoldgicas provocadas pela
exposicdo aguda e subcrbénica a FSD em uma espécie de cavalo-marinho, assim como
avaliar o padrdo dessas mesmas respostas apds a exposicdo ao contaminante. O
conjunto de biomarcadores, enzimas GST, SOD e CAT hepéticas, a concentracdo de
LPO hepatica, a andlise de metabdlitos de HPAs na bile, os danos no DNA de células
do sangue periférico, as enzimas Na'/K’-ATPase e H'-ATPase branquiais, a
imunohistoquimica de células ricas em mitocondrias, juntamente com as analises
morfologicas e histopatologicas das branquias, se mostraram eficientes em indicar os
efeitos agudos e subcrénicos da presenca dos hidrocarbonetos em peixes. De modo
que foram observados ajustes metabdlicos e morfofuncionais no organismo-teste, na
tentativa de manutencdo homeostatica como uma resposta compensatéria frente aos
danos causados pela exposicdo ao contaminante e muitas dessas alteragdes foram
atenuadas ap6s o protocolo de recuperacao. Além disso, a espécie Hippocampus reidi,
além de ser uma espécie bandeira na promocdo da protecdo de ecossistemas
aguaticos, também provou ser um excelente organismo bioindicador em estudos
ecotoxicolégicos.

Palavras chave: Ecotoxicologia, petroderivados, peixe, biomarcadores, recuperacao.
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ABSTRACT

DELUNARDO, Frederico Augusto Cariello, D.Sc., Universidade Vila Velha - ES,
fevereiro de 2017. SUBLETAL EFFECTS OF CONTAMINATION BY THE SOLUBLE
FRACTION OF DIESEL OIL IN SEAHORSE (Hippocampus reidi).

Orientadora: Adriana Regina Chippari-Gomes

Diesel oil is the petroleum derivative of major relevance in terms of environmental risk
because it is continually launched in the coastal environments mainly by the wide use as
fuel. Once available for aquatic organisms, the soluble fraction of diesel oil (SFD) can
lead to serious disturbances at various biological levels. Therefore, the present thesis
aimed to evaluate the dependence of the pattern of responses of biomarkers of
oxidative stress, osmoregulatory parameters and histopathological changes caused by
acute and subchronic exposure to SFD in a seahorse species, as well as to evaluate the
these same responses after exposure to the contaminant. The set of biomarkers, GST,
SOD and CAT hepatic enzymes, hepatic LPO concentration, analysis of PAHs
metabolites in bile, DNA damage of peripheral blood cells, Na'/K*-ATPase and H®-
ATPase branchial enzymes, Immunohistochemistry of mitochondria rich cells, together
with the morphological and histopathological analysis of the gills, were efficient in
indicating the acute and subchronic effects of the presence of hydrocarbons in
fish.Thus, metabolic and morphofunctional adjustments were observed in the test
organism in the attempt of homeostatic maintenance as a compensatory response to the
damages caused by exposure to the contaminant, and many of these alterations were
attenuated after the recovery protocol. In addition, the species Hippocampus reidi,
besides being a flag species in the promotion of protection of aquatic ecosystems, also
proved to be an excellent organism bioindicator in ecotoxicological studies.

Key words: Ecotoxicology, petroderivates, fish, biomarkers, recovery.
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APRESENTACAO

Face aos problemas ambientais da atualidade, € necessario o investimento em
estudos que visam esclarecer e entender os mecanismos de agéo dos hidrocarbonetos
de petréleo em peixes, na tentativa de elucidar lacunas ainda nao preenchidas a
respeito dos potencias danos dessa classe de contaminantes sobre a ictiofauna e,
consequentemente, fornecer subsidios para sua preservagdo, restauracdo e
monitoramento da qualidade ambiental. Diante disso, esta tese de doutorado se baseou
na hipétese de que a resposta de um conjunto de biomarcadores na espécie de peixe
Hippocampus reidi é dependente do tempo de exposicao a FSD e esta estruturada em
cinco capitulos:

No primeiro capitulo, é apresentada uma introducdo geral com o intuito de
fornecer informacdes sobre os eventos de contaminacao por petrdleo e seus derivados,
como o 6leo diesel no ambiente aquatico e o uso de bioindicadores e biomarcadores
em programas de monitoramento ambiental, apresentando a espécie modelo utilizado
neste estudo: o cavalo-marinho (Hippocampus reidi).

O segundo capitulo recebeu o titulo de: “Abordagem integrada da estrutura
branquial de cavalo-marinho (Hippocampus reidi) e alteracdes histopatoldgicas
observadas ap6s exposicdo a fracdo soluvel do Oleo diesel” e se fundamentou na
hip6tese de que o aparato branquial de H. reidi apresenta caracteristicas peculiares e
que a exposicdo aguda e subcrbnica a FSD causam danos histopatoldgicos nas
branquias desses individuos e um periodo de depuracéo livre do contaminante é capaz
de restaurar tais danos.

O terceiro capitulo recebeu o titulo de “Efeitos da fragdo soluvel do 6leo diesel
em um conjunto de biomarcadores em cavalo-marinho (Hippocampus reidi)” e
apresentou como hipotese o fato de que a exposicdo aguda e subcrbnica a FSD
alteram os parametros de biotransformacao e antioxidantes, os niveis de metabdlitos de
HPAs na bile e a integridade do DNA em H. reidi e um periodo de depuracao livre do
contaminante é capaz de recuperar tais parametros.

O quarto capitulo intitula-se “Efeitos da exposigao a fragao soluvel do 6leo diesel
nos parametros osmorregulatérios de cavalo marinho (Hippocampus reidi)” e se

fundamentou na hip6tese de que a exposi¢do aguda e subcrbnica a FSD alteram os
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mecanismos osmorregulatorios nas branquias de H. reidi e que e um periodo de
depuracdo livre do contaminante € capaz de recuperar tais parametros.
Finalizando a tese, o quinto capitulo trata das considerac¢fes finais elaboradas

com o intuito de resumir aos leitores as principais conclusdes desse estudo.

16



Capitulo |

Introducao geral
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INTRODUCAO GERAL

A demanda global por energia tem crescido rapidamente desde meados dos
anos de 1970 associadas aos novos padrdes modernos de consumo, com destaque
para o uso do petréleo como a principal fonte energética mundial e, apesar da
existéncia de formas alternativas de geracdo de energia, projecdes indicam que 0 uso
de combustiveis fosseis sera predominante no setor industrial, apoiando o crescimento
de paises em desenvolvimento e ja desenvolvidos (US - EIA, 2011; Gomiero et al.,
2015). A alta demanda por produtos petroguimicos tem contribuido para o aumento de
eventos de contaminacdo em ecossistemas aquaticos, particularmente em ambientes
marinhos e costeiros, com o0s derramamentos envolvendo o Torry
Canyon (1967), Amoco Cadiz (1978), Exxon Valdez (1989), Aegean Sea (1992), North
Cape (1996), Nakhodka (1997), Erika (1999), Prestigie (2002), Hebei Spirit (2007) e,
mais recentemente, o Deepwater Horizon (2010) como alguns dos exemplos mais
proeminentes e impactantes. Este dltimo foi responsavel pela liberacdo de
aproximadamente 4,9 milhdes de barris de petréleo no golfo do México durante 87 dias,
entre os meses de abril e julho de 2010, e é considerado o maior desastre ambiental da
histéria dos Estados Unidos e um dos maiores do mundo (dos Anjos et al., 2011,
Hemmer et al., 2011; Milinkovitch et al., 2011 Crone e Tolstoy, 2010).

Ainda que acidentes envolvendo derramamento de petroleo durante o processo
de transporte e extra¢do ocorra em todo 0 mundo, e sejam responsaveis pelo aporte de
aproximadamente 1.300.000 toneladas métricas por ano, estima-se que a principal
fonte de contaminacdo que o0s ecossistemas aquaticos estdo sujeitos sdo os acidentes
gue ocorrem nas refinarias, terminais ou locais de armazenamento do petréleo, como é
0 caso do Brasil (Agamy, 2012; Tiburtius et al., 2005; Meniconi et al., 2002). Além disso,
residuos ou produtos da decomposi¢cdo do petroleo e seus derivados terminam por
alcancar o lencol freatico podendo persistir por longos periodos (Rodrigues et al., 2010;
Sunday et al., 2007).

De todos os derivados do petréleo, o Oleo diesel é o mais comumente utilizado
em motores de combustao interna e ignicdo por compressao (motores do ciclo Diesel),
sendo empregado como combustivel nos mais variados veiculos de transporte tanto

terrestre como aquatico, bem como em diversas maquinas do setor industrial. E um
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produto inflamavel, toxico, volatil, limpido, isento de material em suspensdo e com odor
forte e caracteristico. O O6leo disel €& constituido predominantemente por
hidrocarbonetos alifaticos contendo de 9 a 28 4tomos de carbono na cadeia, e outros
compostos que porventura destlam na mesma faixa de temperatura. Outra
caracteristica importante do diesel é o alto teor de enxofre, que varia de 0,1 a 0,5%
(Fingas and Brown, 2011; Zhang et al., 2003; Neeft et al., 1996; Kennish, 1992). No
Brasil, 0 modelo energético vigente € apoiado, prioritariamente, no transporte de cargas
com motores a diesel, por via rodoviaria, em detrimento do transporte ferroviario ou
fluvial, fazendo com que o 6leo diesel seja o derivado propulsor do refino em nosso
pais, correspondendo a 34 % do barril de petréleo, enquanto que em paises
desenvolvidos, esta demanda situa-se entre 15 e 25 % do volume total do barril de
petréleo. Somente no ano de 2014 foi produzido um total de 311 milhdes de barris, um
acréscimo de 1 milhdo de barris em relacédo a 2013 (Portal BR, 2015; Portal BR, 2008).

Uma vez que algum derivado do petroleo, como o 6leo diesel entra em contato
com o ambiente aquatico, ele sofre uma série de processos bibticos e abidticos que
alteram sua composicao fisica e quimica, formando a fracdo soluvel do 6leo — FSD
(National Academy of Sciences, 2003; Shelton et al., 1999). Entre as intempéries
ambientais a que esses compostos estdo sujeitos incluem-se 0s processos de
evaporacao, dispersao, dissolucdo, emulsificacdo, fotodegradacéo, biodegradacao
microbiana e sedimentacdo, sendo que muitos desses processos podem aumentar a
biodisponibilidade desses compostos na coluna d’agua, e facilitar sua absorgcéo e
ingestdo pelos organismos aquaticos (Abbriano et al., 2011; Jiang et al., 2010;
Faksness et al., 2008). A FSD é considerada mais toxica do que o Oleo diesel
derramado originalmente. Isso porque ocorrem mudancas em suas caracteristicas
fisico-quimicas, que passam a conter principalmente hidrocarbonetos acomodados em
agua, como o0s monoaromaticos, frequentemente denominados de BTEX (benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno) e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), além
de fendis e compostos heterociclicos contendo nitrogénio, enxofre e concentracdes
traco de metais com o ferro, niquel, cobre e vanadio (Rodrigues et al., 2010; National
Academy of Sciences, 2003; Silva et al., 2002 Saeed and Al-Mutairi, 1999; Ali et al.,
1994).
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A maioria dos hidrocarbonetos sdo contaminantes persistentes no ambiente
aquéatico devido a sua propriedade hidrofébica e baixa volatilidade dos compostos com
alto peso molecular, além de apresentarem elevada capacidade de se adsorver em
particulas suspensas ou matrizes apolares, o que favorece seu acumulo tanto no
sedimento dos ambientes quanto nos tecidos adiposos dos organismos (Lee e Steinert,
2003; Ohnishi e Kawanishi, 2002; Tuvikene, 1995). Uma vez no interior das células, os
hidrocarbonetos passam por um processo de biotransformacgédo catalisado pelas
enzimas do sistema de monooxigenases de funcdo mista da super familia dos
Citocromos P450, onde uma série de reacdes de oxidacdo, reducdo, hidrdlise e de
conjugacao, leva a formacdo de metabdlitos altamente reativos (muitas vezes mais
toxicos que os compostos parentais) envolvidos na promoc¢édo do estresse oxidativo, o
gue os torna uma classe particular de contaminantes, uma vez que grande parte da sua
toxicidade é atribuida ao mecanismo de desintoxicacdo da prépria célula (Perrichon et
al., 2015; Simonato et al., 2011; Oliva et al., 2010; van der Oost et al., 2003).

De acordo com diversos estudos, a exposicdo de organismos aquaticos a
hidrocarbonetos do petréleo e seus derivados pode causar efeitos genotoxicos,
mutagénicos e carcinogénicos (Delunardo et al., 2015; Le D0-Lacoste et al., 2013;
Wessel et al., 2012; Fedato et al., 2010), prejuizo no sucesso reprodutivo devido ao
impacto causado durante o recrutamento de populagdes, uma vez que pode atuar como
disruptores enddcrinos (Hawliczek et al., 2012; Pollino et al., 2009), alteracdes nas
funcdes cardio-respiratérias e comportamentais (Le Bihanic et al., 2015; Perrichon et al.,
2014; Kochhann et al., 2013), lesdes histopatoldégicas provocadas nos tecidos
respiratorio e hepatico (Brown-Peterson et al.,, 2015; Delunardo et al., 2013; Agamy,
2013a, b; Simonato et al., 2008), inducdo de estresse oxidativo (Bettim et al., 2016;
Holth et al., 2014; Luis e Guilhermino, 2012; Simonato et al., 2011).

Refletindo a crescente preocupacao sobre os efeitos de substancias quimicas no
ecossistema em outras espécies, além da espécie humana, surgiu a ecotoxicologia,
uma ciéncia interdisciplinar que se propde a determinar os efeitos prejudiciais de
agentes quimicos dentro do contexto da ecologia, incluindo o comportamento e as
transformacdes desses agentes quimicos no ambiente, assim como seus efeitos sobre
0sS organismos vivos. Nesse contexto, uma das principais vertentes da ecotoxicologia

utiliza ensaios de toxicidade aguda e crbnica, com 0 uso de organismos como
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bioindicadores e biomonitores de poluicdo, seguindo padrdes metodolégicos
estabelecidos por 6rgdos normativos nacionais e internacionais, como a Associacao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), United States Environmental Protection agency
(US EPA), European Environment Agency (EEA), entre outros. A toxicidade aguda é
definida como efeito de curto prazo, ap0s uma rapida exposicdo a elevadas
concentracbes de um contaminante; ja a toxicidade cronica € definida como efeitos em
longo prazo, geralmente apoOs exposicdes continuas e subletais ao contaminante
(Beketov e Liess, 2012; Banks et al., 2008; Zagatto e Bertoletti, 2006; NRC, 2003;
Walker et al., 1996).

As respostas dos bioindicadores as substancias toxicas podem ser definidas
como biomarcadores, que de alguma forma sé&o observadas ou medidas, e podem ser
avaliados nos niveis fisiolégico, bioquimico, histolégico e comportamental (van der Oost
et al., 2003). Elas sdo consideradas ferramentas (teis na avaliacdo ambiental
fornecendo os primeiros sinais de contaminacgdo, antes que esses efeitos possam ser
detectados nos niveis de populacdo / comunidades, além disso, os biomarcadores
podem ser classificados em trés tipos: biomarcadores de exposicdo, de efeito e de
suscetibilidade (Guedard et al., 2012; Jaksi¢ et al., 2008; Zagatto e Bertoletti, 2006). Em
estudos ecotoxicoldgicos € recomendada a utilizacdo de um grupo de biomarcadores,
uma vez que a avaliagdo de uma Unica resposta bioldgica pode néo refletir de forma
ampla os danos a saude dos organismos vivos em funcéo de um determinado ambiente
impactado. Dessa forma, o uso concomitante de diferentes biomarcadores € importante
para minimizar interpretacdes errdneas nos casos de situacées complexas de poluicao
(Flamarion et al., 2002; Pacheco e Santos 2001; Minier et al., 2000). Nestes estudos, €
importante que seja feita a escolha mais apropriada da espécie indicadora da qualidade
do ambiente em estudo (Zorita et al., 2008; Deviller et al., 2005).

Os peixes podem acumular poluentes diretamente da agua contaminada ou
indiretamente por meio da ingestdo de alimentos contaminados, sendo considerados
organismos adequados como bioindicadores de toxicidade ambiental, uma vez que eles
sdo considerados componentes relevantes na cadeia tréfica, levando energia dos niveis
inferiores para o0s superiores, eles também reagem com sensibilidade a agentes
estressores ou mudancas ambientais e a baixas concentragcbes de xenobioticos

presentes no ambiente, as quais poderiam afetar as popula¢des aquaticas (Matsumoto
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et al., 2006; Cavas e Ergene-Gozlkara, 2005; Walker et al., 1996). Além disso, esses
organismos respondem a agentes toxicos de forma semelhante aos vertebrados
superiores, permitindo uma melhor avaliacdo das substancias que séo potencialmente
teratogénicas, mutagénicas e cancerigenas para 0s seres humanos e tém sido
incluidos em varios programas de biomonitoramento ambiental modernos (Arslan et al.,
2015; ; Dubansky et al., 2013; Giari e a., 2012; Pathiratne e Hemachandra, 2010).

Os cavalos-marinhos (Figura 1) sdo pertencentes a familia Syngnatidae, da qual
também fazem parte os peixes-cachimbo, cavalos-cachimbos e dragfes-marinho.
Ocupam principalmente as regides oceanicas temperadas e tropicais com uma
distribuicdo entre as latitudes 50 ° norte e 50 ° sul, sendo normalmente encontrados em
ambientes costeiros, como estuarios, recifes, manguezais, costées rochosos, bancos de
‘capim” marinho (seagrass) e praias arenosas (Willadino et al., 2012; Teske e
Beheregaray, 2009). Eles sdo agrupados em um Unico género, Hippocampus,
caracterizado por sua morfologia corpérea Unica, com seus grandes olhos, cabeca
semelhante a cabeca de um cavalo, posicionada em angulo reto em relacdo ao eixo de
seu tronco curvilineo, formado por uma série de anéis 0sseos, por sua cauda preénsil,
pela presenca de uma bolsa incubadora ao longo da linha média dos machos e pela
curiosa e peculiar gravidez masculina (Koldewey e Martin-Smith, 2010; Foster e
Vincent, 2004; Zhang et al., 2003). Além disso, eles ndo apresentam nadadeira caudal
e nadam na posicao vertical, contando com o com o auxilio de uma nadadeira dorsal
para a propulsdo, e duas nadadeiras peitorais que auxiliam na manobrabilidade, e
raramente se aventuram em mar aberto para perseguir presas ou colonizar novas areas
(Porter et al., 2013; Kleiber et al., 2011; Rosa et al., 2005).

Essas caracteristicas sedentarias, aliadas ao fato de que esses peixes
geralmente apresentam baixas densidades populacionais, tornam as populacdes de
cavalos-marinhos particularmente suscetiveis a perturbacbes antropogénicas e
resultam em um aumento da exposicéo a substancias toxicas quando ocorrem eventos
de contaminacdo (Rosa e Alves, 2007; Koldewey, 2005). De modo que, além da
exploracdo para fins comerciais e medicinais, a degradacdo de seus hébitats esteja
contribuindo para o declinio de suas populacdes em varias partes do mundo, inclusive
no Brasil (Koldewey, 2005; Rosa et al., 2005; Vincent, 1996). O que levou a inclusédo de

todas as espécies de cavalos-marinho a serem listadas no Apéndice Il da CITES
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(Convencéao sobre o Comércio Internacional das Espécies da Fauna e Flora Selvagens
em Perigo de Extingdo - CITES, 2010), assim como na Lista Vermelha de Espécies
Ameacadas (IUCN, 2010), onde sao citados como vulneraveis.

