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RESUMO

A estrutura ecologica e o funcionamento dos ecossistemas naturais s&o
perturbados frequentemente por descargas de compostos antropogénicos,
que colocam em risco a vida de diversos organismos. O ambiente aquatico é
um desses ecossistemas que se encontra impactado por uma quantidade
significativa de poluentes. As descargas de hidrocarbonetos de petroleo
vindas de diversas fontes como acidentes com petroleiros e derramamentos
toxicos das industrias sdo uma das principais fontes poluidoras desse
ambiente. Diante disso os principais objetivos dessa dissertagdo foram: 1)
avaliar as respostas genotoxicas e histopatoléogicas provocadas pela
exposicao a trés concentracbes de fragdo soluvel de petréleo (FSP) na
especie de peixe marinha Cenfropomus parallelus e sua possivel
recuperacéo; 2) avaliar através de respostas genotdxicas e histopatologicas
os efeitos da exposicao de exemplares de Centropomus parallelus a duas
concentragdes de petréleo bruto por 96 h. O primeiro objetivo foi alcangado
com dois experimentos, no qual o primeiro consistiu na exposi¢céo de juvenis
de robalo (3,0+0,58 g e 7,2+0,46 cm) a quatro concentragcdes da FSP (0, 25,
50 e 75%), por 96 h, e o segundo experimento consistiu na exposi¢cédo de dois
grupos de animais a concentragdo de 50% de FSP por 168 h. E
posteriormente um desses grupos foi submetido a uma recuperagao por 168
h. As respostas genotoxicas foram avaliadas por meio do Teste do
Micronucleo e do Ensaio Cometa, com eritrocitos sanguineos, e as respostas
histopatolégicas foram avaliadas semi quantitativamente nas branquias dos
animais (Valor Médio de Alteracdo - VMA e indice de Alteragbes
Histopatologicas - |AH). Os resultados obtidos mostram aumento na
Frequéncia de Micronucleos Eritrocitarios apenas na exposicdo por 168h,
assim como a incidéncia significativa de alteragdes histopatologicas, as quais
ocorreram também apds uma exposicdo mais prolongada, havendo uma
recuperacdo destas apds 7 dias. J& o Ensaio Cometa se mostrou mais
sensivel neste tipo de contaminacgao, visto que apresentou uma incidéncia
significativa de danos no DNA dos peixes expostos por 96 e 168 h, porém
nao houve reparacdo desses danos no DNA apds periodo de recuperagao.
Esses resultados mostram que os juvenis da espécie Centropomus parallelus
podem ser considerados como moderadamente tolerantes a fragdo soluvel do
petréleo. O segundo objetivo envolveu a exposicdo de exemplares de robalo
(15,5 £ 3,90g e 11,85 + 1,06 cm) a duas concentra¢des de petrdéleo bruto por
96 h. Os resultados encontrados na avaliagdo das alteragbes genotoxicas
nao foram significativos comparados ao grupo controle. E dentre as
avaliagbes histopatolégicas apenas a anadlise de imunohistoquimica
apresentou diferenca significativa na proliferacdo de células de cloreto no
epitélio da lamela dos animais expostos. Em virtude desses resultados,
sugere-se que a dose e o tempo testados foram insuficientes para causarem
danos significativos em exemplares maiores de Centropomus parallelus.

Palavras chave: Poluigao, Biomarcadores, Bioacumulacgéo,
Biomonitoramento, Testes ecotoxicolégicos, Centropomus parallelus.



ABSTRAT

The ecological structure and functioning of natural ecosystems are disturbed
frequently by discharges of compounds anthropogenic that endanger the lives
of many organisms. The freshwater environment is an example of aquatic
ecosystem that is impacted by a significant amount of pollutants. Discharges
of petroleum hydrocarbons coming from diverse sources such as tanker
accidents and toxic spills from industries are a major source of environmental
pollution. Given that the main objectives of this dissertation were: 1) to
evaluate the genotoxic and histopathological responses caused by exposure
to three concentrations of water-soluble fraction of petroleum (WSF) in marine
fish species Centropomus parallelus and its possible recovery; 2) evaluate
through genotoxic histopathological responses of Centropomus parallelus
after exposure to two concentrations of crude oil, for 96 h. The first objective
was achieved with two experiments in which the first was the exposure of
juvenile robalo (3.0 £ 0.58 g and 7.2 £ 0.46 cm) to four WSF concentrations
(0, 25, 50 and 75%) for 96 h, and the second experiment, consisted the
exposure of both groups of animals to a concentration of 50% WSF for 168 h.
After, these groups were further subjected to a recovery for 168 h. Genotoxic
responses were evaluated using the micronucleus test and the Comet assay,
with blood erythrocytes, and histopathological responses were evaluated semi
quantitatively using the gills of animals (Mean Value Change — MVC, Index
and histopathological changes - IHC). The results show an increase in the
frequency of Micronuclei in erythrocytes only at the 168h exposure, as well as
the significant incidence of histopathological changes, which also occurred
after a longer exposure, with recovery after 7 days. The Comet assay was
more sensitive in this kind of contamination, since presented a significant
incidence of DNA damage in fish exposed for 96 and 168 h, but there was no
repair of DNA damage after the recovery period. These results show that
juvenile Centropomus parallelus can be considered moderately tolerant to
soluble fraction of oil. The second objective involved the exposure of robalo
(15.5 £ 3.90 and 11.85 + 1.06 g cm) at two concentrations of crude oil for 96
h. The findings in this assessment of genotoxic changes were not significant
compared to the control group. Among histopathological evaluations only the
immunohistochemical analysis showed significant difference in proliferation of
mitochondria rich cells in the epithelia of the lamella treated animals. Given
these results, it is suggested that the dose and time tested were insufficient to
cause significant damage in larger specimens of Centropomus parallelus.

Keywords: Pollution, Biomarkers, Bioaccumulation, Biomonitoring,
ecotoxicological tests, Centropomus parallelus.



FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1 Contaminacao do ambiente marinho

A acumulagdo e a persisténcia de poluentes no ambiente aquatico,
proveniente da descarga de compostos antropogénios, perturbam a estrutura
ecologica e o funcionamento dos ecossistemas naturais, tornando-se uma
ameagca para a vida (Fleeger et al., 2003; Cavas e Ergene-Gdzukara, 2005).

Somente na década de 70, os cientistas comecaram a perceber que o
ambiente marinho do mundo todo estava impactado por uma quantidade
significativa de poluentes, principalmente descargas de hidrocarbonetos de
petréleo. Porém poucos dados quatitativos sobre o volume das descargas
destes poluentes estava disponivel. Mas esta década representou um marco,
pois a partir de entdo descargas que eram liberadas diretamente em
ambientes ecologicamente sensiveis, estuarinos e costeiros, passaram a ser
uma grande preocupacédo (National Research Council, 2003) e persistem até
os dias de hoje, visto que, os oceanos e mares continuam sendo afetados por
diversas descargas de hidrocarbonetos vindas de acidentes com petroleiros,
da queima de residuos no alto mar, da lavagem de pordes dos cargueiros e
petroleiros, dos derramamentos téxicos das industrias feitos diretamente para
as praias ou costas, do funcionamento dos barcos a motor, dentre outros.

O histérico de acidentes recentes nos mostra que a seguranga das
operagdes de exploragdo em camadas profundas do oceano ainda é fragil
oferecendo graves riscos ambientais. A necessidade de adotar medidas
socioambientais de prevencdo e de seguranga mais rigidas € inegavel e
urgente, pois os derramamentos de petroleo podem trazer consequéncias
graves para o equilibrio ecoldgico dos ecossistemas aquaticos principalmente
o marinho como ja pode ser observado ha anos com os acidentes do Exxon
Valdez, Amoco Cadiz e Prestige (dos Anjos et al., 2011).

Sendo assim, acidentes de todas as magnitudes podem ser nocivos ao
meio ambiente, até aqueles que ocorrem diariamente como resultado de
descargas de residuos municipais e industriais, assim como pequenos
vazamentos diarios provenientes de atividades rotineiras de navegacgao e
pesca e em tanques de postos de combustivel. A entrada de petréleo e seus

derivados no ambiente marinho pode acontecer de diversas formas, mas
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podem ser categorizadas em quatro grupos principais: a escoa natural, a
extragao de petroleo, o transporte e o consumo (Rodrigues et al., 2010). Além
disso, € importante lembrar que ambientes aquaticos tém sido usados por
décadas como um depdsito importante de residuos antropogénicos (Pacheco
e Santos 2001).

1.2 Efeitos toxicos do petroleo

A fragdo soluvel do petrdleo (FSP) e consequentemente o 6leo bruto
contém uma mistura de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs),
hidrocarbonetos monoaromaticos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno), fendis, compostos heterociclicos (contendo azoto e enxofre) e
também metais pesados (Saeed e Al-Mutairi, 1999). Comparagdes sobre os
efeitos toxicos da FSP e do petroleo bruto sdo dificeis uma vez que as
concentracdes de hidrocarbonetos presentes no petrdleo sdo extremamente
variaveis de acordo com sua origem (Neff et al., 2000). Além da enorme
variacdo na metodologia utilizada na preparagédo da FSP (Saeed e Al-Mutairi,
1999; Singer et al, 2000) e a distinta tolerancia de diversas espécies a estes
compostos (Ramachandran et al, 2006). Lembrando também que uma vez
derramado, o Oleo é rapidamente alterado por inumeros processos naturais
que ocorrem no ambiente, incluindo a evaporagdo, a dissolugdo, a
biodegradacdo, e a fotodegradacdo (National Research Council, 2003).
Portanto, a maioria dos resultados dos estudos in vivo ndo pode ser
facilmente extrapolado para situagdes reais de contaminacdo, devido a
complexidade da composicdo do Oleo e dos processos naturais de
intemperismo que afetam o comportamento do 6leo apés um derrame (Della
Torre et al., 2012). Pois a dimensdo do impacto gerado e a velocidade de
cada um desses processos variam de acordo com as condi¢des intrinsecas
de cada ambiente (Pedrozo et al., 2002).

Rodrigues et al. (2010) dizem que a toxidade aguda da fragdo soluvel
do diesel e da gasolinha pode ser cinco vezes maior do que a toxidade do
petroleo, mesmo com todas as substancias podendo induzir alteracdes
histopatoldgicas. Eles também alertam que muita atengcdo tem sido dada
apenas as grandes superficies visiveis de petroleo derramado enquanto que
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o potencial efeito toxico dos hidrocarbonetos aromaticos dissolvidos, que
ficam mais disponiveis para a biota marinha, passa despercebido.

Diante dessa problematica, muitos estudos tém sido realizados com o
objetivo de monitorar o ambiente, principalmente o ambiente marinho, uma
vez que esta area € a mais frequentemente afetada pela contaminacédo de
petroleo. O conhecimento atual dos impactos da poluicdo de petréleo em
organismos marinhos e estuarinos origina-se principalmente de duas fontes:
estudos de campo apds grandes derramamentos de petroleo e investigagdes
laboratoriais dos efeitos toxicos ou sub-letais do petréleo e petro-quimicos
especificos utilizando-se plantas e animais que fornecem informacgdes
valiosas sobre a poluigédo cronica ou aguda por hidrocarbonetos (Anderson et
al., 1974).

1.3 Biomonitoramento do ambiente aquatico

Uma das formas de monitorar a contaminacdo do ambiente aquatico e
tentar minimizar o efeito da atividade petroleira é através do uso de
biomarcadores, que sao testes que monitoram as respostas dos organismos,
nos diversos niveis da organizagdo bioldgica, desde o nivel molecular e
celular até os niveis morfolégicos. Os biomarcadores podem ser sensiveis a
minimas concentragdes dos compostos toxicos presentes no petréleo e,
diagnosticando o status “de saude” dos organismos, se pode obter respostas
iniciais de adverténcia a riscos ambientais (Payne et al., 1987). Dessa forma,
podem ser utilizados de forma preventiva, permitindo que sejam tomadas
acdes de biorremediacdo antes que ocorram danos ambientais irreversiveis
com consequéncias ecoldgicas severas (Cajaraville et al., 2000).