Ao longo da costa brasileira, duas espécies de cavalos-marinho sdo encontradas
naturalmente: o Hippocampus erectus Perry, 1810 e o Hippocampus reidi Ginsburg,
1933. Este ultimo é a espécie mais abundante e sua distribuicdo ocorre desde o Amapéa
até o Rio Grande do Sul, sendo a espécie dominante na regido Norte e Nordeste, onde
sao registradas suas densidades mais altas (Rosa et al., 2007). Portanto, esta espécie
foi selecionada como bioindicador de contaminacdo dos ambientes marinhos e
estuarinos por petroleo e seus derivados neste estudo. Vale ressaltar que no Estado do
Espirito Santo existe a Unica empresa produtora desta espécie no Brasil (De Mar
Company Ltda. ME) dotada de condicbes necessarias para a alimentacdo e
manutencdo dos organismos desde o nascimento até a fase adulta (Hora e Joyeux,
2009), de modo que todos os individuos utilizados neste estudo foram comercializados,
ndo impactando a populacdo de cavalos-marinhos residentes na Baia do Espirito
Santo, Vitéria-ES.

Figura 1. Exemplar de Hippocampus reidi em aquario de aclimatagéo.
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Capitulo Il

Abordagem integrada da estrutura branquial de cavalo-marinho
(Hippocampus reidi) e alteracdes histopatoldégicas observadas apoés

exposicao a fracdo soluvel do Oleo diesel
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo descrever a morfologia branquial de Hippocampus
reidi (cavalo-marinho) assim como as possiveis histopatologias encontradas nesse
orgdo apoés exposicao aguda (12, 24, 48 e 96 h) e subcronica (168 e 336 h) a 50 % da
fracdo soluvel do dOleo diesel (FSD). Adicionalmente, foi realizado um experimento de
recuperacdo, no qual os organismos ap0s exposicdo a 50 % FSD por 168 h, foram
transferidos e mantidos em &gua do mar por 336 h sem 0s contaminantes presentes no
FSD para avaliar a recuperacdo do tecido branquial. A anatomia branquial é
semelhante ao padrdo encontrado em outros peixes, com algumas especializacdes
relacionadas aos habitos de vida dessa espécie. O aparato branquial se apresenta em
forma de tufos com filamentos pequenos e lamelas amplamente projetadas dentro do
limitado espaco da camara branquial. A superficie do epitélio do filamento e das
lamelas tem um aspecto rugoso devido a evaginac¢des na superficie apical das células
pavimentosas formando uma “crista”. Técnicas de imunohistoquimicas e citoquimicas
foram aplicadas e revelaram a presenca de células ricas em mitocondrias presentes
exclusivamente na superficie do epitélio lamelar, e a presenca de células mucosas PAS
positivas na base dos filamentos. As principais histopatologias observadas foram
hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo parcial das lamelas, aneurisma e
dilatacdo do canal marginal e basal. Apds o experimento de recupera¢do danos como

hipertrofia e hiperplasia foram reparados.

Palavras-chave: Peixe, morfologia branquial, 6leo diesel, histopatologia, recuperacao.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo por derivados de petrdleo é considerada uma das mais
relevantes para a ecotoxicologia aquética, com destaque para o Oleo diesel, por sua
abrangéncia como combustivel e por seu continuo risco ambiental envolvendo
pequenos e grandes vazamentos (Akaishi et al., 2004; Wilson and LeBlanc, 2000). Os
cavalos-marinhos, que naturalmente apresentam baixas densidades populacionais,
aliados ao seu hébito sedentario, sdo particularmente suscetiveis a perturbacdes
antropogénicas, uma vez que permanecem nos habitats alterados, o que resulta em um
aumento da exposicao a substancias toxicas quando ocorrem eventos de contaminacao
(Rosa e Alves, 2007; Koldewey, 2005; Foster e Vincent, 2004). Além disso, a fracao
soluvel do 6leo diesel (FSD) é considerada mais toxica do que o 6leo diesel derramado
originalmente porque ocorrem mudangas em suas caracteristicas fisico-quimicas, que
passam a conter principalmente as formas acomodadas em agua dos hidrocarbonetos
monoaromaticos (BTEX) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Além de
fendis e compostos heterociclicos contendo nitrogénio, enxofre e concentracdes traco
de metais com o ferro, niquel, cobre e vanadio (Rodrigues et al., 2010; National
Academy of Sciences, 2003; Saeed and Al-Mutairi, 1999; Ali et al., 1994).

Os cavalos-marinhos pertencem a familia Syngnatidae, da qual também fazem
parte os peixes-cachimbo, cavalos-cachimbo e dragdes-marinhos (Willadino et al.,
2012). Sao peixes conhecidos por morfologia corpérea Unica e pela curiosa e peculiar
gravidez masculina (Koldewey e Martin-Smith, 2010; Foster e Vincent, 2004;). Eles néo
apresentam nadadeira caudal e nadam na posicao vertical, permanecendo, a maior
parte do tempo, ancorados a vegetacdo ou outros substratos com sua forte cauda
preénsil (Porter et al., 2013; Kleiber et al., 2011; Rosa et al., 2005).

As branquias dos peixes constituem um oOrgdo multifuncional e que
desempenham funcdes vitais. Elas representam a principal regido onde ocorrem as
trocas gasosas, como 0 oxigénio e o diéxido de carbono, sdo responsaveis pela
osmorregulacdo, equilibrio &cido-base, pela excrecdo de produtos metabdlicos
nitrogenados e alimentacdo (Hassaninezhada et al, 2014; Dolenec e Kuzir, 2009; Au,
2004). Apesar das células que compde o epitélio primario e secundario das lamelas

branquiais serem constantes e similares, diferencas estruturais e morfolégicas tém sido
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observadas e estdo relacionadas a promocdo da eficiéncia dos mecanismos
regulatorios necessarios, de acordo com a biologia e historia de vida das diferentes
classes de peixes (Hwang e Lee, 2007; Wilson e Laurent, 2002).

Uma vez que a superficie das branquias é a interface primaria entre o peixe e o
seu ambiente e representa a principal via de absorcdo de contaminantes pelos
organismos aquaticos, investigacdes morfofuncionais e histopatolégicas nesse 6rgao
tém sido reconhecidas como biomarcadores confiaveis na avaliacdo da exposi¢cao dos
peixes aos contaminantes em monitoramentos ambientais em todo o mundo, tanto em
estudos laboratoriais, como em estudos de campo (Brown-Peterson et al, 2015;
Dubansky et al., 2013; Whitehead et al., 2012; Negreiros et al., 2011; Katsumiti et al.,
2009; Simonato et al., 2008; Evans et al, 2005; Schwaiger et al., 1997). Diante disso, 0
objetivo desse trabalho foi descrever a morfologia branquial de Hippocampus reidi sob
uma abordagem integrada e possiveis alteraces morfofuncionais apds a exposicédo a
FSD. Assim como verificar uma eventual recuperacdo de danos ocasionados pela
exposicdo a esse derivado de petroleo.
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2. MATERIAL E METODOS

Exemplares de H. reidi foram adquiridos de um criadouro de cavalos marinhos
(De Mar Company Ltda. ME, localizado em Guarapari, ES, Brasil) e os peixes foram
aclimatados em laboratério durante 15 dias. Eles foram mantidos em tanques de vidro
de 50 L em uma densidade de estocagem inferior a 1 g L™ (ABNT, 2011) sob
fotoperiodo natural (~ 12:12 horas) e aeracdo constante. A qualidade da agua foi
diariamente monitorada para os parametros temperatura: 25-25,5 °C; condutividade:
48,6-50 pS cm™; salinidade: 25-25,3 ppt; oxigénio dissolvido: 7.0-7.5 mg L™ e pH: 8,1-
8,2, usando um condutivimetro YSI EC 300, oximetro YSI OD 200 e um pHmetro YSI ph
100, respectivamente. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia, com
misidaceos coletados na natureza e congelados, fornecidos pelo préprio criadouro.
Todo procedimento experimental foi realizado em conformidade com as normas da
Comissdo de Bem Estar Animal da Universidade Vila Velha - UVV (ndmero do
protocolo: 261/2013).

2.1 Morfologia branquial

Apos a aclimatacéo, um total de 15 individuos adultos de H. reidi (nove fémeas e
seis machos, com massa de 5,77 = 0,21 g e medindo 9,83 = 0,19 cm) foi
assistematicamente selecionado e anestesiados com uma solu¢do de benzocaina 0,1
g.L. As branquias foram removidas e fixadas em glutaraldeido (GTA) 2,5 % em
tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,3). Andlises morfométricas foram realizadas a partir das
medidas de comprimento e a contagem de cada filamento branquial dos individuos
utilizando um microscopio estereoscopio (Zeiss, Stemi SV6). Os arcos branquiais de
todos os organismos foram separados individualmente e processados simultaneamente
para as analises em microscopia de luz (ML) e em microscopia eletrénica de varredura
(MEV).

Para as analises em ML, amostras de branquias de cinco organismos foram
desidratadas em bateria crescente de etanol (50 a 100 %) e incluidas em parafina
histologica a fim de se obter cortes em posicao sagital (8 um) ou transversal (5 um), de

acordo com a técnica a ser aplicada. Técnicas de imunohistoquimica para a marcacao
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de células ricas em mitocondrias (CRM) foram aplicadas de acordo com Paulino et al.
(2012) e histoquimica de células mucosas (CM) foram realizadas utilizando um kit
comercial (EasyPath, ref. EP-12-20019), segundo orientagcdes do fabricante. Em ambos
0s casos, as laminas foram finalizadas usando Entellan® e analisadas em microscépio
de luz Olympus BX51 com a contagem de CRM no filamento e lamelas (por mmz2 de
epitélio) em 25 campos assisteméticos, com auxilio do software Motic Image Plus 2.0.
Com relacéo a quantificacdo das CM, foi utilizado o software Olympus DP2 - B5W, em
25 campos assistematicos.

Para as analises em MEV, amostras de branquias de dez organismos foram
desidratadas em bateria crescente de etanol (50 a 100 %). Em seguida, as amostras
foram desidratadas em 1,1,1,3,3,3-hexadimetildisilazano (HMDS) a temperatura
ambiente até secagem completa. Posteriormente, as amostras foram coladas com cola
adesiva de prata (Degusa) em suportes de aluminio apropriados para o0 microscopio
eletrdnico de varredura, e foram entdo observadas em microscépio eletrbnico de
varredura (MEV FEI Quanta 250) em 2500 x, distancia de trabalho de 10 um e a 20 kV.

2.2 Bioensaio Laboratorial

2.2.1 Preparo da fracéo soluvel do 6leo diesel (FSD)

A simulacdo de derrame foi realizada em escala laboratorial de acordo com a
metodologia proposta por Nicodem et al. (1998). Foi utilizado o dleo diesel automotivo
tipo “B” que misturado a agua salina (1:4 v/v) em um aquario de vidro que permaneceu
exposto durante 24 h a intempéries sob condi¢cbes tropicais de insolacdo durante 6
horas com radiacdo solar direta (das 10 até 16 h) em dias sem nuvens. Apos a
exposicao, foi realizada a extracdo da fase organica e aquosa (FSD 100 %), atraves de
uma torneira localizada na porcéo inferior do aquario, de modo que n&do houvesse
contato com a fase insoluvel do 6leo diesel.

A concentracdo da fracdo soluvel utilizada nos bioensaios laboratoriais foi
determinada a partir de experimentos prévios, que avaliaram o tempo de sobrevivéncia
de H. reidi expostos a diferentes concentragbes de FSD durante 14 dias. Para tanto,

foram testadas as seguintes concentracdes: 25, 50 e 75 % da FSD. Para cada
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tratamento foram utilizados seis individuos, expostos individualmente em aquarios de
vidro contendo 6 L de solugdo, em um sistema semi-estatico com renovacgao total do
meio a cada 96 h (os peixes foram transferidos para aquérios dispostos imediatamente
ao lado, contendo uma nova solucdo da FSD) e aeracdo constante. A maior
concentracdo testada que nao produziu efeito letal foi a de 50 % da FSD, sendo esta

concentragdo, entéo, utilizada nos demais experimentos.

2.2.2 Delineamento experimental

Trés protocolos experimentais foram realizados para avaliar as alteragdes

histopatolégicas em H. reidi apos exposicdo a FSD 50 %:

e Protocolo I: Exposi¢cao aguda (EA) constituida por testes de toxicidade estaticos
(sem renovacao do contaminante) por 12, 24, 48 e 96 h.

e Protocolo Il: Exposicdo subcronica (ES) constituida por testes de toxicidade
semi-estéaticos por 168 e 336 h (equivalente a 7 e 14 dias), com renovacao total
do meio a cada 96 h.

e Protocolo lll: Recuperacado (R) constituido por teste de toxicidade semi-estatico
a FSD por 168 h, com renovacédo total do meio a cada 96 h, seguido de um
tratamento de depuracao total (exposicdo na auséncia do contaminante) por 336
h, totalizando 504 h de duracdo. A recuperacdo apds 168 h de exposicdo foi
escolhida baseada em um trabalho anterior (Delunardo et al. 2013), onde
individuos de H. reidi foram transferidos para aquarios livres do contaminante
apos exposicado aguda de 96 h ao petréleo bruto. Aqui, pretendeu-se avaliar a
recuperagdo ap0s um periodo maior de exposi¢cdo, caracterizado por uma

exposicao subcronica.

Apés a aclimatacao, os peixes (5,73 + 0,16 g e 9,71 + 0,24 cm) foram selecionados
assistematicamente e transferidos para aquarios individuais de vidro (6 L), com aeragéo
constante, onde permaneceram por 24 h antes do inicio dos experimentos. No inicio
das séries experimentais, trés litros da agua dos aquarios foram cuidadosamente

sifonadas e substituida lentamente pela FSD preparada anteriormente (que era entao
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diluida para 50 %, em agua salina nas mesmas condicfes em gque 0s animais estavam
aclimatados). Os aquarios foram cobertos com uma pelicula de plastico e tampa de
vidro na tentativa de evitar a volatilizacdo dos compostos da FSD. Para cada periodo
amostral dos protocolos | e Il foram utilizados oito peixes por tratamento. Cada um dos
periodos de exposicao foi acompanhado simultaneamente por um grupo controle (agua
sem contaminante), também constituido por oito peixes expostos individualmente. O
mesmo procedimento experimental foi utilizado durante o protocolo lll.

Ao final de cada protocolo experimental, os animais foram anestesiados com uma
solucéo de benzocaina 0,1 g L™ que foi diluida no aquéario (6 L) As branquias foram
removidas e fixadas em glutaraldeido (GTA) 2,5 % em tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,3).
Uma vez que a cada 96 h os animais eram transferidos para aquérios contendo uma
nova solucdo de FSD, a quantificacdo dos hidrocarbonetos ocorreu em amostras de
agua coletadas nos tempos 0, 12, 24, 48 e 96 h, ndo sendo amostrados os tempos de
168 e 336 h.

2.2.3 Quantificacdo dos hidrocarbonetos presentes na FSD

Os hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX) foram quantificados por
cromatografia gasosa/detector de ionizacdo de chama (Perkin- Elmer Clarus® 500),
acoplado ao injetor headspace Turbomatrix HS 40 (Perkin- Elmer). Ja os
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) foram analisados por cromatografia
gasosa/espectrometro de massas (Perkin-Elmer Clarus® 500) (APHA, 2005).

Uma aliquota da fracdo soluvel em agua do oOleo diesel foi transferida para o
frasco de 20 mL com headspace para analises de BTEX (Benzeno, etilbenzeno, tolueno
e xileno) e 16 PAHs. 10 mL de &gua ultrapura e 20 mL de uma solu¢do de padrédo
interno e surrogate (5 mg / mL em metanol) foram adicionados. As amostras foram
analisadas utilizando cromatografia a gas com injetor automatico e amostrador de
headspace modelo TriPlus (Thermo Scientific) em um cromatografo Trace GC Ultra
(Thermo Scientific) acoplado a um DSQ usando um espectrometro de massa Il (Thermo
Scientific) com as seguintes configuracdes: incubacdo de amostra de 24 min a 70 ° C,
volume amostral de 1 mL e condicbes cromatograficas e deteccdo com base nos

métodos EPA 8260. Foram utilizadas as seguintes solu¢gbes de referéncia: VOC
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Mixture-Modified AccuStandard Cat M-502 A-R2-10X e VOA Standard Accu Cat M-
8240/60-1S/SS-10X. Uma aliquota de amostra foi adicionada a um baldo volumétrico de
10 mL, e o volume foi completado com diclorometano. Em seguida, foram adicionados
20 mL de uma solucdo de padrdo interno e surrogate Standard Mix / Método8270-
Surrogate Standard (25 mg / mL em diclorometano). As amostras foram analisadas
utilizando cromatografia a gas com injetor automatico e amostrador de headspace
modelo TriPlus (Thermo Scientific) em um cromatégrafo Trace GC Ultra (Thermo
Scientific) acoplado a um DSQ usando um espectrbmetro de massa Il (Thermo
Scientific) com as seguintes configuracdes: volume de amostra de 3 mL, modo de
injecdo splitless e as condicbes cromatograficas e a deteccdo foram baseadas nos
métodos EPA 8270. Foram utilizados os seguintes padrdes de referéncia: Internal
Standard Mix Standard AccuCat Z-014J, Method 8270-Surrogate Standard
AccuStandard Cat M-8270-SS, Fluoranthene Absolute Cat Standard 70183 e SVOC
EPA 525 506 540 Cal Mix Supelco Cat. Foram determinados os seguintes PAHS:
acenafteno, acenaftileno, antraceno, benz [a] antraceno, benzo [b] fluoranteno, benzo
[ghi] perileno, benzo [Kk] fluoranteno, benzo [a] pireno, criseno, dibenzo[a,h] antraceno
Fenantreno, fluoreno, indeno (1,2,3-cd) pireno, naftaleno e pireno. A soma da

quantidade total de todos estes compostos foi considerada o indice de total de PAHSs.

2.2.4 Andlises histopatologicas

Para as analises histopatolégicas de branquias, as amostras foram incluidas em
parafina e processadas para microscopia de luz, conforme descrito anteriormente. Em
seguida, cortes histologicos foram confeccionadas longitudinalmente (5 pm de
espessura). As seccgbes foram imersas durante 5 minutos em xilol 100 %, por duas
vezes, para que houvesse a desparafinizacdo, e hidratadas em bateria decrescente de
etanol (100 a 50 %), permanecendo 3 minutos em cada concentracdo. Em seguida,
foram coradas com Azul de Toluidina e finalizadas utilizando Entellan®. A analise do
material e o registro de imagens foram feitos em um microscopio de luz Olympus BX51,
utilizando o software Olympus DP2 — B5W.

As andlises histopatoldgicas nas branquias foram classificadas por um escore
(Sc), dependendo da distribuicdo da lesdo no orgao, onde: (1) indica auséncia de

ocorréncia; (2) ocorréncia rara; (3) pouca ocorréncia; (4) moderada ocorréncia; (5)
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severa ocorréncia (lesées difusas). Também foi determinado um fator de importancia
(Fi) da lesdo, que indica como tal alteracdo afetaria a funcédo do 6rgdo e sua relacéo
com a sobrevivéncia do peixe. As alteracdes estdo descritas na Tabela 1, onde: (1)
representa lesdes reversiveis e com minima importancia patolégica; (2) lesbes
reversiveis quando o agente estressor € neutralizado e entdo, moderada importancia
patologica, e (3) lesdes geralmente irreversiveis e de extrema importancia patoldgica.
Para cada alteracdo foi determinado um indice da lesdo no 6rgédo (ILorg), que é a
multiplicacéo do fator de importancia (Fi) da lesdo pelo valor do escore (Sc): ILorg = Fi x
Sc; sendo este expresso em porcentagem da variacdo em relacdo ao grupo controle,

como proposto por Bernet et al. (1999), e modificado por Paulino (2015).

Tabela 1. Alteracbes histopatolégicas em branquias e fator de importancia (Fi) em
relacdo ao 6rgdo e organismo, de acordo com Bernet et al. (1999), adaptado por
Paulino (2015).

Alteracdes em brénquias

Aneurisma (canal marginal apical e basal e redes capilares)
Células pilares (constricdo/rupturas/dilatacéo do canal marginal)
Congestao/Hiperemia/Hemorragia

Descolamento epitélio lamelar e edemas

Fuséao parcial de lamelas

Hipertrofia do epitélio lamelar

Proliferacdo de células cloreto na lamela

Proliferacdo de células mucosas

Atrofia celular

Fuséo total de lamelas

Hiperplasia do epitélio

Ruptura do epitélio

Necrose celular (focal/total)

WNNNNRRPRPRRPRPERRERERT

1 = minima importancia patolégica; 2 = moderada importancia patolégica e 3 = extrema
importancia patolégica.

2.3. Anédlise Estatistica

A premissa de normalidade foi verificada pelo teste de D’Agostino & Pearson. Os
resultados das analises histopatolégicas foram obtidos para cada grupo experimental
comparado com seu respectivo grupo controle utilizando-se o teste paramétrico t-
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Student ndo pareado. O mesmo teste foi aplicado para confrontar os resultados do
grupo recuperagdo com 0 grupo exposto por 168 h. Os testes estatisticos foram
realizados utilizando o software GraphPad Prisma 5.0 e foram considerados

significativos valores de p < 0,001.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagdo morfo-funcional das branquias de Hippocampus reidi

As branquias de H. reidi s&o completamente cobertas pelo opérculo que, por sua
vez, é fundido a cabeca do animal por meio de uma membrana flexivel, e apresenta em
sua porgcdo dorsal superior uma pequena abertura que funciona como uma valvula,
permitindo a saida da agua que entra através da boca e segue pela cavidade buco-
faringea durante a atividade ventilatoria (Figura 1). De forma geral, o aparato branquial
se apresenta em forma de “tufos” ou “cachos” ligeiramente arredondados que ocupam
praticamente toda a cavidade opercular e possuem a mesma organizacao basica de
outros teledsteos, sendo constituido de quatro pares de arcos branquiais (Figura 2).
Todos os arcos branquiais possuem duas hemibranquias (holobranquias) que se
projetam a partir da barra branquial e se organizam de forma alternada. Notou-se que
0s arcos branquiais que ocupam as regides intermediarias da cavidade opercular (2° e
3° arco) apresentam um tamanho ligeiramente maior do que aqueles que se localizam
nas extremidades (1° e 4°). Com relacdo aos rastros branquiais presentes na porcéo
posterior dos arcos branquiais, 0s mesmos se apresentam como projecdes cilindricas
duplamente enfileiradas que variam em nimero e comprimento, de acordo com o arco
branquial ao qual estao inseridos, sem que haja alguma relacdo aparente entre eles.

A morfometria dos componentes branquiais (nimero e comprimento dos
filamentos) indicou que o numero de filamentos em cada holobranquia varia entre os
arcos branquiais (8-10 filamentos/hemibranquia), e que a hemibranquia posterior do 2°
e do 3° arco branquial possui mais filamentos que as hemibranquias dos demais arcos
branquiais (i.e. 10 filamentos/hemibranquia) (Figura 3). O comprimento do filamento ao
longo do comprimento do arco apresenta um padrdao semelhante nas diferentes regioes
da hemibrénquia (ventral, mediana e dorsal), e na hemibrénquia anterior os filamentos
geralmente sdo mais longos (Figura 3).

Vistos posteriormente, a partir da cavidade opercular, os filamentos apresentam
um formato de péra, sendo mais delgado nas regides proximal e distal de seu ponto de
insercao nos arcos branquiais, e mais largo na porcao mediana (Figura 4A). As lamelas

apresentam um formato trapezoidal e longo, sendo amplamente projetadas a partir do
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seu ponto de insercdo nos filamentos, abrangendo uma grande area superficial no

interior da camara branquial.

“".‘l'i‘\‘l'l'l'l‘\lll\\lll||l|ll|llll‘|l
1 3

Figura 1. Morfologia externa da cavidade opercular de um individuo adulto de
Hippocampus reidi. (A) Regido opercular (*) cobrindo totalmente o aparato branquial,
(B) Opérculo seccionado evidenciado os arcos branquiais (b); (C) Sentido do fluxo da
agua (setas tracejadas) na cavidade buco-opercular. Vista superior da cabeca: (D) poro
opercular fechado (setas) e (E) poro opercular aberto (setas).
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Figura 2. Morfologia dos arcos branquiais de um individuo adulto de Hippocampus reidi.
(A) Visao frontal buco-faringea (esquerda) e posterior opercular (direita) dos quatro
arcos branquiais direitos; (B) Arcos branquiais seccionados e separados; (C) Segundo
arco branquial mostrando o arco branquial (seta) e filamentos (setas pontilhadas); (D)
Detalhe do arco branquial mostrando os rastros branquiais (setas) na regido faringea e
filamentos com lamelas (setas brancas) na regiao opercular.

A superficie epitelial dos filamentos é constituida de células pavimentosas (CPv)
poligonais dispostas em mosaico. Cada uma dessas células apresenta microdobras em
sua superficie apical, além de uma evaginagcdo mais pronunciada, formando uma
“crista”, ou um “pico”, que confere ao tecido um aspecto rugoso. (Figura 4C e D). O
mesmo padrdo rugoso é observado no epitélio lamelar. Além disso, foram observados
aberturas de formatos irregulares, distribuidos de maneira aleatéria, ao longo da
superficie das lamelas. Essas aberturas sdo formadas a partir da juncdo de um
complexo formado por trés a cinco células adjacentes e se localizam entre as bordas
das mesmas (Figura 4E e F), ndo tendo sido observados em nenhuma outra parte do

aparato branquial.
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1° Arco Branquial o HA 2° Arco Branquial & HA

2.4 2.4

Comprimento médio dos filamentos
(mm)
N
<
Comprimento médio dos filamentos
(mm)
N
e

o 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Numero de filamentos Numero de filamentos

3° Arco Branquial & HA 4° Arco Branquial

2.4 2.4 @ HP

2.2 2.24
2.0 2.0

1.6

Comprimento médio dos filamentos
(mm)

Comprimento médio dos filamentos
(mm)

01 2 3 45 6 7 8 910 0o 1 2 3 4 5 6 7 8

Numero de filamentos Numero de filamentos

Figura 3. Morfometria branquial de 15 ndividuos adultos de Hippocampus reidi (massa
corporal = 5,77 + 0,21 g; tamanho = 9,83 + 019 cm). HA = hemibranquia anterior; HP =
hemibranquia posterior. Valores expressos em média * erro padréo da media.
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Figura 4. Fotomicroscopia eletronica de varredura mostrando a superficie dos
filamentos e das lamelas de branquias de Hippocampus reidi. (A) Visao frontal do
filamento; (B) Células pavimentosas do filamento e das lamelas; (C) Aspecto rugoso da
superficie das lamelas. Detalhe das “cristas” observadas na superficie apical das
células pavimentosas; (D) Microvilosidades observadas na superficie apical das células
pavimentosas das lamelas; (E) Aberturas distribuidas aleatoriamente (setas) na
superficie das lamelas; (F) Detalhe da abertura de uma célula rica em mitocéndrias
(CRM) observada entre as bordas de quatro células epiteliais adjacentes.

50



A analise histologica por microscopia de luz (ML) revelou que o epitélio do
filamento branquial € formado por multicamadas de células (2 - 3 camadas) e que as
principais células que o constituem, desde a regido mais basal até a mais superficial,
sao as células indiferenciadas (Cl), as células mucosas (CM) e as células pavimentosas
(CPv), que ocupam praticamente toda a superficie epitelial em contato com o meio
aquético (Figura 5A). As lamelas sdo formadas por duas camadas de células, sendo
que a mais externa € constituida quase em sua totalidade pelas CPv, mas também por
células ricas em mitocéndrias (CRM) e a camada mais interna consiste em CI que,
guando presentes, recobrem as células pilares (CPi).

As CRM imuno-positivas para a enzima Na'/K’-ATPase (NKA) foram
encontradas exclusivamente nas lamelas braquiais (Figura 5B), e distribuidas
aleatoriamente ao longo de toda a extensdo do epitélio lamelar. As CM estédo
distribuidas principalmente nas bordas do filamento branquial, (nas regides aferente e
eferente do filamento), embora também possam ser encontradas raramente no espaco
interlamelar. Essas células sdo grandes, a porcao apical projetada na camada mais

externa do epitélio branquial e apresentam reacao positiva ao corante PAS (Figura 5C).
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Figura 5. (A) Corte transversal do filamento branquial de Hippocampus reidi
identificando as principais células que constituem a estrutura interna dos filamentos e
lamelas; (B) Corte transversal das lamelas evidenciado a distribuicdo das células ricas
em mitocéndrias imuno-positivas para a Na'/K*-ATPase; (C) Corte sagital do filamento
evidenciando as células mucosas. CPv = célula pavimentosa; CPi = célula pilar; F =
filamento; L = lamela, CRM = célula rica em mitocondria; CM = célula mucosa; SVC =
seio venoso central. Barra de escala: (A), (B) e (C) 20 um.

52



3.2 Anélise quimica da agua

A concentracdo de hidrocarbonetos presentes em 50 % da FSD indicou uma
maior concentracdo de BTEX do que de PAHs, sendo o xileno o composto que
apresentou a maior concentracdo entre os hidrocarbonetos monoaromaticos. De modo
geral, as concentragbes dos hidrocarbonetos ndo permaneceram estaveis durante os

periodos experimentais (Tabela 2), havendo degradacéo ao longo do tempo.

Tabela 2. Quantificagdo por cromatografia gasosa dos hidrocarbonetos
monoaromaticos e policiclicos aromaticos (BTEX e HPAS) presentes em 50 % da fracédo
soluvel do diesel (FSD) em diferentes periodos de exposi¢ao.

. 1 50 % FSD

Hidrocarbonetos (ug L™) oh 2h >ah 281 % h
BTEX
Benzeno 1172,6 25,1 10,9 -- -
Etil-benzeno 1314,21 43,2 19,57 -- -
Tolueno 1813,86 55,91 27,71 -- --
Xileno 2219,51 85,9 52,6 29,1 11,3
BTEX total 6520,18 210,11 110,78 29,1 11,3
HPAs
Acenaftileno - - - -- --
Acenafteno -- -- -- -- --
Antraceno 0,06 0,03 0,02 0,02 --
Benzo(a)antraceno 0,03 0,01 - -- --
Benzo(b)fluoranteno - - - -- --
Benzo(k)fluoranteno - - - -- --
Benzo(a)pireno - - - -- --
Benzo(ghi)perileno -- -- -- -- --
Criseno -- -- -- -- --
Dibenzo[a,h]antraceno -- -- -- -- --
Fenantreno 0,23 0,12 0,1 0,09 0,04
Fluoranteno -- -- -- -- --
Fluoreno 0,18 0,12 0,11 0,06 0,05
Indeno[1,2,3-c,d]pireno - - - -- --
Naftaleno 29,4 2,98 2 0,94 0,19
Pireno - - - -- --
HPAs total 29,9 3,35 2,23 1,11 0,28

Limite de quantificacdo: BTEX < 5,0 ug L™; PAHs < 0,01 ug L™. -- Abaixo do limite de
quantificacéo. Limite de deteccéo: BTEX < 2,5 ug L™; PAHs < 0,005 pg L™
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3.3 Histopatologia branquial

A andlise histopatologica revelou que todos o0s protocolos experimentais
resultaram em alteracdes morfologicas nas branquias dos individuos expostos a FSD
50 %, conforme detalhado pelos valores do ILy,g médios na Tabela 3. De maneira
geral, a hipertrofia do epitélio lamelar foi a patologia mais encontrada, sendo
observados aumentos significativos em quase todos os periodos de exposicdo, a
excecdo apenas de 12 horas. Durante a exposicdo aguda (EA), os valores de
hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar apresentaram um pico apos 48 horas,
aumentando 150 % e 125 %, respectivamente, em relagdo ao controle. Por outro lado,
a fusao parcial das lamelas somente foi observada no grupo exposto por 96 horas, com
um aumento de 89 % em relacéo ao controle. A presenca do aneurisma e dilatacédo do
canal marginal e basal foi registrada apenas para a exposi¢cdo subcrénica (ES), com
aumento de 75 % e 233 % em relacao ao controle para o periodo de 168 e 336 horas,
respectivamente. Nesse periodo também foi observado o pico dos valores de ILgyq
médios para todas as demais patologias observadas. Durante o experimento de
recuperacdo houve uma queda significativa dos valores de hipertrofia e hiperplasia do
epitélio lamelar, que diminuiram 58 % e 80 %, respectivamente, quando comparados
aos individuos expostos por 168 horas. As principais histopatologias observadas se

encontram na Figura 6.
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Tabela 2. indice de lesdo (L) histopatoldgica média em branquias de Hippocampus reidi expostos a 50 % FSD em diferentes
periodos de tempo.

INDICE DE LESAO HISTOPATOLOGICA

Exposicdes
Aguda Sub-crbnica Recuperacéao
12h 24 h 48 h 96 h 168 h 336 h 504 h

Alteracdes C T % C T % C T % cC T % C T % cC T % cC T %
Aneurisma 1 1 0 1 0o 1 1 0 1 0 1 1 0 1 18 75* 1 1 0
Atrofia celular 2 2 0 2 2 0o 2 2 0 2 2 0 2 2 0 2 2 0 2 2 0
Células pilares
(constric@o/rupturas) 1 1 0 1 1 0O 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0
Congestao/hiperemia/hemorragia 1 1 0 1 1 0O 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0
Descolamento do epitélio lamelar e
edemas 11 0 1 1 0o 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0
Dilatagdo do canal marginal e
basal 1 1 0 1 1 0O 1 1 0 1 1 0 1,25 2,62 110* 15 5 233* 1 21 113
Hipertrofia do epitélio lamelar 11 0 1 15 50 1 25 150* 18 3 71* 2 34 69 23 5 122* 38 43 13+
Hiperplasia do epitélio lamelar 2 2 0 2 2 0 2 45 125 3 6 100* 33 6,3 92 3,3 10 208* 38 45 20%
Fuséo parcial das lamelas 11 0 1 1 0o 1 1 0 1,1 2,1 89* 1 28 175 1,1 4,3 278* 1,3 3,1 150+
Fusao total das lamelas 2 2 0 2 2 0o 2 2 0 2 2 0 2 2 0 2 2 0 2 2 0
Proliferacao de células cloreto 1 1 0 1 1 0O 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0
Proliferacao de células mucosa 1 1 0 1 1 0O 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0
Necrose celular 3 3 0 3 3 0o 3 3 0 3 3 0 3 3 0 3 3 0 3 3 0
Ruptura do epitélio lamelar 2 2 0 2 2 0o 2 2 0 2 2 0 2 2 0 2 2 0 2 2 0

% do grupo exposto em relagdo ao grupo controle. * Diferenca significativa (p < 0,001) em relacdo ao grupo controle dentro de um mesmo
periodo de exposicdo.” Diferenca significativa em relacdo ao grupo exposto por 168 h. C = grupo controle; T = grupo teste.
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Figura 6. Histopatologias branquiais observadas em Hippocampus reidi ap0s exposi¢ao
dgua e subcrbnica a 50 % fragdo soluvel do diesel. (A) Hiperplasia (seta preta),
hipertrofia (setas vermelhas); (B) dilatacdo do canal basal (seta); fusdo parcial das
lamelas (seta); (D) Aneurisma (*). F = filamento; L = lamela; Barra de escala: 20 pum.
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4. DISCUSSAO

Estudos sobre morfologia branquial de cavalos-marinhos séo bastante escassos
e aqueles que abordam os Syngnathidae, de maneira geral, datam do século passado,
ou anteriores a esse periodo (Prein e Kunzmann, 1987; Rauther, 1925; Ryder, 1882;
Retzius, 1835). Dessa forma, o presente estudo trds uma abordagem integrada a cerca
do aparato branquial de H. reidi, por meio da utilizagdo de um conjunto de técnicas mais
avancadas de captura de imagens e de marcacdo e identificacdo das células
(imunohistoquimica e citoquimica), contribuindo com informagdes adicionais que visam
contribuir para o esclarecimento da biologia e da preservacdo dessa espécie, bem
como para entender os mecanismos de acdo dos contaminantes nas branquias dos
peixes.

Ao contréario de alguns pesquisadores que relataram a presenca de uma pseudo-
branquia precedendo o primeiro arco branquial em alguns membros da familia
Syngnathidae (Prein e Kunzmann, 1987), pertencentes inclusive ao género
Hippocampus (Rauther, 1925) e aos estagios iniciais do desenvolvimento (fase
planctdnica) da espécie H. reidi (Noveli et al., 2015), tal estrutura ndo foi observada na
fase adulta desses individuos. Uma das hip6teses para este resultado seria a de que o
desenvolvimento dessa estrutura durante os primeiros dias de vida possa ter alguma
influéncia para a otimizacdo da captura de presas que, segundo Foster e Vincent
(2004), mudam a medida que os animais crescem. Dessa forma, a pseudo-branquia
torna-se cada vez mais vestigial, ao ponto de néo ser mais observada na fase adulta.

Andlises morfométricas, como as que levam em consideracdo as medidas das
dimensdes fisicas das branquias sdo ferramentas uteis e fornecem dados
complementares a cerca das func¢des de trocas gasosas, idnicas e equilibrio acido-base
nas branquias de peixes (Evans et al., 2005; Claiborne et al., 2002; Hughes, 1984). De
forma geral, o nimero total de filamentos é extremamente baixo, mesmo quando
comparado a outras espécies bentbnicas e/ou de mobilidade reduzida (Hughes, 1984;
Hughes e Morgan, 1973; Hughes, 1966). Entretanto, o arranjo e forma dos filamentos
branquiais de H. reidi sdo similares aos de outros Syngnathidaes (Rauther, 1925). O
notavel formato de tufos dos filamentos é resultado principalmente de sua estrutura

curta e “achatada” e de suas lamelas amplamente projetadas, mas que,
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comparativamente a outros peixes, apresenta uma area superficial mais compacta
(Munshi e Singh, 1968; Hughes, 1966). Essas peculiaridades s&o consideradas
caracteristicas adaptativas a sua estrutura corporal e biologia e estdo diretamente
relacionadas ao seu estilo de vida (Prein e Kunzmann, 1987).