Ainda hoje ha pouco conhecimento sobre as respostas dos
organismos marinhos a contaminagao de petrdleo. Pouco se sabe sobre os
processos celulares e moleculares que estdo associados aos efeitos
adversos relacionados as exposigdes agudas ou crbnicas. Portanto a
aquisicdo de conhecimento utilizando modernos métodos moleculares que
proporcionam a oportunidade de identificacdo de biomoléculas importantes
que podem ser usadas como biomarcadores sao necessariamente urgentes
(Arukwe et al., 2008)

12



Dentre os organismos empregados como sentinelas, os peixes sao
excelentes modelos experimentais para estudos de toxicologia aquatica, pois
alertam sobre o perigo potencial da poluicdo ambiental e podem indicar o
potencial de exposigao das populagdes humanas a substancias genotéxicas
presentes na agua (Vanzella et al., 2007), uma vez que os poluentes tendem
a acumular-se mais em organismos do que no meio ambiente (Anyakora et
al., 2005). A acumulagdo de hidrocarbonetos de petréleo é extremamente
rapida em peixes (Gravato e Santos, 2002), o que facilita e muito a utilizagdo
destes organismos em experimentos curtos de laboratorio. Esta
bioacumulacgao de hidrocarbonetos em tecidos de organismos pode ser de 10
a 1000 vezes maior do que em agua (Ramachandran et al., 2006).

A exposicdo dos animais aquaticos, neste caso o0s peixes, aos
derivados do petroleo causa inumeras alteragdes bioquimicas, fisiologicas,
histolégicas, dentre outras. Alteracbes estas que podem ser utilizadas como
biomarcadores na analise e monitoramento da qualidade da agua de locais
impactados por estes contaminantes. Os biomarcadores baseados na
resposta ao nivel molecular e celular trazem respostas sobre os primeiros
sinais de perturbacdo ambiental e vém sendo comumente usados em
programas de biomonitoramento (Nigro et al., 2006).

Uma vez entdo que os produtos contaminantes, derivados do petroleo:
hidrocarbonetos  policiclicos  aromaticos  (HPAS), hidrocarbonetos
halogenados aromaticos (HAHs), metais pesados, dentre outros, ja s&o
conhecidos por causar a indugdo de respostas genotéxicas (Huang et al.,
1995; Pickering, 1999), a sua presenga pode ser avaliada ao se monitorar as
respostas dos organismos vivos presentes no ambiente.

A presencga de micronucleos (MN) e outras anormalidades nucleares
(ANs) nas células tém sido largamente utilizadas em peixes como indicadores
de danos genotdxicos causados por aguas poluidas, tanto no meio ambiente
quanto em condi¢des de laboratorio (Al-Sabit e Metcalfe, 1995; Barsiené et
al, 2006; Bolognesi et al, 2006; Cavas e Ergene-Gozukara, 2003; da Silva
Souza e Fontanetti , 2006; Gravato e Santos, 2003), uma vez que estas
alteragdes indicam aberragbes cromossOmicas estruturais e/ou numéricas
surgidas durante aberragdes mitoticas (Fenech et al., 1999). Portanto

micronucleos (MN) sdo pequenos fragmentos de cromatina resultantes da

13



fragmentacdo cromossomica ou perda de cromossomos durante a mitose
(Heddle et al., 1991).

Outro indicador sensivel de genotoxicidade é o dano no DNA medido
pela quebra nas fitas de DNA (Gustavino et al., 2005). O Teste do Cometa é
um teste de genotoxicidade capaz de detectar danos no DNA induzidos por
agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes. Este pode ser realizado tanto
em animais como em plantas, demonstrando grande sensibilidade e rapidez
de resultados em estudos de genotoxicidade.

Outra forma de identificar contaminagao por constituintes do petroleo
nos organismos aquaticos tem sido pela identificagdo de metabdlitos de
HPAs na bile de peixes pois na maioria dos peixes os metabdlitos sao
excretados através do sistema hepatobiliar (Jewett et al., 2002; Krahn et al.,
1992), podendo ser usados como indicadores de exposicdo de curto prazo
(Krahn et al., 1992; Van Der Oost et al., 2003). Este tipo de estudo tem sido
aplicado tanto em pesquisas de laboratério quanto em estudos de campo
(Aas et al., 2000; Klumpp et al., 2002; Oliveira Ribeiro et al., 2000; Yang e
Bauman, 2005; Silva et al., 2006).

A avaliacdo de orgaos que desempenham fungdes essenciais para o
funcionamento do organismos também oferecem muitas respostas sobre a
contaminagdo. Com isso as branquias por serem estruturas vitais para a
saude dos peixes, sendo o principal local de trocas gasosas, estando
envolvidas nos processos de osmorregulagdo, equilibrio acido basico e
excrecdo de compostos nitrogenados, apresentam Otimas pistas sobre a
qualidade do ambiente, uma vez que qualquer alteragdo em sua estrutura
certamente comprometera a sobrevivéncia dos peixes (Morgan e Tovell,
1973).

As bréanquias dos teledsteos, por ser um importante orgéo responsavel
pela osmorregulagado, sofrerdo alteragcbes com qualquer mudanga de fluxo
ibnico do meio ambiente. Peixes de agua doce, s&o relativamente
hiperosméticos em relacdo ao ambiente, por isso promovem a entrada de
agua no organismo, aumentando assim a absor¢do de compostos soluveis
(Willmer et al, 2000). Assim, a absor¢do da HPAs soluveis pode ser
influenciada por alteragdes na osmorregulagao realizada nas brénquias

(Ramachandran et al., 2006). Desta forma a avaliagdo estrutural e
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histopatologica deste orgdo se torna uma importante ferramenta na avali¢cao
da qualidade ambiental.