Em Syngnathidaes, a ventilacdo branquial é realizada principalmente pela acao
da bomba de succdo opercular, em detrimento da bomba de pressdo buco-faringea,
gue desempenha um papel menos importante devido ao formato relativamente longo de
sua boca em formato tubular (Hughes, 1966). De fato, individuos como H. reidi,
dependem quase que totalmente da eficacia desse mecanismo constituido pelo
fechamento e abertura de uma pequena abertura opercular localizada na regiéo
posterior-superior de sua cabeca, possibilitando a passagem da agua através da
cavidade buco-faringea para irrigar o sistema de lamelas amplamente projetadas no
interior da cavidade opercular, de forma que este possa cumprir com suas funcdes
osmorregulatdrias e respiratérias. Esse mecanismo mostra-se perfeitamente adequado
ao seu modo de vida estacionario e pelagico (Rosa et al., 2005; Foster e Vincent,
2004); entretanto, também os tornam suscetiveis em caso de estresse ambiental como
a contaminacao antropica.

Nos peixes, o epitélio que reveste os filamentos e as lamelas secundarias além
de formar uma barreira entre os ambientes externo e interno, desempenha um papel
importante em funcdes cruciais para a sobrevivéncia dos animais como trocas gasosas
e ionorregulacédo (Evans et al., 2005; Claiborne et al., 2002). O epitélio branquial dos
individuos de H. reidi é constituido pelos mesmos tipos de células indiferenciadas e
diferenciadas que caracterizam o epitélio dos demais peixes: células pavimentosas
(CPv), células pilares (CPi), células mucosas (CM) e células ricas em mitocondrias
(CRM). Recobrindo praticamente toda a superficie epitelial, tanto dos filamentos, quanto
das lamelas e incluindo o espaco interlamelar, estdo as CPvs. Essas células, assim
como a de outros peixes, apresentam em sua superficie apical uma série de
interdigitagbes, que tem a funcdo de aumentar a superficie funcional do epitélio
branquial, atuando na hidrodindmica do fluxo de agua ao produzir microturbuléncias
otimizando o processo de trocas gasosas (Evans et al., 2005). Entretanto, em H. reidi,
existe a presenga de uma evaginagdo mais proeminente formando uma “crista” nas

células, o que confere um aspecto extremamente rugoso ao tecido epitelial. Até o
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presente momento, ndo ha relato na literatura da presenca dessa “crista” na superficie
apical das células epiteliais de branquias de cavalos-marinhos ou outros peixes. Ja as
microdobras ou microvilosidades presentes nessas células, provavelmente, tem a
funcdo de aumentar a superficie funcional do epitélio branquial, atuando tanto na
retencdo do muco na superficie branquial, quanto na hidrodinamica do fluxo de agua
(Evans et al., 2005).

O emprego de técnicas citoquimicas PAS-positivas evidenciou que as CMs,
presentes principalmente nas bordas externa e interna do filamento branquial de H.
reidi, sintetizam mucosubstancias neutras. O muco secretado pelas CMs na superficie
branquial € considerado uma protec¢ao importante contra lesdes abrasivas por materiais
sélidos em suspensdo na agua, assim como poluentes, e também desempenham um
importante papel na regulacdo ibnica (Singh e Banerjee, 2008; Roberts e Powell, 2005;
Ledy et al.,, 2003). Os cavalos-marinhos tém como habito permanecer ancorados a
substratos proximos do assoalho marinho, portanto, estdo sujeitos as exposi¢ces de
particulas e de sedimentos que sdo normalmente resuspensos pela atividade de outros
organismos que ali vivem. Desse modo, as CMs presentes no filamento branquial
desempenham um papel importante na producdo de muco para a lubrificacéo, protecdo
fisica e microbioldgica.

Com relagdo aos mecanismos de transporte ibnico existentes no epitélio
branquial, as CRMs séo consideradas essenciais devido ao papel que desempenham
na manutencdo da homeostase idnica, estando diretamente envolvidas na secrecéo de
fons Na*, ClI' e Ca®" em tele6steos marinhos, além da manutencéo da regulacéo &acido-
base e da excrecdo de aménia (Hwang et al. 2011; Evans, 2005).

Em todos os organismos analisados, a distribuicdo das CRM imuno-positivas
para NKA ocorreu exclusivamente no epitélio das lamelas secundérias, ndo sendo
observadas no filamento ou na regido interlamelar. Estudos em brénquias tém
demonstrado diferengas na distribuicdo das CRM-NKA em teledsteos eurialinos (Hwang
e Lee, 2007), podendo ocorrer apenas no epitélio dos filamentos branquiais (Lin et al.,
2004; Uchida et al., 2000; Lee et al., 1996, tanto no epitélio dos filamentos quanto nas
lamelas (Paulino et al., 2012; Chen et al., 2004; McCormick et al., 2003; Varsamos et
al.,, 2002; 2006; Uchida et al., 1996), sendo raramente encontradas apenas na

superficie das lamelas (Evans et al., 2005). Uma das hipéteses sugeridas por alguns
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pesquisadores para a ocorréncia das células nas lamelas é a sua migracdo a partir dos
filamentos (Hirai et al., 1999; Dang et al.,, 1999). De fato, alguns pesquisadores tém
relatado a presenca de CRMs nas lamelas de alguns teledsteos de agua doce como
mecanismo adaptativo para garantir as necessidades funcionais de captacéo iénica sob
determinadas condicdes ambientais (Evans et al., 2005; Katoh e Kaneko, 2003;
Varsamos et al.,, 2002; Fernandes e Perna-Martins, 2002; Seidelin et al., 2000). A
presenca das CRM-NKA na superficie das lamelas coincide com as provaveis aberturas
dos canais observados pelo MEV nessa mesma regido, e corroboram com as
observacdes feitas por Prein e Kunzmann (1987) em peixes-cachimbos, o que permite
inferir que a ocorréncia de CRMs encontradas aleatoriamente e exclusivamente nas
lamelas seja o padréo de distribuicéo desse tipo celular em Syngnathidae.

Andlises de cromatografia gasosa indicaram que a solucédo teste com 50% da
FSD apresentou uma maior concentracdo de BTEX em relacdo aos HPAs, semelhante
a resultados anteriores relatados por outros pesquisadores trabalhando com fragbes
soluveis de derivados de petroleo (Bettim et al., 2016; Simonato et al., 2011). Isso
provavelmente se da devido ao baixo peso molecular de seus compostos, 0 que 0s
tornam acomodados em agua (Pedrozo et al., 2002), e também explica o fato de suas
concentracbes ndo permanecerem estaveis durante o periodo de amostragem, ja que
sdo bastante volateis. De modo que o benzeno, que representa a molécula mais
simples, juntamente com o tolueno e o etilbenzeno (Silva, 2002), ndo foram
quantificados apos 24 h. No que diz respeito aos HPAs, a sua solubilidade em agua
esta relacionada tanto a quantidade de anéis benzénicos quanto a angularidade de
suas moléculas e, dessa forma, os compostos de elevado peso molecular tendem a ser
menos sollveis (Bettim, et al., 2016). Isso explica o fato de que o naftaleno, com
apenas dois anéis aromaticos, e baixo peso molecular, apresentar a maior solubilidade
em agua, sendo o HPA com o maior valor detectado e permanecendo quantificavel
durante todo o periodo de amostragem, apesar de diminuir gradativamente suas
concentracdes ao longo do tempo.

A analise histopatologica das branquias de H. reidi demonstrou que o0s
hidrocarbonetos presentes na FSD podem causar danos neste tecido, e que tais danos
podem levar a perda da funcdo do orgao. Alteragcdes como hipertrofia e hiperplasia do

epitélio lamelar, assim como fusdo parcial das lamelas, sdo classificadas como

60



alteracbes de carater proliferativo (Agamy, 2013 a). Esse padrdo de resposta
representa um mecanismo de protecdo e ocorre com o intuito de diminuir o espaco
interlamelar reduzindo a entrada de xenobidticos no organismo; entretanto, um aumento
significativo da hiperplasia das células do epitélio lamelar pode resultar no aumento da
distancia entre a agua e o sangue, ou na fusdo parcial ou total das lamelas, provocando
perturbacdes respiratérias e diminuindo a superficie respiratéria que, por sua vez,
influencia a eficacia das trocas gasosas e causa um desequilibrio hidroeletrolitico
(Paulino et al., 2012; Sakuragui et al., 2003; Fernandes e Mazon, 2003). Resultados
semelhantes foram encontrados por Simonato et al. (2008) em branquias de
Prochilodus lineatus expostos a FSD por diferentes periodos de tempo, assim como
Akaishi et al. (2004), que descreveu a ocorréncia dessas alteracbes apds exposicao
aguda do peixe de agua doce Astyanax sp. a fracdo soluvel do petroleo. Porém, essas
modificacdes na morfologia branquial ndo representam uma resposta especifica a
contaminagao por agentes petroquimicos, ja tendo sido relatada para outros compostos
quimicos, incluindo pesticidas e metais (Giari et al., 2012).

As alteracdes morfologicas de carater circulatério observadas foram a dilatacao
do canal marginal e basal e o aneurisma. A combinacdo desses disturbios
provavelmente foi induzida pela perda da capacidade de suporte das células pilares. O
colapso desse sistema prejudica a integridade vascular, fazendo com que um grande
volume de sangue seja liberado e force a lamela secundaria a se expandir
(Hassaninezhad et al., 2014; Agamy, 2013 a). Outros estudos relataram a ocorréncia de
distarbios circulatérios em branquias de peixes expostos experimentalmente ao petréleo
e seus derivados (Brown-Peterson et al., 2015; Delunardo et al., 2013; Simonato et al.,
2008; Agamy 2013 a, b; Negreiros et al., 2011), assim como em animais coletados em
areas proximas a refinarias (Giari et al., 2012; Katsumiti et al., 2009; Khan, 2003,1998;
Haensly et al, 1982). Essas sé&o consideradas uma forma grave de leséo e refletem os
efeitos deletérios diretos da exposicédo a xenobidticos sobre o tecido branquial, ao invés
de representarem uma resposta compensatdria aos poluentes (Simonato et al., 2008;
Mallatt, 1985;). Além disso, os individuos que apresentam essas alteragdes tornam-se
mais vulneraveis em situacdes como as de fuga para escapar de algum possivel
predador ou mesmo a captura de alimento, uma vez que este tipo de histopatologia

pode vir a comprometer a capacidade respiratdria do organismo.
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Uma visdo geral das histopatologias encontradas em cada protocolo
experimental revelou que durante a exposicdo aguda a 50 % da FSD todas as
alteragbes encontradas sdo as de carater proliferativo/progressivo, e representam a
primeira manifestacdo adaptativa do organismo frente ao estresse causado pelo
contaminante (Fernandes e Mazon, 2003). ApOs a exposicdo subcronica,
adicionalmente, foi verificada também a presenca de alteragbes circulatorias,
reforcando o fato de que a exposi¢cdo por um periodo superior a FSD implica em
consequéncias diretas na estrutura morfofuncional das branquias, e que pode levar a
prejuizos no fitness ecoldgico dessa espécie, como a captura de presas, reproducéo
entre outros. Por outro lado, quando os animais foram transferidos para agua livre de
contaminante, todas as alteracbes mostraram-se reversiveis, com algumas
apresentando valores inferiores até dos que os observados ap0s exposi¢cdo aguda. O
gue demonstra que o periodo de recuperacdo se mostrou capaz de reverter os danos
histoldgicos, ao contrario de resultados publicados anteriormente, onde individuos de H.
reidi permaneceram 168 h em recuperacdo apés serem expostos a 10 mL. L™ durante
96 h, ndo tendo sido observada a recuperacdo das histopatologias (Delunardo et al.,
2013). Assim, sugere-se que a exposicdo sub-crénica a FSD é capaz de alterar
morfofuncionamente as branquias de H. reidi, podendo levar ao comprometimento da
homeostase desses organismos por periodos que vao além do tempo de exposicdo e

gue a regressao desses danos € um processo lento.
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5. CONCLUSAO

As branquias de Hippocampus reidi apresentam a mesma organizagdo bésica
encontradas nos demais teledsteos. Entretanto, algumas caracteristicas peculiares
como a descrigdo das “cristas” formadas por evaginag¢des da superficie apical das
CPvs, assim como a presenca de CRMs exclusivamente no epitélio das lamelas foram
encontradas nessa espécie. A FSD constituida majoritariamente por BTEX foi capaz de
alterar a morfologia do epitélio branquial logo nas primeiras 24 h de exposic¢éao,
seguindo progressivamente para exposi¢cdo subcronica. Apdés o protocolo de
recuperacdo, as alteracdes foram atenuadas, entretanto, um periodo superior de
depuracdo apds contaminacdo é necessario para a restauracado total do tecido

branquial.
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Capitulo 1l

Efeitos da fracdo soluvel do 6leo diesel em um conjunto de

biomarcadores em cavalo-marinho (Hippocampus reidi)
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da exposicdo aguda (12, 24, 48 e 96
h) e subcrénica (168 e 336 h) a fracao soluvel do 6leo diesel (FSD) diluida em 50 % nos
parametros de biotransformacéo, na defesa antioxidante e na integridade do DNA em
cavalo-marinho Hippocampus reidi. Adicionalmente, foi realizado um experimento de
recuperacdo, onde os organismos permaneceram por 336 h livres do contaminante,
apos exposicao por 168 h a 50 % FSD (totalizando 504 h de exposi¢do). Ao término de
cada protocolo experimental foi analisada a concentracdo de metabdlitos tipo pireno,
tipo benzo(a)pireno e tipo naftaleno na bile, atividade hepatica das enzimas glutationa-
S-transferase (GST), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), os niveis de
peroxidacéo lipidica (LPO) nos hepatdcitos, além do ensaio alcalino do cometa e o teste
do micronucleo (MN) no sangue periférico. Foi observado que os protocolos de
exposicao a FSD afetaram os parametros analisados de diferentes formas, sendo que,
em geral, 0os grupos expostos apresentaram valores médios superiores aos seus
respectivos controles. Apos o experimento de recuperacdo, os valores médios dos
metabolitos de HPAs analisados, da LPO, do ensaio cometa e da frequéncia de MN
foram significativamente inferiores aos individuos expostos por 168 h, indicando que o
periodo livre do contaminante foi suficiente para que os biomarcadores avaliados
retornassem ao nivel observado nos controles. Analisado em conjunto, o0s
biomarcadores selecionados em H. reidi provaram ser ferramentas adequadas e
complementares na determinacdo dos primeiros impactos da exposicdo aguda e
subcrénica causada pela contaminacéo por 6leo diesel em peixes, assim como na sua

recuperagdo apos um periodo livre do contaminante.

Palavras-chave: Contaminante; peixe; biomarcadores bioquimicos, biomarcadores

genotoxicos, metabolitos; recuperagéo.
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1. INTRODUCAO

O oOleo diesel € o composto derivado do petréleo mais comumente utilizado,
merecendo destaque em termos de risco ambiental por ser continuamente lancado nos
ambientes costeiros, sejam acidentes envolvendo grandes derramamentos ou
pequenos e continuos vazamentos em tanques de armazenamento (Fingas e Brown,
2011; Tiburtius et al., 2005; Akaishi et al., 2004; Kennish, 1992). Uma vez em contato
com o ambiente aquético, 6leo diesel sofre uma série de intempéries que alteram suas
caracteristicas fisico-quimicas, que passam a conter compostos mais volateis e mais
hidrossoluveis (Hansen et al., 2013; Rodrigues et al., 2010;), o que resulta no aumento
da sua biodisponibilidade na coluna d’agua e facilita sua absorcéo e ingestao pelos
organismos aquaticos (Faksness et al, 2008; Zhang et al., 2003; Neff et al., 2000).

A toxicidade da fracdo soltvel do diesel - FSD esta principalmente relacionada
aos hidrocarbonetos monoaromaticos, também chamados BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xileno), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), além de metais,
acidos nafténicos e alquilfenois (Vieira et al., 2008; Finotti et al., 2001; Neff et al., 2000),
conhecidos por causar efeitos adversos nos organismos. Dessa forma, o
monitoramento dos efeitos deletérios dessa classe de contaminantes em ambientes
aguaticos € crucial para a conservacdo dos ecossistemas e seus servi¢os oferecidos,
sendo a utilizacdo de biomarcadores em peixes uma ferramenta de baixo custo na
avaliacdo da saude ambiental em estagios iniciais de contaminacdo (Pathiratne e
Hemachandra, 2010).

Dentre os biomarcadores bioquimicos mais investigados estad a atividade
hepética da enzima de detoxificacdo de xenobioticos e seus respectivos metabdlitos, a
glutationa-S-transferase (GST) (van der Oost et al., 2003; Rinaldi et al., 2002). Além
disso, o processo de metabolizacdo dos compostos presentes na FSD, como os HPAs,
pode ativar o “ciclo redox” levando a um aumento das espécies reativas do oxigénio
(EROs) que podem causar injurias celulares (Regoli e Giuliani, 2014; Halliwell, 2011).
Na tentativa de neutralizar os danos oxidativos causados aos componentes celulares,
um complexo sistema de defesa antioxidante é ativado, encabecado pela atuacédo das
enzimas superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) (Vieira et al., 2012; Dazy et al.,
2009). Todavia, quando este mecanismo € superado pelas a¢gbes de eventos pro-
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oxidantes, as EROs podem reagir com as membranas lipidicas, causando
lipoperoxidacdo (LPO), e até mesmo com o material genético, produzindo danos
genotdxicos e/ou mutagénicose que sdo detectados pelos testes do cometa e do
micronucleo (Nwani et al., 2013; Halliwell, 2011).

Dentre os organismos usados como indicadores biologicos, o cavalo-marinho
(Hippocampus spp.) tem um apelo de importancia ecoldgica e ecotoxicologica, visto que
sao importantes elementos para a conservacdo da biodiversidade marinha, atuando
como espécies-bandeira e atraindo a atencdo para a necessidade de protecdo de
ambientes marinhos e das espécies que la se encontram (Rosa e Alves, 2007;
Koldewey, 2005; Foster e Vincent, 2004). No aspecto ecotoxicolégico, os cavalos-
marinhos apresentam uma caracteristica sedentaria (Rosa et al., 2005), o que os torna
particularmente suscetiveis as perturbacdes antropogénicas e resulta em um aumento
de sua exposicao as substancias toxicas quando ocorrem eventos de contaminacgao.

Apesar de muitos estudos abordarem os efeitos adversos dos compostos
presentes na FSD na saude de organismos aquaticos em testes de toxicidade aguda e
cronica (Holth et al., 2014; Hansen et al., 2013; Romero-Lopez et al., 2012; Seuront,
2011; Lichmann et al., 2011; Rodrigues et al., 2010; Simonato et al., 2008; Mohammed,
2005; Dede e Kaglo, 2001; Neff et al., 2000), sdo escassos os trabalhos que abordam
o potencial de resiliéncia das respostas adaptativas dos peixes ap0s exposi¢ao a esse
contaminante. Desse modo o objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da
exposicdo aguda e subcronica a FSD nos parametros de biotransformacédo e
antioxidantes, nos niveis de metabdlitos de HPAs na bile e na integridade do DNA em
Hippocampus reidi, além de avaliar uma possivel recuperacdo subsequente da

exposicao sobre tais parametros.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aquisicdo e manutencao dos exemplares de Hippocampus reidi

Exemplares de H. reidi foram adquiridos de um criadouro (De Mar Company
Ltda. ME, localizado em Guarapari, ES, Brasil) e os peixes foram aclimatados em
laboratorio durante 15 dias. Eles foram mantidos em tanques de vidro de 50 L em uma
densidade de estocagem inferior a 1 g L™ (ABNT, 2011) sob fotoperiodo natural (~
12:12 horas) e aeracgdo constante. A qualidade da agua foi rotineiramente monitorada
para 0s parametros temperatura: 25-25,5 °C; condutividade: 48,6-50 uS cm™;
salinidade: 25-25,3 ppt; oxigénio dissolvido: 7.0-7.5 mg L™ e pH: 8,1-8,2 usando um
condutivimetro YSI EC 300, oximetro YSI OD 200 e um pHmetro YSI ph 100,
respectivamente. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia, com misidaceos
coletados na natureza e congelados, fornecidos pelo préprio criadouro. Todo
procedimento experimental foi realizado em conformidade com as normas da Comisséo
de Bem Estar Animal da Universidade Vila Velha - UVV (nidmero do protocolo:
261/2013).

2.2 Delineamento experimental

Foi utilizado o d6leo diesel automotivo tipo “B”, adquirido em um posto comercial
de abastecimento de combustiveis. A simulacdo de derrame foi realizada em escala
laboratorial de acordo com a metodologia proposta por Nicodem et al. (1998), obtendo
dessa forma a fragéo soluvel do 6leo diesel (FSD), que entéo foi diluida para 50 % com
agua salina de origem natural e utilizada nos bioensaios laboratoriais.

Essa concentracdo de trabalho foi determinada a partir de experimentos prévios
(dados néo publicados) que avaliaram o tempo de sobrevivéncia de H.reidi expostos em
diferentes concentracbes de FSD durante 14 dias. Foram testadas as seguintes
concentragbes: 25%, 50 % e 75 %. Para cada tratamento foram utilizados seis
individuos, expostos individualmente em aquarios de vidro contendo 6 L de solugcdo em
sistema semi-estatico com renovagéo total do meio a cada 96 h e aeragéo constante. A
maior concentracéo testada que nao produziu efeito letal foi a de 50 % da FSD.
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Apos aclimatacdo, 112 peixes (5,73 + 0,16 g e 9,71 = 0,24 cm) foram
selecionados aleatoriamente e transferidos para aquarios individuais de vidro (6 L) onde
permaneceram por 24 h antes do inicio dos experimentos, realizado a partir de trés

protocolos experimentais:

e Protocolo I: Exposi¢cdo aguda (EA) constituida por testes de toxicidade estaticos
(sem renovacao do contaminante) por 12, 24, 48 e 96 h.

e Protocolo II: Exposi¢do subcronica (ES) constituida por testes de toxicidade
semi-estéticos por 168 e 336 h (equivalente a 7 e 14 dias), com renovac¢ao total
do meio a cada 96 h.

e Protocolo lll: Recuperacédo (R) constituido por teste de toxicidade semi-estatico
a FSD por 168 h, com renovacédo total do meio a cada 96 h, seguido de um
tratamento de depuracao total (exposicdo na auséncia do contaminante) por 336
h, totalizando 504 h de duracdo. A recuperacdo apos 168 h de exposicao foi
escolhida baseada em um trabalho anterior (Delunardo et al. 2013), onde
individuos de H. reidi foram transferidos para aquarios livres do contaminante
apos exposicdo aguda de 96 h ao petroleo bruto. Aqui, pretendeu-se avaliar a
recuperacdo apés um periodo maior de exposicdo, caracterizado por uma

exposigdo subcronica.

No inicio das séries experimentais, trés litros da agua dos aquarios foram
cuidadosamente sifonadas e substituida lentamente pela FSD preparada anteriormente
(que se encontrava entdo diluida para 50 %). Os aquérios foram cobertos com uma
pelicula de plastico e tampa de vidro para evitar a volatilizacdo dos compostos da FSD.
Para cada periodo amostral dos protocolos | e Il foram utilizados oito peixes por
tratamento. Cada um dos periodos de exposicdo foi acompanhado simultaneamente
por um grupo controle (Agua sem contaminante), também constituido por oito peixes
expostos individualmente. O mesmo ocorreu para o protocolo Ill. O grupo controle foi
amostrado simultaneamente ao seu respectivo grupo exposto ao término dos
experimentos.

Ao final de cada protocolo experimental, os animais foram anestesiados com

uma solucéo de benzocaina 0,1 g.L™. Em seguida, amostras de sangue periférico foram
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extraidas de cada peixe por puncao caudal, utilizando seringas heparinizadas, para
andlises dos parametros genotoxicos, como o Ensaio Cometa e o teste do Micronucleo
(MN). Apés a extragcdo, as amostras de sangue foram armazenadas em microtubos
mantidos protegidos da luz e conservados em gelo até o0 momento do uso. Apos isso,
0s animais foram eutanasiados por seccdo medular para retirada do figado e vesicula
biliar, que foram imediatamente armazenadas em freezer -80 °C para as analises de
biomarcadores bioquimicos, e para a quantificacdo dos HPAs tipo pireno, tipo
benzo(a)pireno e tipo naftaleno presentes na bile. Amostras de agua foram coletadas

nos tempos 0, 12, 24, 48 e 96 h para a quantificacdo dos hidrocarbonetos.

2.3 Quantificagbes quimicas

Os hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX) foram quantificados por
cromatografia gasosa/detector de ionizagcdo de chama (Perkin- Elmer Clarus® 500),
acoplado ao injetor headspace Turbomatrix HS 40 (Perkin- Elmer). Ja os
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) foram analisados por cromatografia
gasosa/espectrometro de massas (Perkin-Elmer Clarus® 500) (APHA, 2005).

Uma aliquota da fracdo solivel em agua do 6leo diesel foi transferida para o
frasco de 20 mL com headspace para andlises de BTEX (Benzeno, etilbenzeno, tolueno
e xileno) e 16 PAHs. 10 mL de agua ultrapura e 20 mL de uma solugcdo de padréo
interno e surrogate (5 mg / mL em metanol) foram adicionados. As amostras foram
analisadas utilizando cromatografia a gas com injetor automatico e amostrador de
headspace modelo TriPlus (Thermo Scientific) em um cromatografo Trace GC Ultra
(Thermo Scientific) acoplado a um DSQ usando um espectrometro de massa Il (Thermo
Scientific) com as seguintes configuracdes: incubacado de amostra de 24 min a 70 ° C,
volume amostral de 1 mL e condicbes cromatograficas e deteccdo com base nos
métodos EPA 8260. Foram utilizadas as seguintes solucdes de referéncia: VOC
Mixture-Modified AccuStandard Cat M-502 A-R2-10X e VOA Standard Accu Cat M-
8240/60-1S/SS-10X. Uma aliquota de amostra foi adicionada a um balédo volumétrico de
10 mL, e o volume foi completado com diclorometano. Em seguida, foram adicionados
20 mL de uma solucdo de padrdo interno e surrogate Standard Mix / Método8270-

Surrogate Standard (25 mg / mL em diclorometano). As amostras foram analisadas
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utilizando cromatografia a gas com injetor automético e amostrador de headspace
modelo TriPlus (Thermo Scientific) em um cromatégrafo Trace GC Ultra (Thermo
Scientific) acoplado a um DSQ usando um espectrometro de massa Il (Thermo
Scientific) com as seguintes configuracdes: volume de amostra de 3 mL, modo de
injecdo splitless e as condi¢cbes cromatogréficas e a deteccdo foram baseadas nos
métodos EPA 8270. Foram utilizados os seguintes padrfes de referéncia: Internal
Standard Mix Standard AccuCat Z-014J, Method 8270-Surrogate Standard
AccuStandard Cat M-8270-SS, Fluoranthene Absolute Cat Standard 70183 e SVOC
EPA 525 506 540 Cal Mix Supelco Cat. Foram determinados os seguintes PAHSs:
acenafteno, acenaftileno, antraceno, benz [a] antraceno, benzo [b] fluoranteno, benzo
[ghi] perileno, benzo [Kk] fluoranteno, benzo [a] pireno, criseno, dibenzo[a,h] antraceno
Fenantreno, fluoreno, indeno (1,2,3-cd) pireno, naftaleno e pireno. A soma da

guantidade total de todos estes compostos foi considerada o indice de total de PAHSs.

2.4 Determinacéo de metabdlitos na bile

A determinacdo dos metabdlitos de hidrocarbonetos do petrdleo na bile foi
realizada por meio da técnica de medidas fixas de fluorescéncia (fixed fluorescence -
FF) de acordo com Krahn et al. (1986) para metabdlitos tipo pireno, e de acordo com
Lin et al. (1996) para metabdlitos tipo naftaleno e tipo benzo(a)pireno (BaP). Para a
quantificacdo, o 1-OH pireno foi utilizado como padrdo para os metabdlitos de BaP e
pireno, enquanto para os metabdlitos de naftaleno o 1-naphthol foi utilizado como
padrdo. Os metabdlitos de BaP e Pireno foram expressos em pgrama.mg proteina™,

enquanto os metabolitos de naftaleno foram expressos em mg.mg proteina™.
2.5 Biomarcadores bioquimicos

Foi mensurada a atividade hepatica de glutationa S-transferase (GST),
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a concentracdo da lipoperoxidagcéo

(LPO). Para as analises de CAT e LPO as amostras do tecido hepatico foram pesadas

e homogeneizadas (1:4 massa:volume) em tampao tris-base 20 mM (pH 7,6) 1 mM de
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EDTA, 1mM de dithiothreitol, 500 mM de Sucrose e 150 mM de KCL. Para a analise da
atividade das enzimas SOD e GST foi mantida a proporgéo de 1:10.

A atividade da GST (E.C. 2.5.1.18) foi determinada segundo método descrito por
Keen et al. (1976), a partir da reacdo de conjugacdo do substrato 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH), catalisada pela GST e
monitorada pelo aumento da absorbéancia em 340 nm. A atividade da GST foi expressa
em U.min™.mg proteina™.

A atividade da SOD (E.C. 1.15.1.1) foi determinada segundo a metodologia
descrita por McCord e Fridovich (1969), medida por meio da inibicdo da taxa de
reducdo do citocromo C pelo radical superéxido (O, *) por meio do sistema
xantina/xantina oxidase a 550 nm. A atividade da SOD foi expressa em U SOD.min"".mg
proteina™.

A atividade da CAT (E.C. 1.11.1.6.) foi mensurada, segundo a metodologia
descrita por Beutler (1975), medida pela avaliagdo do decréscimo continuo da
concentracdo de peroxido de hidrogénio (H.O,) a 240 nm. A atividade da CAT foi
expressa em pmol H,O,. min™ .mg proteina™.

A peroxidacdo lipidica foi quantificada pelo método FOX (“Ferrous Oxidation-
Xylenol orange”) como descrito por Jiang et al. (1991). O método FOX & baseado na
oxidacdo do Fe?* (sulfato ferroso amoniacal - FeSO,) a Fe*® pelos hidroperéxidos em
meio 4cido na presenca de um pigmento complexador de Fe* o alaranjado de xilenol,
detectavel em 560 nm. A concentracdo de LPO foi expressa como pmol de
hidroperéxido de cumeno.mg proteina™.

Para todas as andlises, o teor de proteina total (mg proteina® mL™) foi
determinado utilizando o método de Bradford (1976) em um espectrofotdbmetro a 595

nm, usando albumina bovina (1 mg mL™) como padréo.
2.6 Biomarcadores genotoxicos

O Ensaio cometa em meio alcalino foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Tice et al. (2000). Todas as laminas foram analisadas em teste cego e a
magnitude do dano no DNA foi quantificada de acordo com a extensdo da migracao do

DNA, determinada visualmente em 100 nucledides selecionados aleatoriamente, e néo
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sobrepostos, por peixe. Foram analisadas duas laminas para cada peixe (Monteiro et
al., 2011) em microscopio 6ptico em resolugdo de 400 X. O dano no DNA foi
classificado em quatro classes de acordo com Kobayashi et al. (1995) da seguinte
forma: (0) sem dano aparente; (1) cauda curta menor do que o diametro do nucleoide;
(2) comprimento da cauda entre 1-2 vezes o diametro do nucledide; (3) comprimento da
cauda duas vezes maior que o didametro do nucledide. O indice de danos (ID) foi obtido
pela multiplicagdo do nimero de nucledides em cada classe pela classe de danos e
variou entre 0 (ndo danificado) a 300 (dano maximo). Esses valores demonstram o0s
danos apresentados nos tratamentos de acordo com Heuser et al. (2008).

O teste do micronucleo (MN) foi executado seguindo a metodologia proposta por
Al-Sabti e Metcalfe (1995). Um total de 1000 eritrocitos por lamina (duas laminas por
peixe) foi analisado em microscépio 6ptico em resolucdo de 1000 X com auxilio de 6leo
de imersdo e as médias das frequéncias de MN encontradas para cada grupo
experimental foram calculadas e expressas por 1000 células (%o). As laminas foram
analisadas em teste cego e sempre pelo mesmo observador. Inclusfes citoplasmaticas
redondas ou ovais, com contorno nitido, apresentando diametro menor do que 1/3 do
nacleo principal, com cor e estrutura semelhante a cromatina e completamente

separado do nucleo principal foram considerados MN (Kirsch-Volders et al., 2000).

2.7 Andlises estatisticas

A premissa de normalidade foi verificada pelo teste de D’Agostino & Pearson. Os
resultados obtidos para cada grupo experimental foram comparados com seu respectivo
grupo controle utilizando-se o teste paramétrico t-Student ndo pareado, ou seu
correspondente nao paramétrico Mann-Whitney. Os grupos expostos foram
comparados entre si por meio de uma analise de variancia (ANOVA) e pos teste de
Bonferroni, ou seu correspondente ndo parameétrico Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn.
Os testes estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad Prisma 5.0 e

foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Analise quimica da 4gua

A concentracdo de hidrocarbonetos presentes em 50 % FSD indicou que a
concentracdo de BTEX totais no inicio do experimento era de 6520,18 ug L™,
apresentando niveis 218 vezes superiores a concentracdo de HPAS totais, que eram de
29,9 ug L (Tabela 1). Além disso, foi verificado que as concentracdes observadas para
todos os hidrocarbonetos quantificados ndo permaneceram estaveis durante os

periodos de amostragem, diminuindo progressivamente.

Tabela 1. Quantificacdo por cromatografia gasosa dos hidrocarbonetos
monoaromaticos e policiclicos aromaticos (BTEX e HPAS) presentes em 50 % da fracao
soltvel do diesel (FSD) em diferentes periodos de exposicao.

. 1 50 % FSD

Hidrocarbonetos (ug L™) oh 2h >4 h 28 h % h
BTEX
Benzeno 1172,6 25,1 10,9 -- --
Etil-benzeno 1314,21 43,2 19,57 -- --
Tolueno 1813,86 55,91 27,71 -- --
Xileno 221951 85,9 52,6 29,1 11,3
BTEX total 6520,18 210,11 110,78 29,1 11,3
HPAs
Acenaftileno -- -- -- -- --
Acenafteno -- -- -- -- --
Antraceno 0,06 0,03 0,02 0,02 --
Benzo(a)antraceno 0,03 0,01 -- -- -
Benzo(b)fluoranteno -- -- -- -- -
Benzo(k)fluoranteno -- -- -- -- --
Benzo(a)pireno -- -- -- -- --
Benzo(ghi)perileno -- -- -- -- --
Criseno -- -- -- -- --
Dibenzo[a,h]antraceno -- -- -- -- --
Fenantreno 0,23 0,12 0,1 0,09 0,04
Fluoranteno -- -- -- -- --
Fluoreno 0,18 0,12 0,11 0,06 0,05
Indeno[1,2,3-c,d]pireno -- -- -- -- --
Naftaleno 29,4 2,98 2 0,94 0,19
Pireno -- -- -- -- --
HPAs total 29,9 3,35 2,23 1,11 0,28

Limite de quantificagdo: BTEX < 5,0 ug L™; PAHs < 0,01 ug L™. -- Abaixo do limite de
quantificacéo. Limite de deteccdo: BTEX < 2,5 ug L™; PAHs < 0,005 pg L™
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3.2 Metabolitos de HPAs na bile

As concentracdes dos metabdlitos tipo pireno, benzo(a)pireno e naftaleno
analisadas na bile de H. reidi apresentaram tendéncias semelhantes em todos os
protocolos experimentais (Figura 1A, B e C). Durante a exposi¢cdo aguda, com excecao
do tempo de exposicdo de 12 h, todos os demais periodos apresentaram valores
significativamente superiores (p < 0,05) aos seus respectivos controles. Aumentos
significativos na concentracdo dos metabdlitos tipo pireno foram observados entre os
tempos de 12 h e 96 h (8,3 vezes, p = 0,0025) e 24 h e 96 h (3,2 vezes, p = 0,0143)
(Figura 1 A). Para os metabdlitos tipo benzo(a)pireno, também foram observados
aumentos entre os tempos de 12 h e 96 h (6,2 vezes, p = 0,0012) e 24 h e 96 h (2,6
vezes, p = 0,0123) (Figura 1 B). As concentracbes de metabdlitos tipo naftaleno
apresentaram aumentos entre os tempos de 12 h e 48 h (8,7 vezes, p = 0,0016), 12 h e
96 h (10,5 vezes, p = 0,0010), 24 h e 48 h (3,5 vezes, p = 0,0078) e 24 h e 96 h (4,3
vezes, p < 0,0039). Durante a exposi¢cado subcronica aos grupos expostos por 168 h e
336 h foi observado aumento de 8,1 vezes (p < 0,0001) e 8,4 vezes (p < 0,0001) para
metabdlitos tipo pireno, 5,2 vezes (p < 0,0001) e 5,3 vezes (p < 0,0001) para
metabdlitos tipo benzo(a)pireno e 5,7 vezes (p = 0,0024) e 7,7 vezes (p < 0,0001) para
metabdlitos tipo naftaleno, em relacdo aos seus respectivos grupos controles (Figura
1A, B e C). Com relacao ao protocolo de recuperacéo, verificou-se uma diminuicdo (p <
0,05) de 8 vezes, 4,4 vezes e 3,5 vezes respectivamente, na concentracdo dos
metabalitos tipo pireno, benzo(a)pireno e naftaleno na bile quando comparados com o0s

grupos expostos por 168 h (Figura 1A, B e C).
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Figura 1. Concentracdo de metaboltitos tipo pireno (A), BaP (B) e naftaleno (C)
analisadas em figado de Hippocampus redi expostos a fracdo soluvel do diesel (FSD)
diluida 50 % em diferentes protocolos experimentais. Valores expressos em média +
erro padrdo da média. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05)
entre os periodos de exposicdo dentro de um mesmo grupo experimental (controle ou
exposto). * indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle dentro
de um mesmo periodo de exposicdo. * indica diferenca significativa (p < 0,05) entre o
grupo exposto por 168 h e o grupo do protocolo experimental de recuperacgéo (R).
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3.3 Biomarcadores bioquimicos

A exposicao aguda e subcrdnica a 50 % da FSD afetou os biomarcadores
bioquimicos em H. reidi de maneiras distintas, de forma que as respostas significativas
indicaram um aumento da atividade destes biomarcadores, porém, em diferentes
periodos de exposi¢do. (Tabela 2). Ndo foi observada diferenca significativa entre os
grupos controles de nenhum protocolo experimental para todos os biomarcadores
bioquimicos. Quando comparado com 0s respectivos grupos controle, a atividade da
SOD apresentou um incremento de 1,6 vezes (p = 0,0016) e 1,2 vezes (p = 0,0054)
apos 12 h e 336 h de exposicdo, respectivamente. Durante exposicdo aguda foram
observadas diferencas significativas entre os tempos de 12 he 48 h (p = 0,0002), 12 h e
96 h (p = 0,0002), 24 he 48 h (p =0,0001) e 24 h e 96 h (p = 0,0036). A atividade da
CAT foi 2 vezes superior (p = 0,0008) ao seu controle somente ap6s 12 h, e a
exposicao aguda revelou diferencas entre os tempos de 12 he 24 h (p =0,0172) e 12 h
e 96 h (p = 0,0188). A atividade da GST néo diferiu entre 0os grupos experimentais e 0s
grupos controle para nenhum protocolo experimental. No que diz respeito a
concentracdo de LPO, foi observado um aumento de 1,5 vezes (p = 0,0004) ap6s 48 h,
1,5 vezes (p = 0,014) apds 96 h, 1,6 vezes (p = 0,0003) ap6s 168 h e 2,1 vezes (p <
0,0001) ap6s 336 h em relacdo aos seus respectivos grupos controle. Além disso, foram
observadas diferengas entre os tempos de 12 h e 24 h (p £0,0001), 12h e 96 h (p <
0,0001) e 48 h e 96 h (p = 0,0054) durante a exposicdo aguda. A analise dos
biomarcadores bioquimicos apds o protocolo experimental de recuperagdo apontou que
somente a concentracédo de LPO apresentou uma reducéo significativa em relacdo ao
exposto por 168 h (p = 0,0224).
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Tabela 2. Atividade enzimatica da glutationa S-transferase (GST), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
concentracdo da peroxidacéo lipidica (LPO) no figado de Hippocampus redi expostos a 50 % da fracédo solavel do diesel (FSD)
em diferentes protocolos experimentais.