1.4. Espécie estudada

O Centropomus parallelus é considerado um bom bioindicador, por se
tratar de um predador de cadeia, que se alimenta de pequenos peixes até
organismos bentdnicos, e assim pode biomagnificar e bioacumular toxicos
presentes na agua a partir do alimento (Kirschbaum et al., 2009). Ele
pertencente a familia Centropomidae. Os juvenis sdo encontrados proximos a
estuarios e em aguas marinhas, ja os adultos também s&o localizados a
dezenas de quildmetros rio acima (Cerqueira e Tsuzuki, 2009). Portanto os
peixes do género Centropomus sao diadromos e eurihalinos, ou seja,
apresentam migragdes entre os habitats marinhos e dulcicolas, com o
propésito de alimentagéo e procriagdo, e podem tolerar uma grande variagéo
de salinidade (Rivas, 1986; Cerqueira, 2002; Chaves e Bouchereau, 2006).
Com isso tem ampla distribuicdo geografica, sendo encontrados no Oceano
Atléntico desde os Estados Unidos (Flérida) até o sul do Brasil (Froese e
Pauly, 2012). No litoral brasileiro sdo encontradas quatro espécies de robalo:
Centropomus undecimalis, Centropomus ensiferus, Centropomus pectinatus
e Centropomus parallelus, sendo este, robalo-peva, predominante na regido
sudeste (Borges et al., 2010; Tsuzuki et al., 2007).

S&o animais resistentes ao manejo e variagdes dos parametros fisico-
quimicos da agua, por isso possuem potencial para o cultivo, adaptando-se
bem as condi¢cbes de cativeiro e as dietas artificiais (Lemos et al., 2006;
Tsuzuki et al., 2007). Estas caracteristicas o torna um excelente para
realizagdo de trabalhos de avaliagdo ambientam (Kirschbaum et al., 2009).
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CAPITULO 1
AVALIAGAO DAS RESPOSTAS GENOTOXICAS E HISTOPATOLOGICAS
DE Centropomus parallelus (ROBALO PEVA) EXPOSTO A FRAGAO
SOLUVEL DE PETROLEO (FSP).
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RESUMO

Avaliacao das respostas genotdoxicas e histopatoléogicas em
Centropomus parallelus expostos a fragao soluvel de petréleo (FSP)

O uso indiscrinado de combustiveis fosseis, geram inevitavelmente acidentes
e emissdes intencionais. Com isso testes de toxicidade voltados para a
avaliacao dos efeitos destes poluentes em espécies de peixes de ambientes
neotropicais sdo necessarios e urgentes. Em virtude disso, a proposta deste
trabalho foi o de avaliar as respostas genotoxicas e histopatoldgicas
provocadas pela exposicdo a trés concentragdes de fragdo soluvel de
petréleo (FSP) na espécie de peixe marinha Centropomus parallelus e sua
possivel recuperacdo. Os juvenis foram expostos a quatro concentragdes: 0%
(controle), 25%, 50% e 75% da FSP em aquarios individuais (n=8) por 96 h.
Ja em um segundo experimento, dois grupos de oito animais cada, foram
expostos a concentragcdo de 50% de FSP por 168 h. E posteriormente um
dos grupos foi transferido para aquarios individuais sem contaminante por
mais 168 h para recuperacdo. As respostas genotoxicas foram avaliadas por
meio do Teste do Micronucleo e do Ensaio Cometa, com eritrocitos
sanguineos, e as respostas histopatolégicas foram avaliadas semi
quantitativamente nas branquias dos animais (Valor Médio de Alteracéo -
VMA e indice de Alteragdes Histopatoldgicas - IAH). A frequéncia de
Micronucleos Eritrocitarios nao foi alterada nos exemplares de robalo
expostos por 96 h, em 25, 50 e 75% da FSP. No entanto, houve um aumento
dessa frequéncia nos animais expostos por 168 h, na concentragao de 50%,
assim como uma recuperacdo destes apds 7 dias. Com relacéo ao indice de
Danos no DNA (ID), houve uma incidéncia significativa de danos nos peixes
expostos por 96 h, nas concentracbes de 25% e 50% de FSP quando
comparados ao grupo controle. Aumento significativo também foi observado
apos exposicao de 168 h, porém nao houve reparacado desses danos no DNA
ap6s periodo de recuperagdao. Assim como observado no teste do
micronucleo, a incidéncia significativa de alteragdes histopatoldgicas ocorreu
apenas ap0s uma exposicdo mais prolongada ao contaminante e por terem
sido classificadas como danos leves a moderados foram passiveis de
recuperacdo em 168 h. Em virtude dos resultados obtidos, pode-se
considerar o0s juvenis da espécie Centropomus parallelus como
moderadamente tolerantes a fragdo soluvel do petréleo.

Palavras-chave: Robalo peva, contaminantes, teste do micronucleo, Danos
no DNA, histopatologia de branquias.
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ABSTRAT

Evaluation of the genotoxic and histopathological responses in
Centropomus parallelus exposed to water-soluble fraction of petroleum
(WSF)

The indiscriminate use of fossil fuels inevitably generate accidental and
intentional emissions. Toxicity tests aimed at assessing the effects of these
pollutants on fish species from neotropical environments are necessary and
urgent. Therefore the purpose of this study was to evaluate the genotoxic and
histopathological responses caused by exposure to three concentrations of
water-soluble fraction of petroleum (WSF) in the marine fish species
Centropomus parallelus and its possible recovery. Juveniles were exposed to
four concentrations, 0% (control), 25%, 50% and 75% of WSF in eight
individual aquaria (3 L), for 96 h. In a second experiment, two groups of eight
animals each were exposed to 50% concentration of WSF for 168 h. That
group was transferred to individual tanks without contaminant for over 168 h
for recovery. Genotoxic responses were evaluated using the micronucleus
test and the Comet assay, with blood erythrocytes, and histopathological
responses were evaluated semi quantitatively in the gills of animals (Mean
Value Change - MVC Index and histopathological changes - IHC). The
frequency of micronuclei in erythrocytes was not altered in specimens
exposed for 96 h to 25, 50 and 75% of WSF. However, there was an
increased frequency in animals exposed for 168 h at a concentration of 50%
and a recovery after 7 days. Concerning Damage Index in DNA (Dl), there
was a significant incidence of damage in fish exposed for 96 h at
concentrations of 25% and 50% of WSF compared to the control group.
Significant increase was also observed after 168 h of exposure, but there was
no DNA repair after the recovery period. As observed in the micronucleus
test, the incidence of significant histopathological changes occurred only after
longer exposure to the contaminant and was classified as mild to moderate
damages and recoverable in 168 h. In view of the results obtained, we can
consider the juvenile of Centropomus parallelus as moderately tolerant to
water-soluble fraction of petroleum .

Keywords: Micronucleus Test, Comet assay, DNA damage, Histopathology of
gills, Contaminant.
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1. INTRODUCAO

O petroleo e seus derivados sdo um grupo complexo de misturas, e
cada grupo pode conter variadas quantidades de compostos, sendo suas
partes soluveis as mais toéxicas (Pedroti, 2007). Embora muitos dos
compostos sejam aparentemente benignos, muitos outros, tais como alguns
tipos de HPAs, sdo conhecidos por causar efeitos toxicos em alguns
organismos marinhos. Mesmo quando os niveis de exposi¢do ndo s&o altos o
suficiente para causar letalidade, os organismos podem ser afetados por
hidrocarbonetos toxicos dissolvidos (Rodrigues et al., 2010). Estes
contaminantes podem provocar danos em diversos niveis: moleculares,
bioquimicos, celulares e fisiologicos, levando a deficiéncia reprodutiva,
desenvolvimento anormal, cancer, mutagdes letais, bem como a um aumento
ou diminui¢cdo da variabilidade genética (Dickmann et al., 2004).

Considerando-se o elevado numero de acidentes com petréleo e seus
derivados que vem ocorrendo atualmente no Brasil e no mundo, testes de
toxicidade voltados para a avaliacdo dos efeitos destes poluentes em
organismos sao necessarios e urgentes. Os peixes vém sendo
frequentemente utilizados como organismos sentinelas, pois desempenham
um grande papel na cadeia trofica ao acumularem substancias toxicas e,
também, por serem considerados organismos sensiveis, visto que muitos
deles respondem a baixas concentragbes de agentes mutagénicos (Cavas e
Ergene-Gozukara, 2005a).

Em geral, essas respostas que os organismos apresentam mediante a
exposi¢cao a contaminantes podem ser utilizadas em testes ecotoxicologicos,
sendo denominadas de biomarcadores. Estes s&o definidos como alteragdes
biolégicas que expressam a exposicdo e/ou o efeito tdéxico de poluentes
presentes no ambiente (Walker et al., 1996). Este tipo de estudo vem sendo
amplamente utilizado nas ultimas décadas na avaliagdo da toxicidade de
compostos quimicos em areas impactadas (Oliveira Ribeiro et al., 2005).
Sendo assim, a utilizagdo de biomarcadores em peixes como indices dos
efeitos da poluicdo é de importancia crescente e pode permitir a deteccao
precoce de problemas ambientais (Van Der Oost et al, 2003).
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Técnicas de facil avaliacdo e baixo custo sdo sempre as preferidas
para trabalhos de biomonitoramento. Com isso em ambientes marinhos e de
agua doce, ensaios genotoxicos como o teste do micronucleo e o ensaio
cometa sao largamente utilizados para estudar areas com diferentes niveis
de contaminacédo. Estes testes detectam quebras nas fitas de DNA, no caso
do ensaio cometa, e fragmentagdo cromossdémica ou perda de cromossomos
durante a mitose, no caso do teste do micronucleo (Heddle et al., 1991;
Gustavino et al., 2005).

Outro biomarcador que pode ser usado como indicador da qualidade
do ambiente € a analise de histopatologia de brénquias, visto que este 6rgao
nos peixes sao vias primarias de absorcdo e excregao, ricos em lipidios
(Thomas e Rice, 1982) e estdo diretamente em contato com as aguas
contaminadas, servindo como uma rota para a captacao hidrofébica direta de
fragbes de petroleo. Bastanto apenas que haja contato entre goticulas de
0leo em suspenséo e a superficie branquial (Ramachandran et al., 2006).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas
genotoxicas e histopatoldgicas provocadas pela exposicdo a trés
concentragbes de fragdo soluvel de petréleo (FSP) na espécie de peixe
marinha Centropomus parallelus e sua possivel recuperagao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aquisigao e aclimatagao dos peixes

Os exemplares de juvenis de Centropomus parallelus (3,0+0,58 g e
7,240,46 cm) foram adquiridos em uma estagdo de criagdo particular
localizada no municipio de S&do Mateus, ES. Os peixes foram mantidos em
tanque de polietilieno de 500 L, com aeragcédo constante, no Laboratério de
Ictiologia Aplicada (Lab Peixe, Biopraticas — UVV). A agua salgada foi trocada
uma vez por semana e foi oferecida racdo comercial uma vez ao dia para os
animais até a saciedade. Apdés 30 dias de aclimatacdo, o lote de peixes
saudaveis foi selecionado para o experimento.

A agua salgada que abasteceu os aquarios de manutengdo, e 0s
aquarios-testes foi coletada na Praia da Costa -Vila Velha, ES (20°21°13”S,
40°17°0270), com indices de balneabilidade classificado como excelente pelo
Instituto Estadual do Meio Ambiente do ES (IEMA), de acordo com a
resolucdo CONAMA N° 274/00. Ao chegar ao Laboratorio a agua foi filtrada
com filtros de papel. Ela manteve as caracteristicas constante de:
temperatura = 24,8 + 0,34°C, oxigénio = 7,09 + 0,18 mgO,/ L, pH = 8,04 +
0,34, condutividade = 53,8 + 1,07 ms/cm e de salinidade = 34 + 1.