Biomarcadores Bioquimicos

Biotransformacéao

Antioxidantes

Peroxidacao

lipidica
GST SOD CAT LPO
Tempo Exposicdo Tratamento U mg proteina™ U SOD min™ mg pmol H20 min™ mg umol CHP mg
proteina™ proteina’ proteina™
1o, 29uda Controle 3,09+ 0,352 450,9 + 22,94 2 127,7+ 12,11 2 259,2+ 18,76 2
aguda 50% FSD 4,66 + 0,65 2 700,6 + 59,97 *° 258,0 + 28,16 ** 263,2 + 20,25 °
o4 29uda Controle 3,36+ 0,412 481,4 + 30,98 @ 191,3+ 33,22 2 347,1 + 57,66 2
aguda 50% FSD 3,07 +0,40 ® 563,6 + 26,47 ™ 160,5 + 22,53 " 471,7 + 33,09 ™
g 2guda Controle 3,74+0,42 2 400,0 + 20,04 @ 131,5 + 14,20 2 265,9 + 20,72 2
aguda 50 % FSD  4,50+0,24 2 383,6 +21,44 ® 164,5 + 10,81 ® 390,1 + 17,10 **
g, 29uda Controle 4,58 + 0,822 466,1+ 16,612 187,3 +23,47 2 396,1 + 36,45 2
aguda 50 % FSD  5,20+0,57 404,4 + 37,06 ® 151,0 + 28,82 587,3 + 57,50 *
Legp Subcronica  Controle 4,04+ 0,36 2 371,6+18,79 2 128,4+ 16,77 2 332,8+ 15,722
subcrénica 50 % FSD 3,72 + 0,26 2 343,5+ 30,30 @ 125,3+ 13,56 2 551,1+ 39,67 *
336 h subcrc‘m@ca Controle 457+0,42°2 391,7+21,29°2 158,7 + 30,63 2 411,2 +35,16 ¢
subcronica 50% FSD 5,87 +0,69° 479,2 + 8,394 * 176,3+ 14,76 2 865,0 + 45,94 *
recuperacdo Controle 4,58+ 0,65 479,1 + 47,64 169,7 £ 14,46 330,9 £+ 42,24
504N \cuperacio 50% FSD 4,62 £ 0,61 4997 + 79,91 131,9+ 18,05 390,0+ 48,69 "

Valores expressos em média * erro padrdao da média. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os
periodos de exposicédo dentro de um mesmo grupo experimental (controle ou exposto). * indica diferenca significativa (p < 0,05)
em relacdo ao grupo controle dentro de um mesmo periodo de exposicdo. * indica diferenca significativa (p < 0,05) entre o
grupo exposto por 168 h e o grupo do protocolo experimental de recuperacao (504 h).
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3.4 Biomarcadores genotoxicos

Os resultados referentes as frequéncias de quebras na fita de DNA, verificados
por meio do indice de danos (ID) durante o protocolo de exposicdo aguda revelaram
aumentos de 2,1 vezes (p = 0,0008) apds 12 h, 9,6 vezes (p < 0,0001) apés 24 h, 9,8
vezes (p < 0,0001) apds 48 h e 8,8 vezes (p < 0,0001) apds 96 h, em relacdo aos seus
respectivos grupos controle (Figura 2A). Ainda com relagdo a exposicao aguda, foram
encontradas diferengas entre os tempos de 12 he 24 h (p £0,0001), 12h e 48 h (p =
0,0002), 12 h e 96 h (p £0,0001), 24 he 96 h (p <0,0001) e 48 h e 96 h (p <0,0001). O
mesmo padréo de respostas foi observado para a frequéncia de MN, com excec¢ao do
periodo de 12 h que néo diferiu estatisticamente de seu grupo controle. Quando os
demais tratamentos foram comparados com seus respectivos grupos controle, foi
observado um aumento na frequéncia de MN na ordem de 10,9 vezes (p < 0,0001),
15,5 vezes (p < 0,0001) e 12, 5 vezes (p < 0,0001) apdés 24 h, 48 h e 96 h,
respectivamente. Além disso, verificou-se que as frequéncias de MN se intensificaram
na medida em que aumentava o periodo de exposicdo, indicando uma relacao tempo-
dependente (Figura 2B). Durante o protocolo de exposicdo subcroénica, verificou-se que
o periodo de 168 h foi responsavel pelo pico de danos observados tanto para o ensaio
cometa quanto para o teste do MN, aumentando 18,3 vezes (p < 0,0001) e 10,5 vezes
(p = 0,0001) em relagdo aos seus respectivos grupos controle. Adicionalmente, foi
observado que apds 336 h esses valores apresentam uma significativa regressao
quando comparados com 0s grupos expostos por 168 h, com os valores de ID
diminuindo 1,6 vezes (p < 0,0001) e MN diminuindo 1,6 vezes (p = 0,0031) (Figura 2A e
B). Com relacdo ao protocolo de recuperagdo, 0 mesmo apontou que, apesar dos
valores obtidos pela técnica do cometa e do MN estarem 11,1 vezes (p < 0,0001) e 7,5
vezes (p < 0,0001) superiores aos seus respectivos grupos controle, ainda assim,
ambos foram significativamente diferentes (p < 0,0001) daqueles expostos por 168 h
(Figura 2A e B).
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Figura 2. indice de danos (A) e frequéncia de microntcleos (B) em células sanguineas
de Hippocampus redi expostos a fracdo solavel do diesel (FSD) diluida 50 % em
diferentes protocolos experimentais. Valores expressos em media = erro padrédo da
meédia. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os periodos
de exposicédo dentro de um mesmo grupo experimental (controle ou exposto). * indica
diferenca significativa (p < 0,05) em relagédo ao grupo controle dentro de um mesmo
periodo de exposicdo. * indica diferenca significativa (p < 0,05) entre o grupo exposto
por 168 h e o grupo do protocolo experimental de recuperacao (R).
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4. DISCUSSAO

Este estudo investigou uma gama de biomarcadores amplamente utilizados em
estudos de ecotoxicologia aquética (metabolitos de HPAs na bile, atividade das
enzimas GST, SOD, CAT, concentracdo de LPO e danos no material genético em
células sanguineas por meio do ensaio cometa e teste MN) em cavalos-marinho, uma
espécie bioindicadora neotropical de importancia ecolégica e econémica (Chen et al.,
2015; Dabrowska et al., 2014; Simonato et al., 2011; Koldewey and Martin-Smith, 2010;
van der Oost et al., 2003). Os peixes foram expostos a 50 % da FSD por 12, 24, 48 e 96
h (exposicdo aguda), e 168 e 336 h (exposicdo subcrbnica). Adicionalmente, foi
realizado um experimento de recuperacao, onde 0s organismos permaneceram por 336
h livres do contaminante, apds exposi¢ao por 168 h a 50 % FSD (totalizando 504 h de
eXposicao).

Uma vez disponibilizado no ambiente aquatico, 0os compostos como 0s
hidrocarbonetos contidos na FSD séo facilmente absorvidos pelos peixes através de
suas branquias devido ao seu elevado coeficiente de particdo octanol/agua (Kow), 0 que
favorece sua rapida transferéncia da agua para compartimentos lipofilicos (Sette et al.,
2013). No presente estudo, apesar da diminuicdo da concentracdo dos BTEX e dos
HPAs totais na agua em funcdo dos periodos de exposicdo (12, 24, 48 e 96 h), foi
observado um aumento da concentracdo dos metabdlitos dos HPAs na bile de H. reidi
em func@o desses mesmos tratamentos. A analise da concentracdo dos metabdlitos de
HPAs na bile é uma medida extremamente sensivel no qual reflete a absor¢cédo e a
metabolizacdo desses compostos pelos peixes (Aas et al., 2000). Sendo que, de acordo
com Gagnon and Holdway (1998), os metabdlitos de HPAs podem ser encontrados na
bile cerca de 1000 vezes mais concentrado do que no ambiente externo.

O processo de metabolizacdo e eliminacdo dos HPAs inicia-se com a adicao de
grupamentos eletrofilicos como o —OH, —NH,, —-SH, —-COOH a sua molécula, com o
intuito de aumentar sua solubilidade em agua. Esta etapa € denominada “ativagao” e é
catalisada por enzimas de biotransformacdo de fase |, como o citocromo P450 ou
CYP1A (Martins et al., 2013; Sette et al., 2013; Orbea et al.,, 2002). Os metabolitos
formados nas reacgfes de fase | sdo entdo conjugados com substratos enddgenos (fase
Il) pela acdo das transferases, como a GST, convertendo-os em um conjugado nao
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reativo e hidrossoluvel, facilitando assim sua eliminacdo (Martins et al., 2013; Sette et
al., 2013; Schlenk et al., 2008). A atividade da GST néao foi afetada em nenhum dos
protocolos experimentais, indicando que a FSD néo induziu a atividade dessa enzima
em H. reidi, ou ainda que a capacidade de conjugacdo enzimatica com 0s
hidrocarbonetos presentes na FSD foi insuficiente. Sabe-se que outras enzimas de
biotranformacdo de fase Il como as glucuronosiltransferases ou as sulfotransferases
podem contribuir significativamente, ou ainda dominar a capacidade de conjugagao com
certos substratos, e € provavel que essa via metabdlica alternativa tenha contribuido
para a fraca atuacdo da GST durante o experimento (Silva et al., 2013; van der Oost et
al., 2003; Willett et al., 2000). Embora a atividade dessa enzima possa ser induzida pela
ativacado do receptor aril hidrocarboneto (AhR), existem evidéncias de que ela ndo seja
tdo facilmente indutivel quanto o sistema de fase | de biotransformacéao (van der Oost et
al., 2003), e que a exposicdo a hidrocarbonetos pode causar tanto o incremento
(Sadauskas-Henrique et al., 2017; Bettim et al., 2016; Han et al., 2014; Oliva et al.,
2010; Vieira et al., 2008) quanto a inibicdo da atividade dessa enzima (Delunardo et al.,
2015; Silva et al., 2013; Luis e Guilhermino, 2012; Palanikumar et al., 2012; Kerambrun
et al., 2012). De fato, Delunardo et al. (2015) observaram uma inibicdo dose-
dependente da GST em H. reidi expostos a diferentes concentracfes de petrdleo bruto
durante 96 h, o que permite inferir que, nesta espécie, talvez a atividade da GST nao
seja a principal via de metabolizacdo de hidrocarbonetos. Similarmente aos resultados
obtidos neste trabalho, Holth et al. (2014) ndo observaram respostas significativas da
atividade da GST em Gadus morhua expostos a fracao soltvel do petroleo e a fracdo
soluvel do oleo diesel entre uma e trés semanas.

Muitas vezes, o processo de biotransformacdo de xenobibticos pode gerar
compostos altamente reativos, em um processo denominado de bioativacao.
Geralmente, esse processo leva a formagdo de metabolitos eletrofilicos altamente
reativos, como as quinonas e diol-epoxidos, que sao diretamente envolvidos na
promocdo do estresse oxidativo (Lee e Steinert, 2003; van der Oost et al., 2003;
Ohnishi e Kawanishi, 2002). Tal fato torna os HPAs uma classe particular de
contaminantes, uma vez que grande parte da sua toxicidade € atribuida ao mecanismo

de desintoxicacao da propria célula (Oliva et al., 2010; van der Oost et al., 2003).
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Os hidrocarbonetos contidos no petroleo e seus derivados sdo substancias
quimicas pré-oxidantes cuja biotransformacédo e ativagdo do “ciclo redox” geram
espécies reativas de oxigénio (EROs) que, por sua vez, sdo consideradas desafios
bioquimicos para peixes expostos a esses contaminantes (Regoli e Giuliani, 2014;
Regoli et al.,, 2011). Na linha de frente do mecanismo de defesa contra as injurias
provocadas pelas EROs estdo as enzimas superoxido dismutase (SOD) e a catalase
(CAT). A SOD catalisa a dismutacdo do ion superoxido em oxigénio e peréxido de
hidrogénio, que por sua vez serdo decompostos em agua e oxigénio pela atividade da
CAT (Vieira et al., 2012; Dazy et al., 2009).

No presente estudo, a atividade hepatica da SOD e da CAT foi significativamente
aumentada apos 12h, quando comparadas com seus respectivos controles. E provavel
gue esta inducado tenha ocorrido em funcdo de uma alta producédo de ions superdxido
decorrente da exposicdo a FSD, ja que ndo houve inducédo significativa da GST neste
periodo e, portanto, é possivel sugerir que a producdo de EROS ndo poderia advir
desses processos metabolicos. Estes resultados indicam a sensibilidade dessas
enzimas a poluicdo por O6leo e seus derivados, atuando como biomarcadores
adequados no monitoramento de estagios iniciais de contaminacdo de ecossistemas
aquaticos, corroborando com estudos prévios (Nogueira et al., 2011; Zhang et al.,
2004;). Entretanto, apesar da CAT atuar neutralizando os radicais superoxidos gerados
pela acdo da SOD (Lushchak, 2011), o incremento da atividade da SOD apds 336 h de
exposicao nao foi acompanhado pelo aumento da atividade da CAT nesse periodo. No
entanto, € possivel que a eliminacdo das EROs apds exposicdo a hidrocarbonetos
possa ocorrer por outra peroxidase, via glutationa peroxidase (GPx), conforme descrito
anteriormente por Simonato et al.(2008) e confirmado por Bettim et al. (2016). Nesse
sentido, Sadauskas-Henrique et al. (2017) observaram uma correlacao positiva entre a
acdo da SOD e a GPx na metabolizacdo de benzo[a]pireno (BaP) injetado
intraperitonealmente em tambaqui (Colossoma macropomum).

O estresse oxidativo ocorre quando o mecanismo de defesa antioxidante é
superado pela a¢do de eventos pro-oxidantes, levando a formacdo de espécie reativas
de oxigénio (EROs), capazes de causar danos estruturais em diversas macromoléculas
gue compdem a estrutura celular (Shi et al., 2005; Zhang et al., 2004), podendo induzir

distarbios na estrutura, fluidez e permeabilidade da membrana lipidica (Niki, 2009).
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Neste trabalho, observou-se que a exposicdo a 50 % da FSD foi capaz de causar danos
diretos na estrutura da membrana dos hepatécitos de H. reidi, tanto no protocolo de
exposicdo aguda quanto no sub-crénico, de modo que todos os tratamentos que
apresentaram niveis de LPO superiores aos seus respectivos controles foram
acompanhados de elevados valores de metabodlitos de HPAs na bile, portanto, &
possivel sugerir que a bioativacdo desses compostos, ainda que realizada por uma via
alternativa a GST, esteja associada aos danos encontrados.

Os resultados de peroxidacdo lipidica observados no presente trabalho,
encontram respaldo na literatura, seja em experimentos envolvendo a exposi¢do de
uma mistura complexa de hidrocarbonetos (Holth et al., 2014; Nogueira et al., 2013;
Simonato et al., 2011) seja investigando os efeitos da exposi¢do de um hidrocarboneto
especifico (Sadauskas-Henrique et al., 2017; Li et al., 2016; Ren et al., 2014; Almeida et
al.,, 2012). Além disso, os niveis de LPO ap0s o experimento de recuperacao
apresentaram um recuo de seus valores, diferindo-se estatisticamente do grupo
exposto por 168 h, o que indica a capacidade de recuperacdo dos danos provocados
pelo estresse oxidativo na auséncia da FSD. Novamente esses valores estdo em
consonancia com os valores de metabodlitos dos HPAs encontrados na bile, que
retornaram a niveis semelhantes aos encontrados no tratamento controle.

Os processos que determinam os danos no material genético e sua extensdo
podem ser divididos de acordo com a intervencdo do xenobidtico na promocgao e
manutencdo da genotoxicidade, em oposicdo ao papel dos sistemas anti-genotoxicos
do organismo (Guilherme et al., 2014). A integridade do DNA pode ser afetada como
um resultado do ataque direto do agente genotoxico (e.g. formacdo de adutos), e/ou
seus metabdlitos (Brinkmann et al., 2013; Nwani et al., 2013), assim como
indiretamente, por meio da geracdo de EROs que podem causar danos como quebras
de fita simples e dupla, regides alcali-labeis (Nwani et al., 2013; Guilherme et al., 2012;
Azqueta et al., 2011). Elas ainda podem atacar as bases nitrogenadas, bem como a
desoxirribose, que € considerada o esqueleto do DNA, induzindo modificacbes nessas
moléculas e desestruturando o material genético (Marnett, 2000).

Assim como mencionado anteriormente para os valores de LPO, os maiores
valores de indices de danos (ID) verificados pelo do teste cometa foram registrados

paralelamente aos maiores valores de metabdlitos de HPAs na bile, reforcando a
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hipétese de que a bioativacdo desses compostos leva a formacao de espécies reativas
capazes de causar les6es no DNA mesmo nas primeiras horas de exposi¢cdo. Haja visto
que houve um incremento da atividade da SOD e da CAT apoés 12 h de exposigéo, mas
gue nédo foram suficientes para impedir danos no material genético, evidenciado pelos
valores significativos de ID nesse periodo. Sadauskas-Henrique et al. (2017),
encontraram uma correlagdo positiva entre os danos na molécula de DNA de sangue
periférico de tambaqui (C. macropomum) e os metabdlitos de BaP na bile, confirmando
gue esses biomarcadores podem aumentar concomitantemente. Similarmente, Dévier
et al. (2013) encontraram uma relacéo positiva entre os metabdlitos de HPAs presentes
na bile e danos no DNA de eritrocitos de Dicentrarchus labrax coletados em locais
contaminados por PAHSs, estabelecendo uma relagédo entre a exposicéo aos HPAs e 0s
danos no DNA. Da mesma maneira, Costa et al., (2008) e Wessel et al. (2010)
chegaram a conclusfes semelhantes.

Além disso, as EROs exercem influéncia sobre a atividade das enzimas que
atuam no mecanismo de sintese ou reparo de danos no DNA (inativando-as ou
tornando-as menos eficientes) e, uma vez que isso ocorra, lesdes irreversiveis no nivel
cromossdmico podem ser esperadas. Tais lesbes sdo caracterizadas como
mutagénicas e podem ser detectadas pelo teste do micronucleo (Arslan et al., 2015;
Guilherme et al., 2012; Souza e Fontanetti, 2012; Buschini et al., 2003).

Neste estudo, o teste do MN foi capaz de detectar danos no material genético de
H. reidi a partir de 24 h de exposicdo. O aumento da frequéncia de MN é considerado
um marcador indireto de irregularidades numéricas e estruturais de cromossomos
causadas por exposicao a agentes estressores (Corvi et al., 2008; Fenech, 2002;). Eles
sao formados durante a divisdo celular, e podem se originar a partir da perda de um
cromossomo inteiro, ou um fragmento de cromossomo, ou alguma disfungcao do
aparelho mitotico, como a ma formacgéao das fibras do fuso, atraso da migracdo das
cromatides ou mesmo apoptose (Arslan et al., 2010; Parry e Parry, 2006). O que ajuda
a explicar a auséncia de MN durante as primeiras 12 h de exposi¢do, uma vez que,
provavelmente, nesse curto periodo de tempo a célula ainda ndo havia passado por
nenhum ciclo de divisdo celular. Esses resultados também evidenciam a baixa

sensibilidade do teste do MN em comparacdo ao teste do cometa na deteccdo de
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danos no DNA, uma vez que este ultimo foi capaz de detectar resultados significativos
desde as primeiras 12 h de exposigao.

Durante o protocolo de exposicdo aguda, as frequéncias de MN apresentaram
um padrao de resposta do tipo tempo-dependente, aumentando de maneira significativa
em relacdo a seus respectivos controles, indicando que o potencial clastogénico e/ou
aneugénico dos hidrocarbonetos contidos na FSD, assim como dos seus metabolitos,
aumenta de maneira gradativa na medida em que se aumenta o periodo de exposicéo.
Da mesma forma, Delunardo et al. (2015); Gravato e Santos (2003); Siu et al. (2004);
Teles et al. (2003) e Pacheco e Santos (2001) ja haviam encontrado resultado
semelhantes em pesquisas anteriores envolvendo exposi¢cdo de organismos aquaticos
a hidrocarbonetos, petréleo ou seus derivados.

Com relacao ao experimento de exposicao subcrénica, tanto a frequéncia de MN
quanto o ID apresentaram uma queda apos 336 h de exposicdo, diferindo
significativamente do periodo de 168 h. E provavel que estes valores estejam
relacionados aos processos de renovacgao celular dos organismos, de modo que os
eritrocitos danificados pela exposicdo ao contaminante sejam removidos pela acao
catabdlica do baco e substituidos por células intactas. Assim como no presente
trabalho, Vanzela et al., 2007 verificaram em Prochilodus lineatus que apdos exposicédo a
fracdo sollvel do diesel por 6 h, 24 h, 96 h e 15 dias, as menores frequéncias de
micronucleos foram verificadas nos periodos extremos de exposicdo, tanto no menor
guanto no maior. Assim, apesar do teste do MN ser reconhecido com um biomarcador
adequado, existe uma tendéncia de queda nesses valores ap0s exposicdes crénicas ou
sub-crénicas (Cavas e Ergene-Gozikara, 2005).

A toxicidade de derivados do petréleo e seu potencial em causar danos
genotoxicos em diversos organismos aquaticos expostos a tais compostos tém sido
extensivamente divulgados na literatura (Kochhann et al., 2013; Negreiros et al., 2011;
Fedato et al., 2010; Nahrgang et al., 2010; Vanzella et al., 2007; Cavas e Ergene-
Gozukara, 2005; Frenzilli et al., 2004; Pérez-Cadabhia et al., 2004; Siu et al., 2004; Rose
et al., 2001). Entretanto, a analise de uma potencial recuperac¢do dos danos provocados
no DNA uma vez cessada a exposicdo a esses xenobidticos ainda sdo escassos

(Delunardo et al., 2013; Fedato et al., 2010), com apenas alguns relatos abordando os
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efeitos da exposicado e pos-exposicdo a herbicidas e metais (Guilherme et al., 2014;
Marques et a., 2014 a,b; Oss et al., 2013).

Uma das hipéteses para o retorno dos valores dos danos genotdxicos e
mutagénicos a niveis basais apds o0 experimento de recuperacdo € que o contaminante
tenha afetado o bom funcionamento da vasta maquinaria de reparo do DNA (Au et al.,
2010), e que o periodo livre da exposicdo a FSD tenha sido suficiente para que esse
componentes voltassem a desempenhar a sua funcdo de maneira eficaz,
desencadeando dessa forma, uma significativa reducdo dos danos ao DNA. Outra
hipétese que ndo pode ser descartada é a de que a cinética de substituicdo de células
sanguineas (eritropoiese) tenha desempenhado um papel importante, removendo 0s
eritrocitos danificados e liberando células saudaveis na circulagcdo (De Flora et al.,
1993).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a exposi¢cao aos agentes
toxicos contidos na FSD, tais como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) e
hidrocarbonetos monoaromaticos, conhecidos por BTEX, induziram danos oxidativos
nos espécimes de H. reidi, sendo estes efeitos deletérios prontamente atenuados apos
0 periodo de recuperacdo (sem a exposi¢cdo a FSD), tal como visto pelo retorno dos
niveis de LPO, ID e MN a valores proximos do grupo controle.
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Capitulo IV

Efeitos da exposicéo a fracdo soluvel do 6leo diesel nas respostas

osmorregulatorias de cavalo marinho (Hippocampus reidi)
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RESUMO

O oOleo diesel € o derivado do petrdleo de maior relevancia em termos de risco
ambiental por ser continuamente lancado nos ambientes costeiros, principalmente pela
ampla utilizacdo como combustivel. Uma vez disponivel para os organismos aquaticos,
a sua fracdo soluvel pode ser absorvida pelo contato direto com epitélio branquial,
considerado vital para os processos iono e osmorregulatorios. Desse modo, 0 objetivo
deste trabalho foi verificar os efeitos da exposi¢cdo aguda e subcrénica a fracdo soluvel
do dleo diesel nos mecanismos osmorregulatorios branquiais de Hippocampus reidi,
além de avaliar a recuperacdo subsequente da exposi¢cdo sobre tais parametros. Para
tanto, os peixes (n = 8 por grupo) foram expostos a 50 % da FSD por 12, 24, 48 e 96 h
(bioensaio agudo) e 168 e 360 h (bioensaio subcronico). Adicionalmente, foi realizado
um experimento de recuperacao, onde 0s organismos permaneceram por 336 h livres
do contaminante, apds exposicdo por 168 h a 50 % FSD (totalizando 504 h de
exposicao). Ao término de cada protocolo experimental foi analisada a atividade
branquial das enzimas Na'/K'-ATPase e H'-ATPase, bem como a andlise
imunohistoquimica de células ricas em mitocdndrias (CRM). Aumentos significativos da
atividade da enzima Na'/K'-ATPase foram observados apos 48 e 96 h (exposicdo
aguda) e 168 e 336 h (exposicdo subcrdnica) em comparacdo a seus respectivos
grupos controles. A atividade da H*-ATPase aumentou apdés 96 h e no ensaio
subcronico ndo foram observadas alteragbes em sua atividade. As CRM com
imunomarcagéo positiva para Na'/K*-ATPase foram encontradas exclusivamente na
superficie do epitélio lamelar. A densidade dessas células foi significativamente superior
em todos 0s grupos expostos em comparagao aos seus respectivos grupos controles e,
apos o experimento de recuperacdo, o numero de CRM diminuiu significativamente
guando comparado com o grupo exposto por 168 h. Os resultados do presente trabalho
indicam que a exposi¢do a FSD resultou em ajustes morfofuncionais nas branquias dos
exemplares de H. reidi, na tentativa de manutencéo do balanco hidro-eletrolitico como

uma resposta compensatoria frente a exposi¢cdo ao contaminante.

Palavras-Chave: Contaminante, Syngnathidae, teledsteo, ionécitos, células ricas em

mitocondrias, biomarcadores, recuperacao.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo do ambiente aquatico por derivados de petréleo como o Oleo
diesel ocorre principalmente por vazamentos de combustivel durante o tra&fego marinho
de pequenas e grandes embarcacdes, rupturas de oleodutos, acidentes envolvendo
caminhdes transportadores das refinarias até os centros de distribuicdo, além de
pequenos e continuos vazamentos em tanques subterrdneos de armazenamento de
combustivel (Fingas e Brown, 2011; Vieira et al., 2008; Michaud et al., 2004; Silva et al.,
2002).Uma vez em contato com o meio aquético, o 6leo diesel forma uma fragédo soluvel
em agua (FSD), que difere substancialmente do composto original derramado, sendo
normalmente mais téxico devido aos intemperismos ocorridos, que alteram as
propor¢cdes dos pesos moleculares dos compostos, que passam a conter
hidrocarbonetos mais leves, volateis e hidrossollveis, o que os torna particularmente
mais disponiveis para os animais na coluna d’agua (Hansen et al., 2013; Incardona et
al., 2012; Neff et al., 2000; Utvik, 1999).

Uma vez que as branquias dos peixes estdo em contato direto com o meio
aquatico, representando, portanto, a interface primaria entre o organismo e 0 seu
ambiente, sdo consideradas um 6rgéo alvo para os poluentes (Dang et al., 2000). Além
disso, as branquias exercem func¢fes vitais para a sobrevivéncia e sdo capazes de
promover ajustes morfologicos e/ou funcionais para garantir a eficacia das trocas
gasosas, equilibrio acido base e osmorregulacdo desses animais (Evans et al., 2005;
Fernandes e Mazon, 2003). As células ricas em mitocdndrias (CRM) presentes nas
branquias sao iondécitos especializados que desempenham um papel fundamental
manutencdo da homeostase, uma vez que representam 0s principais sitios de trocas
i6nicas (Paulino et al., 2012; Hwang e Lee, 2007).

Sabe-se que a abundéancia e as atividades das ATPases nas membranas das
CRMs nas branquias dos peixes podem ser alteradas em resposta a variaveis e
diferentes pressdes do ambiente aquatico, sejam elas naturais ou antropogénica, como
durante a acdo de contaminantes (Agrahari e Gopal, 2008; Hochachka e Somero,
2002). Dessa forma, elas podem ser utilizadas de modo efetivo como um indicador de

competéncia osmorregulatéria (Shikano e Fugio, 1998).
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A espécie Hippocampus reidi € um peixe conhecido por habitar regides
oceanicas temperadas e tropicais, e geralmente sdo encontradas em ambientes
costeiros tais como estuarios e manguezais. Além disso, sdo conhecidos por sua fraca
mobilidade natatéria, permanecendo ancorados a vegetacdo ou outros substratos pela
cauda preénsil (Willadino et al., 2012; Rosa et al., 2005; Foster e Vincent, 2004;), o que
0s tornam animais particularmente suscetiveis as perturbacdes ambientais sejam elas
naturais ou antropogénicas.

Uma vez que a presenca de contaminantes pode interferir na homeostase iénica
dos animais, afetando os processos associados ao equilibrio hidro-eletrolitico, o
objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da exposi¢cao aguda e subcrénica a fracéo
soltvel do 6leo diesel nas respostas osmorregulatorias nas branquias de H.reidi, além

de avaliar a recuperacao subsequente da exposicao sobre tais parametros.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aquisicdo e manutencdo dos exemplares de Hippocampus reidi

Individuos de H. reidi foram adquiridos de um criadouro (De Mar Company Ltda.
ME, localizado em Guarapari, ES, Brasil) e os peixes foram aclimatados sob fotoperiodo
natural (~ 12:12 horas) e aeracdo constante. A qualidade da agua marinha foi
rotineiramente monitorada para os parametros temperatura: 25-25,5 °C; condutividade:
48,6-50 uS cm™; salinidade: 25-25,3 ppt; oxigénio dissolvido: 7,0-7,5 mg L' e pH: 8,1-
8,2 usando um condutivimetro YSI EC 300, oximetro YSI OD 200 e um pHmetro YSI ph
100. Todo procedimento experimental foi realizado em conformidade com a Comisséo
de Bem Estar Animal da Universidade Vila Velha - UVV (ndmero do protocolo:
261/2013).

2.2 Delineamento experimental

A simulagédo de derrame foi realizada em escala laboratorial de acordo com a
metodologia proposta por Nicodem et al. (1998). O 6leo diesel foi misturado a agua
salina (1:4 v/v) em um aquario de vidro que permaneceu exposto durante 24 h as
intempéries, sob condicdes tropicais de insolacao, durante 6 horas com radiacdo solar
direta (das 10 até 16 h) em dias sem nuvens. ApGs a exposicao, foi realizada a extracado
da fase organica e aquosa (FSD 100 %).

Foram realizados experimentos prévios (dados nao publicados) que avaliaram o
tempo de sobrevivéncia de H. reidi expostos a FSD diluida em 25 %, 50 % e 75 %
durante 14 dias (equivalente a 336 h). Para cada tratamento foram utilizados seis
individuos, expostos individualmente em aquarios de vidro contendo 6 L de solugcdo em
sistema semi-estatico com renovacao total do meio a cada 96 h e aeracdo constante. A
maior concentracdo testada nos experimentos prévios que ndo produziu efeito letal nos
exemplares de H. reidi foi a de 50 % da FSD, e que por essa razao foi a concentracao
utilizada no presente trabalho.

Apos aclimatacdo, 112 peixes (5,73 + 0,16 g e 9,71 = 0,24 cm) foram
selecionados aleatoriamente e transferidos para aquarios individuais de vidro (6 L), com
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aeracdo constante, onde permaneceram por 24 h antes do inicio dos experimentos,
realizado a partir de trés protocolos experimentais:
e Protocolo I: Exposicdo aguda (EA) constituida por testes de toxicidade estaticos
(sem renovacgao do contaminante) por 12, 24, 48 e 96 h.
e Protocolo Il: Exposicdo subcronica (ES) constituida por testes de toxicidade
semi-estaticos por 168 e 336 h (equivalente a 7 e 14 dias), com renovacao total
do meio a cada 96 h.
e Protocolo lll: Recuperacéo (R) constituido por teste de toxicidade semi-estatico
a FSD por 168 h, com renovacédo total do meio a cada 96 h, seguido de um
tratamento de depuracao total (exposicdo na auséncia do contaminante) por 336
h, totalizando 504 h de duracdo. A recuperacdo apos 168 h de exposicédo foi
escolhida baseada em um trabalho anterior (Delunardo et al. 2013), onde
individuos de H. reidi foram transferidos para aquarios livres do contaminante
apos exposicao aguda de 96 h ao petréleo bruto. Aqui, pretendeu-se avaliar a
recuperacdo ap6s um periodo maior de exposicdo, caracterizado por uma

exposic¢ao subcronica.

Imediatamente antes do inicio das séries experimentais, trés litros da agua dos
aquarios foram substituidos lentamente pela FSD, diluida para 50 %. Os aquarios foram
cobertos com uma pelicula de plastico e tampa de vidro para evitar a volatilizacdo dos
compostos da FSD. Para cada periodo amostral dos protocolos | e Il foram utilizados
oito peixes por tratamento. Cada um dos periodos de exposi¢cao foi acompanhado
simultaneamente por um grupo controle (agua sem contaminante), também constituido
por oito peixes expostos individualmente. O mesmo ocorreu para o protocolo Ill. O
grupo controle foi amostrado simultaneamente ao seu respectivo grupo exposto ao
término dos experimentos.

Ao final de cada protocolo experimental, os animais foram anestesiados com
uma solucdo de benzocaina 0,1 gL™ e insensibilizados por seccdo medular para
retirada das branquias. Os arcos branquiais foram removidos e fixados em glutaraldeido
2,5 % em tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,3) para analise em microscopia de luz (ML). Sub-

amostras do tecido branquial foram coletadas e imediatamente armazenadas a -80 °C
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para as analises das ATPaes. Amostras de agua foram coletadas nos tempos 0, 12, 24,

48 e 96 h para a caracterizagdo dos hidrocarbonetos.

2.3 Quantificagbes quimicas

Os hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX) foram quantificados por
cromatografia gasosa/detector de ionizagcdo de chama (Perkin- Elmer Clarus® 500),
acoplado ao injetor headspace Turbomatrix HS 40 (Perkin- Elmer). Ja os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) foram analisados por cromatografia
gasosa/espectrometro de massas (Perkin-Elmer Clarus® 500) (APHA, 2005).

Uma aliquota da fracdo solivel em agua do 6leo diesel foi transferida para o
frasco de 20 mL com headspace para andlises de BTEX (Benzeno, etilbenzeno, tolueno
e xileno) e 16 PAHs. 10 mL de agua ultrapura e 20 mL de uma solucdo de padréo
interno e surrogate (5 mg / mL em metanol) foram adicionados. As amostras foram
analisadas utilizando cromatografia a gas com injetor automatico e amostrador de
headspace modelo TriPlus (Thermo Scientific) em um cromatografo Trace GC Ultra
(Thermo Scientific) acoplado a um DSQ usando um espectrémetro de massa Il (Thermo
Scientific) com as seguintes configuracdes: incubacdo de amostra de 24 min a 70 ° C,
volume amostral de 1 mL e condi¢cdes cromatograficas e deteccdo com base nos
métodos EPA 8260. Foram utilizadas as seguintes solu¢des de referéncia: VOC
Mixture-Modified AccuStandard Cat M-502 A-R2-10X e VOA Standard Accu Cat M-
8240/60-1S/SS-10X. Uma aliquota de amostra foi adicionada a um baldo volumétrico de
10 mL, e o volume foi completado com diclorometano. Em seguida, foram adicionados
20 mL de uma solucdo de padrdo interno e surrogate Standard Mix / Método8270-
Surrogate Standard (25 mg / mL em diclorometano). As amostras foram analisadas
utilizando cromatografia a gas com injetor automatico e amostrador de headspace
modelo TriPlus (Thermo Scientific) em um cromatografo Trace GC Ultra (Thermo
Scientific) acoplado a um DSQ usando um espectrometro de massa Il (Thermo
Scientific) com as seguintes configuracdes: volume de amostra de 3 mL, modo de
injecdo splitless e as condicbes cromatograficas e a deteccdo foram baseadas nos
métodos EPA 8270. Foram utilizados os seguintes padrdoes de referéncia: Internal
Standard Mix Standard AccuCat Z-014J, Method 8270-Surrogate Standard
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AccuStandard Cat M-8270-SS, Fluoranthene Absolute Cat Standard 70183 e SVOC
EPA 525 506 540 Cal Mix Supelco Cat. Foram determinados o0s seguintes PAHS:
acenafteno, acenaftileno, antraceno, benz [a] antraceno, benzo [b] fluoranteno, benzo
[ghi] perileno, benzo [Kk] fluoranteno, benzo [a] pireno, criseno, dibenzo[a,h] antraceno
Fenantreno, fluoreno, indeno (1,2,3-cd) pireno, naftaleno e pireno. A soma da

quantidade total de todos estes compostos foi considerada o indice de total de PAHSs.
2.4 Procedimentos bioquimicos

Para a atividade das enzimas Na'/K'-ATPase e H'-ATPase, amostras dos
filamentos branquiais foram retiradas do freezer -80 °C e homogeneizadas (1:4,
massa:volume) em tampéo SEID (150 mM Sacarose, 50 mM Imidazol, 10 mM EDTA,
0,5 % acido deoxicolico, pH 7,5). O ensaio foi realizado seguindo o protocolo descrito
por Kiltz e Somero (1995), que se baseia na oxidacdo do NADH pela reacao
enzimatica acoplada a hidrélise do ATP. A taxa de oxidacdo do NADH foi monitorada
em temperatura ambiente a 340 nm, a cada 10 segundos durante 10 minutos. As
diferencas na inclinagcdo do decaimento do NADH pelo tempo de reacdo entre as
amostras incubadas sem inibidor (atividade atpasica total) e com inibidores especificos
para a Na'/K'-ATPase (Oubaina) e H'-ATPase (N-etiimaleimida) foi utilizada para
calcular as atividades especificas das ATPases, expressas como pmol h™* mg protein™.