2.2 Delineamento experimental

Primeiro experimento: exposigdo dos juvenis de C. parallelus a trés

concentragdes (75%, 50% e 25%) da fragéo soluvel do petréleo por 96 h;
Para a realizacdo do primeiro experimento, apos as 24 h de
aclimatacdo dos animais, foi adicionada na agua dos aquarios-testes as
diferentes concentragdes da fragdo soluvel do petroleo (75%, 50% e 25%).
Cada uma das concentragoes de FSP foi adicionada em oito aquarios. Os
animais permaneceram nestas condi¢cdes por 96 h. Uma troca de 50% da
agua total do aquario foi realizada apos 48 h, fazendo a reposi¢cao do
contaminante na mesma propor¢do. Outro grupo de oito exemplares de
juvenis de robalo foi colocado individualmente em aquarios-teste, no entanto
nao foi adicionado nenhum tipo de contaminante na agua tornando este um

grupo controle (0% de FSP) e recebeu os mesmos cuidados dos demais.
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Segundo experimento: exposicdo dos juvenis de C. parallelus a

concentracdo de 50% da fragdo soluvel do petrdleo por 168 h (7 dias) e
posterior recuperacao de outras 168 h.

No segundo experimento, apos as 24 h de aclimatagcdo dos animais,
foi adicionada na agua a fragédo soluvel do petroleo na proporgédo de 50% em
16 aquarios-testes. Os animais permaneceram nesta condigao por sete dias.
Uma troca de 50% da agua total do aquario foi realizada apés 96 h, fazendo
a reposicdo do contaminante na mesma proporgdo. Outro grupo de 16
exemplares de juvenis de robalo também foi colocado em aquarios-testes
individuais, no entanto sem adigdo de contaminante na agua (grupo controle
— 0% de FSP) e também recebeu os mesmos cuidados dos demais. Apds os
sete dias de exposicdo a estes dois tratamentos, oito animais do grupo
contaminado e 8 do grupo controle foram eutanasiados para coleta de
material para analise. Enquanto isso os 8 animais restantes do grupo exposto
e mais os 8 restantes do grupo controle foram transferidos para aquarios-
testes individuais, com nova agua sem nenhum contaminante, onde
permaneceram em recuperacao por mais 7 dias.

Esses experimentos foram realizados colocando cada um dos
exemplares em aquarios-testes individuais de 4 L, tendo um numero amostral
de oito individuos para cada tratamento, com fotoperiodo controlado (14:10h).
Os animais foram transferidos para estes aquarios 24 h antes do inicio dos
experimentos, para que houvesse aclimatagcdo dos mesmos. A alimentagao
dos animais foi suspensa 24 h antes da transferéncia dos peixes, sendo

oferecida novamente apos 24 h, sendo realizada uma vez por dia.

2.3 Preparo da fracao soluvel do petréleo

A fragdo soluvel do petroleo utilizada nos testes foi referente a uma
amostra de petroleo doada pela Petrobras®, com caracteristicas de leve a
levissimo, proveniente da Bacia do Espirito Santo. Foi utilizada uma razao de
1/10 para preparar a solugéo (6leo e agua) que foi agitada a 250 rpm em um
recipiente de vidro por 24 h, de maneira a formar um pequeno vortex. O
frasco em agitagdo foi coberto com sacos plasticos pretos para evitar a
alteragao da composigao da mistura por fotodegradagao.. Com esse sistema,
se obteve a fragao soluvel do petroleo (FSP) que foi separada por sifonagao.
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2.4 Coleta de sangue e tecido

Ao término dos experimentos, os animais foram anestesiados com
solugdo de Benzocaina 0,1 g/L e o sangue foi coletado por pungdo da veia
caudal, com a utilizagdo de seringas heparinizadas, e transferido para
microtubos, mantendo-o sempre em gelo fundente, sendo usado nas analises
genotoxicas (Ensaio Cometa e Teste do Micronucleo). Imediatamente apos a
coleta do sangue, os animais foram sacrificados por meio de secgao cervical
de acordo com Winkaler et al. (2007) para retirada dos arcos branquiais, que
foram conservados em formol 4% para analises histopatologicas.

2.5 Teste do Micronucleo

O sangue foi coletado e gotejado sobre uma lamina para a realizagéo
de extensdes sanguineas. Apos seca foi submetida a um banho de 30
minutos em Metanol P. A. (100%) para fixagdo. Sendo coradas em seguida
com uma solugcao de Giemsa 5% por 40 minutos; lavada posteriormente com
agua destilada e seca em temperatura ambiente, como descrito por Grisolia
et al. (2005). Depois de seco, o material foi observado em microscopio optico,
1000 células sanguineas (eritrécitos) por lamina foram contadas para a
quantificacdo dos micronucleos presentes. Foram contadas duas laminas

para cada peixe.

2.6 Ensaio Cometa

A analise de fragmentos de DNA foi realizada utilizando ensaio cometa
alcalino e coloragdo com nitrato de prata modificado de Tice et al. (2000) e
Andrade et al. (2004). O método consiste na detecgédo de fragmentos de DNA
em microgel de agarose. Para isso laminas de microscopia, duas para cada
exemplar, foram previamente cobertas com agarose 1,5% (1,80 g de agarose
e 120 ml de tampéao fosfato alcalino, pH 7,4). As amostras de sangue foram
diluidas 20 vezes em tampéo fosfato e posteriormente, 10 ul do sangue
diluido foi misturado com 100 ul de agarose low melting (0,15 g de agarose
em 20 ml de tampao fosfato alcalino, pH 7,4) a 40°C. Em seguida foram
colocadas sobre as laminas com pré-cobertura e recobertas com laminulas