O teor de proteina total (mg proteina™ mL™) foi determinado utilizando o método
de Bradford (1976) utilizando um espectrofotdmetro no comprimento de 595 nm e

albumina bovina (1 mg mL™) como padréo.

2.5 Imunohistoquimica de células ricas em mitocéndria (CRM) nas branquias

Amostras de branquias foram desidratadas em bateria crescente de etanol,
diafanizadas em xilol e embebidas em parafina histolégica. A Técnica de
imunohistoquimica para a marcacdo de CRM foi aplicada de acordo com Paulino
(2012). Os cortes (8 um espessura) foram desparafinizados, reidratados e lavados com
tampao tris salino + triton (TBS-T 0,5 mM, pH 7,4) diluido 1:10 e incubado em soro
normal de cabra 20 % (Gibco, Invitrogen) a fim de bloquear sitios inespecificos. Em
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seguida, os cortes foram incubados em overnight em camara Umida a 20 °C com o
primeiro anticorpo (a5) - anti NKA diluido 1:300 (University of lowa, USA). ApOs esse
processo, o0s cortes foram incubados com o segundo anticorpo (Goat Anti Mouse
Peroxidase - GAMPO - Chemicon International, USA), diluido 1:100. O complexo foi
visualizado utilizando a coloragdo com DAB-Ni 0,5 % (3,3’-diaminobenzidina + Sulfato

Niquel Amoniacal, Sigma-Aldrich) e peréxido de hidrogénio (H205).

2.6 Analises estatisticas

A premissa de normalidade foi verificada pelo teste de D’Agostino &
Pearson. Os resultados obtidos para cada grupo experimental foram comparados com
seu respectivo grupo controle utilizando-se o teste paramétrico t-Student ndo pareado.
Os grupos expostos foram comparados entre si por meio de uma analise de variancia
(ANOVA) e pos-teste de Bonferroni. Os testes estatisticos foram realizados utilizando o

software GraphPad Prisma 5.0 e foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Analise quimica da 4gua

Foi constatado que a FSD 50 % apresentou uma concentracdo significativamente
superior (p < 0,001) de hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX) em relagéo
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs), além disso, as concentracbes de todos
os hidrocarbonetos quantificados ndo permaneceram estaveis durante os periodos de
amostragem, diminuindo progressivamente (Tabela 1). O xileno foi o representante dos
BTEX com os maiores valores quantificados, seguidos pelo tolueno, etil-benzeno e
benzeno. De todos os 16 HPAs analisados, apenas cinco puderam ser quantificados,
de forma que o naftaleno foi 0 composto mais abundante, seguidos pelo fenantreno,

fluoreno, antraceno e benzo(a)antraceno (Tabela 1).

3.2 Imunomarcacéao de células ricas em mitocodndria nas branquias

Foi constatado que as CRM com imunomarcacdo positiva para Na'/K*-ATPase
foram encontradas exclusivamente na superficie do epitélio lamelar das branquias de H.
reidi (Figura 1). Quando comparado com 0s respectivos grupos controles, a densidade
dessas células aumentou 1,6 vezes (p < 0,0001) ap6s 12 h e apds 24 h, 1,7 vezes (p <
0,0001) apos 48h e 2,3 vezes (p < 0,0001) apds 96 h (Figura 2). Ainda com relacéo a
exposicao aguda, foram encontradas diferencas entre os tempos de 12 h e 96 h (p <
0,0001), 24 he 96 h (p =0,0001) e 48 h e 96 h (p = 0,0002). A exposi¢cao subcrbnica
revelou um aumento de 1,9 vezes (p < 0,0001) na densidade de CRM ap6s 168 h e 2,1
vezes (p < 0,0001) apdés 336 h. em comparagédo a seus respectivos controles. Além
disso, foram encontradas diferencas (p = 0,0356) entre esses dois periodos de
exposicdo (Figura 2). Apos o protocolo de recuperacdo, o numero de CRMs diminuiu

1,3 vezes (p < 0,0001) quando comparado com o grupo exposto por 168 h (Figura 2).
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Tabela 1. Quantificacdo por cromatografia gasosa dos hidrocarbonetos
monoaromaticos e policiclicos aromaticos (BTEX e HPAS) presentes em 50 % da fracédo
soluvel do diesel (FSD) em diferentes periodos de exposigao.

. 1 50 % FSD

Hidrocarbonetos (ug L ™) oh 2h >ah 28 h 9%
BTEX
Benzeno 1172,6 251 10,9 -- --
Etil-benzeno 1314,21 43,2 19,57 -- --
Tolueno 1813,86 55,91 27,71 -- --
Xileno 2219,51 85,9 52,6 29,1 11,3
BTEX total 6520,18 210,11 110,78 29,1 11,3
HPAs
Acenaftileno -- -- -- -- --
Acenafteno -- -- -- -- --
Antraceno 0,06 0,03 0,02 0,02 --
Benzo(a)antraceno 0,03 0,01 - - -
Benzo(b)fluoranteno - - - - -
Benzo(k)fluoranteno - - - - -
Benzo(a)pireno -- -- -- -- --
Benzo(ghi)perileno -- -- -- -- --
Criseno -- -- -- -- --
Dibenzo[a,h]antraceno - - -- -- -
Fenantreno 0,23 0,12 0,1 0,09 0,04
Fluoranteno -- -- -- -- --
Fluoreno 0,18 0,12 0,11 0,06 0,05
Indeno[1,2,3-c,d]pireno - - -- -- -
Naftaleno 29,4 2,98 2 0,94 0,19
Pireno -- -- -- -- --
HPAs total 29,9 3,35 2,23 1,11 0,28

Limite de quantificacdo: BTEX < 5,0 ug L™; PAHs < 0,01 ug L™. -- Abaixo do limite de
quantificacdo. Limite de deteccdo: BTEX < 2,5 ug L™; PAHs < 0,005 ug L™

122



¢
p d : . - \'\(
g "}‘- v, " “\
% -9 ' "
¢* Y 2 8
‘o . % ) ',
g ! D
& . " 3;
- "s, ¢ "r ."
- 2 3 |
— —
‘—
C Y q " & D
A \ .Q ’
v " ‘A ¥
2 o o ¥ P
» & 2 ¥ r, ;o
’ 4 ’ ‘\I ." E. §
. * 4

Figura 1. Imunohistoquimica de células ricas em mitocondrias em lamelas branquiais
de Hippocampus reidi expostos a 50 % da fracao soltvel do diesel (FSD) em diferentes
protocolos experimentais: (A) grupo controle, 12 h; (B) exposi¢cdo aguda, 48 h; (C)
exposicdo subcrénica, 168 h; (D) recuperacado, 504 h. Barra de escala: 20 um.
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Figura 2. Densidade de células ricas em mitocondrias imunomarcadas nas lamelas
branquiais de Hippocampus reidi expostos a fracéo soltuvel do diesel (FSD) diluida 50 %
em diferentes protocolos experimentais: agudo, subcrénico e recuperacao (R). Valores
expressos em meédia + erro padrdo da média. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p < 0,05) entre os periodos de exposicdo dentro de um mesmo grupo
experimental (controle ou exposto). * indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagao
ao grupo controle dentro de um mesmo periodo de exposicdo. * indica diferenca
significativa (p < 0,05) entre o grupo exposto por 168 h e o grupo do protocolo
experimental de recuperacéo.
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3.3 Atividade das enzimas Na+/K+-ATPase e H+-ATPase nas branquias

A atividade da enzima Na'/K*-ATPase aumentou significativamente nas
branquias de H. reidi apds exposi¢cdo aguda por 48 h (1,9 vezes, p = 0,0420) e 96 h (2,4
vezes p = 0,0156) a 50 % da FSD, em relagdo aos respectivo grupos controles. Quando
os tratamentos foram comparados entre si, foi observada diferenga entre os tempos de
12 e 96 h (p = 0,0055) (Figura 3A). Durante a exposi¢cao subcronica, foi observado que
o incremento da atividade da Na*/K*-ATPase ocorreu tanto para o periodo de 168 h (1,5
vezes, p = 0,0185) quanto 336 h (1,6 vezes, p = 0,0156) de exposicao,
respectivamente, em comparacao aos grupos controles (Figura 3A). O experimento de
recuperacgdo ndo evidenciou nenhuma alteracdo da atividade enziméatica da Na'/K'-
ATPase em comparacdo ao grupo exposto por 168 h (Figura 3A). Com relacdo a
atividade da H*-ATPase houve aumento de 1,6 vezes (p = 0,0276) apenas durante o
tempo de 96 h em relagéo ao seu controle (Figura 3B). Para os demais protocolos nao

foram observados variagdes significativas (Figuras 3B).
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Figura 3. Atividade das enzimas Na'/K*-ATPase (A) e H*-ATPase (B) em branquias de
Hippocampus reidi expostos a fragao soluvel do diesel (FSD) diluida 50 % em diferentes
protocolos experimentais: agudo, subcronico e recuperacao (R). Valores expressos em
média £ erro padrdo da média. Letras diferentes indicam diferencgas significativas (p <
0,05) entre os periodos de exposicdo dentro de um mesmo grupo experimental
(controle ou exposto). * indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo
controle dentro de um mesmo periodo de exposi¢ao.
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4. DISCUSSAO

A fracdo soluvel do petrdleo e de seus derivados apresenta uma elevada
capacidade de provocar toxicidade aguda para a vida marinha, em geral superior a sua
porcdo originalmente derramada e insoluvel, devido a elevada concentracdo de
compostos sollveis que sdo mais rapidamente ingeridos ou absorvidos pela biota
(Beyer et al., 2016; Abbriano et al., 2011). De fato, alguns trabalhos demonstram que os
componentes do 6leo diesel sdo prejudiciais para animais aquaticos, especialmente
para peixes (Holth et al., 2014; Nogueira et al., 2013, 2011; Rodrigues et al., 2010;
Simonato et al., 2008). De modo que, animais de habito bentdnico ou de capacidade de
locomocéo reduzida, como a espécie utilizada neste estudo, tornam-se mais suscetiveis
aos efeitos deletérios da exposi¢cdo a essa classe de contaminante.

Apbs exposicdo a 50 % da FSD, por diferentes periodos de tempo, foram
observadas alteracbes nas respostas osmorregulatorias em branquias de H. reidi, e
uma necessidade de ajustes morfofuncionais no sentido de preservar a homeostase
dos individuos frente aos agentes toxicos como os hidrocarbonetos presentes no
contaminante, principalmente por meio da proliferacdo de CRM durante exposicao
aguda. Um resultado semelhante foi encontrado por Simonato et al., (2013) trabalhando
com o peixe de agua doce Curimbatd, Prochilodus lineatus, expostos de forma aguda a
fracdo soluvel da gasolina diluida a 5 %. Esses pesquisadores relataram um aumento
significativo na densidade de CRM nas lamelas das branquias desses organismos ap0s
24 h de exposi¢do, em comparacdo ao grupo controle. Diante disso é possivel sugerir
que até mesmo baixas concentragbes dessa classe de contaminnate se mostraram
responsaveis por provocar um desequilibrio nos mecanismos de troca ibnica desses
organismos apds um curto prazo de exposicao.

E provavel que o aumento no nimero de CRM observado logo nas primeiras
horas de contaminacdo esteja relacionado a influéncia do cortisol nos organismos
expostos. Sabe-se que o cortisol é considerado um dos horménios de ampla atuacao
em peixes, desempenhando entre outros, um papel fundamental na regulacao iénica e
osmotica (Wendelaar Bonga, 1997). Ele interage com o hormonio de crescimento
GH/IGF-I em organismos marinhos, e com a prolactina em espécies dulcicolas, no
sentido de promover ajustes fisiolégicos para a manutencdo da homeostase idnica do
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organismo (McCormick, 2003). Além disso, o cortisol esta associado as situacdes de
estresse e pode responder a presenca de agentes xenobidticos aumentando
drasticamente suas concentragfes plasmaticas (Mommsen et al., 1999; Uchida e
Kaneko, 1996).

Vale ressaltar ainda que foi constatada que a distribuicdo das CRM ocorreu
exclusivamente no epitélio das lamelas secundarias, ndo sendo observadas no
filamento ou na regido interlamelar, o que, de acordo com Evans et al. (2005) é o mais
comum. Entretanto, essa resposta compensatoria pode reduzir o espaco interlamelar e
aumentar a distancia de difusdo agua-sangue, o que pode causar a reducao da eficacia
das trocas gasosas e causar um desequilibrio hidroeletrolitico (Paulino et al., 2012).
Estudos anteriores demonstraram diferencas na distribuicdo dessas células em outros
teledsteos (Hwang e Lee, 2007), de modo que foram descritas a sua ocorréncia apenas
nos filamentos branquiais (Uchida et al., 2000; Lin et al., 2004; Lee et al., 1996), nos
filamentos e nas lamelas (Chen et al., 2004; Lin et al., 2004; McCormick et al., 2003; Lin
et al., 2003; Varsamos et al., 2002; Hirai et al., 1999; Uchida et al., 1996) e raramente
encontradas apenas na superficie das lamelas (Evans et al., 2005; Perry, 1997;). Uma
hipétese sugerida para explicar esse peculiar achado relaciona-se ao notavel formato
de tufos dos filamentos branquiais de H. reidi, resultado principalmente de sua estrutura
curta e “achatada” e de suas lamelas amplamente projetadas, portanto, a localizacao
das CRM nas lamelas proporcionaria uma maior area de troca com 0 meio e
aperfeicoaria a secrecéo idnica.

Variagdes fisico-quimicas do ambiente aquético pela acdo de compostos
xenobioticos também podem modular a atividade da enzima Na* /K*-ATPase, presentes
na membrana basolateral das CRM, levando as alteracbes no balanco ibnico e
osmoético dos organismos. Isso pode ocorrer por esses compostos produzirem injurias
fisicas nos 6rgdos envolvidos na osmorregulacéo, ou devido a interrupcao de energia
produzida pelas vias metabdlicas, ou ainda interagindo diretamente com as enzimas e
seus processos de transporte ativo (Paulino et al., 2012; Yan et al., 2007; Vinagre et al.,
2002; Watson e Beamish, 1980). Alteracdes na atividade da Na® /K'-ATPase, assim
como na densidade de CRM observadas nesse trabalho, reforcam a hipétese de que
foram necessarios ajustes morfofuncionais dos animais frente ao contaminante, numa

tentativa de manter o equilibrio osmético eidnico. Entretanto, no periodo de 12 e 24 h, a
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elevada densidade das CRM néo foi acompanhada por aumentos concomitantes das
atividades das ATPases. Possivelmente, a capacidade de transporte de ions dessas
enzimas pode nado estar relacionada exclusivamente com o numero total de CRM,
assim relatado por Fernandes e Perna-Martins (2002), uma vez que essas células
podem estar em diferentes estagios do ciclo celular, apresentando-se imaturas ou em
degeneragéo, o que reduz sua capacidade de transporte.

Interessante notar que durante o experimento de recuperacéo, a densidade das
CRM apresentou uma média inferior aquela encontrada para o grupo exposto por 168
h, todavia, ndo foi observada diminuicdo na atividade da NKA. De acordo com
Wendelaar Bonga (1997), a exposi¢cdo a agente xenobibticos pode promover a
apoptose das CRM e isso ndo necessariamente fard com que a atividade da NKA seja
reduzida, devido ao fato das células restantes compensarem a auséncia das outras.
Além disso, a diminuicdo das CRM pode estar associada a uma resposta do organismo
no sentido de prevenir prejuizos durante a respiracéo, conforme sugerido por Simonato
et al. (2013).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a exposi¢cdo aos agentes
toxicos contidos na FSD, tais como hidrocarbonetos monoaromaticos, conhecidos por
BTEX, induziram a necessidade de ajustes morfofuncionais como uma resposta
compensatoria frente a exposicdo ao contaminante, principalmente apds exposicao
aguda. Essa hipotese foi corroborada pelo retorno dos valores médios da densidade de

CRM, ap06s o periodo de recuperacdo da exposicao.
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Consideragfes Finais
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CONSIDERACOES FINAIS

Apés a realizacdo deste trabalho foi constatado que as branquias de H. reidi
apresentam a mesma organizacao basica encontradas nos demais teledsteos, mas com
a peculiar presenga das “cristas” formadas por evaginagdes da superficie apical das
CPvs, bem como pela presenca de CRM exclusivamente no epitélio lamelar. A que a
exposicao a 50 % da FSD, constituida majoritariamente por BTEX, alterou a morfologia
do epitélio branquial logo nas primeiras 24 h de exposicdo, seguindo progressivamente
para exposicao subcronica. Estas alteracdes foram atenuadas apds o protocolo de
recuperacao, entretanto, ela se deu de maneira parcial, de modo que um periodo maior
de depuracao é necessario para a restauracao total do tecido branquial.

Verificou-se ainda uma necessidade de ajustes metabdlicos e morfofuncionais no
organismo-teste, na tentativa de manutencdo homeostatica como uma resposta
compensatoéria frente aos danos causados pela exposicdo ao contaminante. Essa
hipétese foi corroborada pelo retorno dos valores médios da LPO, do ID e da frequéncia
de MN e da densidade média de CRM ap06s o periodo de recuperacdo da exposicao.

Diante disso, fica claro que o conjunto de biomarcadores utilizados foi eficiente
em mostrar os efeitos agudos e subcronicos da presenca dos hidrocarbonetos em
peixes e a espécie H. reidi que, apesar de figurar nas principais listas internacionais de
espécies ameacadas de extincdo, provou ser um excelente organismo bioindicador em
estudos ecotoxicoldgicos. Salvo que neste estudo todos os organismos utilizados foram
comercializados de um criadouro apropriado, ndo impactando a populacédo de cavalos-
marinhos residentes na Baia do Espirito Santo, Vitéria-ES ou de qualquer outra regiao

costeira.
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