para que o gel se espalhesse uniformemente até solidificar. Apds a retirada
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das laminulas, os slides foram colocados na solugéo de lise (146,1 g NaCl
(2,5 M), 37,2 g EDTA (100 mM), 1,2 g de Tris (10 mM), 1 litro de agua
destilada e o pH da solugéo foi ajustado para 13 com NaOH e no momento
do uso foram adicionados 1% de Triton X-100 e 10% DMSO) por no minimo 2
h, em geladeira e protegidos da luz. Depois da lise as laminas foram
colocadas em cuba eletroforética e mergulhadas em tamp&o eletroforético
(300 MM NaOH e 1 mM EDTA em pH>13) por 20 min. Em seguida foi
realizada a corrida eletroforética em 25 V e 300 mA por 15 min. Apos esta
etapa as ldminas foram neutralizadas com tampé&o Tris (48,5 g de Tris em 1
litro de agua destilada) durante 5 minutos por trés vezes e sendo lavadas
com agua destilada por duas vezes. As laminas foram secas por 2 h a 37°C.
ApoOs esse periodo as laminas foram fixadas em solugéo fixadora (15% de
acido tricloacetico, 5% de sulfato de zinco (heptahidratado), 5% de glicerol e
1 litro de agua destilada) por 10 min. Apos esta etapa as laminas foram
lavadas por trés vezes com agua destilada e secas por 2 h a 37°C. Depois de
secas as laminas foram hidratadas por 5 minutos com agua destilada e
coradas com solucéo de coloragdo com prata (66 ml da solugdo de carbonato
de calcio (12,5 g de carbonato de calcio para 250 ml de agua) e 34 ml da
solugédo de nitrato de prata (50 mg de nitrato de prata, 50mg de nitrato de
amoénio, 250mg de acido tungstosalicilico e 125 ul de formaldeido) por 15
min. a 37°C. Depois de coradas as laminas foram lavadas por trés vezes com
agua destilada e entdo submersas por 5 minutos em solugédo stop (acido
acético 1%). Passado os 5 minutos de reagcdo foram novamente lavadas por
trés vezes e secas em temperatura ambiente.

Os danos no DNA foram medidos e classificados posteriormente de
acordo com o tamanho da cauda em 4 classes: classe 0 — n&o apresenta
cauda (classe sem danos); classe 1 — cauda € menor que o didametro do
nucleo (poucos danos); classe 2 — cauda com variagdo de comprimento de 1x
a 2x o didametro do nucleo (danos meédios); classe 3 — cauda maior que 2x 0
didmetro do nucleo (danos extensivos); classe 4 — auséncia de um nucleo
principal - presenga apenas de fragmentos do DNA (apoptose da célula)
(Grazeffe et al., 2008). Os resultados foram expressos em porcentagem para
cada classe. O indice de danos (ID) analisado pelo teste cometa foi avaliado
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utilizando a somatdria do numero de células danificadas multiplicado pelo
valor da classe de dano (0 a 4). Esses valores demonstram os Danos
apresentados nos tratamentos de acordo com Heuser et al. (2008).

2.7 Histologia Branquial

Para a observacdo de possiveis histopatologias branquiais as
amostras das branquias coletadas e fixadas em formol 4% foram
desidratadas em bateria crescente de alcoois e incluidas em methacrilato
(Historesina Leica). Cortes ndo seriados de 3,5 ym de espessura foram
realizados para a confecgao das laminas, os quais foram corados com Azul
de Toluidina e posteriormente analisados em microscopio de luz. A
ocorréncia de alteragdes histopatologicas nos o6rgdos foi avaliada semi-
quantitativamente de duas formas: a) Calculo do Valor Médio de Alteragao
(VMA), com base na incidéncia de lesbes, de acordo com Schwaiger et al.
(1997). Para tanto, atribuiu-se um valor numérico para cada animal conforme
a escala: grau 1 (auséncia de alteragdes histopatoldgicas), grau 2 (ocorréncia
de lesbes pontualmente localizadas) e grau 3 (lesbes amplamente
distribuidas pelo 6rgéo); b) Calculo do indice de Alteracdes Histopatoldgicas
(IAH), com base na severidade de cada lesdo (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic,
1994). Para tanto, as alteragbes foram classificadas em estagios
progressivos quanto ao comprometimento das fungdes teciduais (Tabela 1):
alteragdes de estagio |, que ndo comprometem o funcionamento do tecido; de
estagio Il, mais severas e que prejudicam o funcionamento normal do 6rgéo;
e de estagio lll, muito severas e irreversiveis. Um valor de |AH foi calculado
para cada animal através da formula: IAH = 10° 2/ + 10" 2/l + 102 2/ll, sendo
[, Il e lll corresponde ao numero de alteragbes de estagio I, Il e I,
respectivamente. Os valores de |IAH entre 0 e 10 indicam um funcionamento
normal do orgdo; valores entre 11 e 20 indicam danos leves a moderados no
orgao; valores entre 21 e 50 indicam danos moderados a severos e valores

maiores que 100 indicam danos irreparaveis no tecido.
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Tabela 1. Classificagdo das alteragbes histopatologicas quanto aos estagios
de comprometimento da fung&o branquial.

Estagios
| 1] 11}
Hipertrofia do epitélio lamelar Fusao total das lamelas Necrose
Hiperplasia do epitélio lamelar Aneurisma lamelar
Congestao vascular Ruptura epitelial

Dilatacao do canal marginal
Descolamento epitelial
Constricao do sistema de células
pilares
Proliferacao de células-cloreto
Proliferacao de células mucosas
Fusao parcial das lamelas
Edema

2.8 Analises estatisticas

A normalidade dos dados foi testada através do teste estatistico
Kolmorgorov-Smirnov.

Para o primeiro experimento as diferengcas encontradas entre as
concentragbes (25, 50 e 75% de FSP) em relagdo ao seu grupo controle
foram determinadas por Kruskal-Wallis Anova e teste de Dunn (p<0,05). Com
execdo dos dados obtidos no ensaio cometa onde foi realizado uma Anova e
um teste de Dunnet’s (p<0,05).

Para o segundo experimento as diferengcas encontradas foram
determinadas por uma Anova de dois fatores (grupo exposto a FSP e grupo
recuperado), seguido de um teste de Tukey (p<0,05).

Na comparagéo dos dois experimentos (exposi¢gao a 50% FSP por 96
h com exposicdo a 50% FSP por 168 h) utilizou-se um teste Kruskal-Wallis
Anova e teste de Dunn (p<0,05).
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Teste do micronucleo

O Teste do Micronucleo ja é bem conhecido e utilizado em ensaios de
genotoxicidade para eucariotos. Esta avaliagdo detecta aberragdes
cromossOmicas, estruturais e numéricas, as quais s&o induzidas por agentes
clastogénicos e aneugénicos, através do surgimento de pequenos nucleos,
que nada mais sdo do que cromossomos intactos ou fragmentados que
ficaram para tras (fora do nucleo) na divisdo celular (Fenech et al., 1999;
Frieauff et al., 1998; Heddle et al., 1991).

No primeiro experimento (exposicdo por 96 h a FSP em trés
concentragdes) ndo foi observado nos eritrocitos um aumento significativo da
frequéncia de micronucleos nos individuos expostos em relagdo ao grupo
controle. Embora se observe um aumento de sua frequéncia em alguns dos
animais com o aumento da concentragdao de FSP utilizada como demostrado

na Figura 1.
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Figura 1. Frequéncia de Micronucleos Eritrocitarios de Centropomus
parallelus expostos a trés concentragdes de fragao soluvel de petroleo (FSP),
por 96 h, acompanhados do grupo controle. Os dados estdo expressos em
mediana, com interquartil maximo de 75% e minimo de 25%.

Este resultado sugere que a FSP nas concentragbes de 25%, 50% e

75% nao foi o fator determinante na indugcdo dos micronucleos, ou que o
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tempo de 96 h de experimento n&o foi suficiente para detectar uma
quantidade grande de células em processo de divisdo uma vez que a
formacgao de eritrocitos micronucleados € decorrente de problemas durante a
segregacao das cromatides no processo de divisdo celular, ou mesmo
durante a amplificacdo génica (Kodo Filho, 2006; Ferraro et al., 2004).
Embora muitos estudos indiqguem que o tempo de 96 h é suficiente para se
detectar células eritrocitarias com micronucleos, visto que neste periodo
muitas células ja passaram pelo processo de divisao celular (Simonato et al.,
2006; Santos et al. 2010).

No trabalho de Santos et al. (2010), onde exemplares de Hippocampus
reidi foram usados como modelo biolégico, ndo foram observadas diferengas
significativas nas concentragbes de fragcado soluvel de 6leo diesel (FSOD)
testadas quando comparadas ao grupo controle no periodo de 24 horas, no
entanto, foi observado um aumento de micronucleos nos eritrocitos dos
peixes expostos a 1:500 e 1:100 de FSOD durante 96 horas. Vanzella et al.
(2007) também encontraram diferengas significativas nas frequéncias de
micronucleos ao expor Prochilodus lineatus a 50% de FSOD por 6, 24, 96 e
360 h. Com base nos resultados obtidos nesses dois trabalhos percebe-se
que a toxidade da fragcédo soluvel do diesel é maior que a da FSP. Segundo
Rodrigues et al. (2010), a toxicidade desses dois produtos derivados do
petréleo podem ser cinco vezes maior do que a toxidade do petroleo bruto.

Outra questdo que também pode estar envolvida na baixa frequencia
de micronucleos nos exemplares de C. parallelus € a baixa diluicdo dos
compostos toxicos presentes no petroleo utilizado, pois as concentragdes de
hidrocarbonetos presentes no petréleo sdo extremamente variaveis de
acordo com sua origem (Neff et al., 2000). E também com a sensibilidade da
espécie estudada, ja que as tolerancias a diferentes compostos tdxicos varia
entre as espécies (Ramachandran et al, 2006).

No segundo experimento (exposigao por 168 h a FSP na concentragao
de 50% e recuperagdo dos mesmos), foi observado aumento significativo de
eritrocitos micronucleados nos animais expostos a FSP (50%) por sete dias
em comparagao ao seu respectivo grupo controle (Figura 2). E esta diferenga
nao foi observada no grupo submetido a recuperagéo, indicando que o
periodo de 168 h de recuperacao foi efetivo para que houvesse a ciclagem
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dessas células afetadas pelo contaminante. E isto pode ser observado na
reducdo significativa de células micronucleadas do grupo recuperado (rec-
50%) em comparacao ao grupo exposto (50%) (Figura 2).
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Figura 2. Frequéncia de Micronucleos Eritrocitarios de Centropomus
parallelus expostos a concentracdo de 50% de fracdo soluvel de petrdleo
(FSP) acompanhado do seu grupo controle, por 168 h, e o grupo recuperagéo
exposto também a 50% da FSP, por 168 h, e posteriormente submetidos a
uma recuperagado de igual periodo, acompanhado do seu respectivo grupo
controle. Letras maiusculas indicam diferenga significativa entre os
tratamentos (controle e 50%) de um determinado periodo (Exposigdo ou
Recuperacéo). Letras minusculas indicam diferenga significativa entre os
periodos (Exposigdo e Recuperagao) para um mesmo tratamento (Controle
ou 50%)

Delunardo (2010) observou aumento significativo de eritrocitos
micronucleados em exemplares de Hippocampus reidi, expostos ao petréleo
bruto (1%) no intervalo de 48 a 168 h, sendo a frequéncia maior em 96 h e
em 336 h observou uma diminui¢cdo significativa desses valores. Segundo o
autor, essa reducgao se deve a renovagao dos eritrécitos, e ao fato de que os
eritrocitos danificados tendem a ser eliminados do organismo mais
rapidamente do que as células intactas, conforme sugerido por De Flora et al.
(1993). No presente trabalho, observa-se também uma quantidade maior de
eritrocitos micronucleados nos animais expostos por 96 h a 50% de FSP

(figura 1) do que os animais expostos por 168 h nesta mesma concentracao
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(figura 2), o que também pode indicar que em 168 h ja ocorre essa
eliminacao das células danificadas.

Poucos sao os trabalhos que avaliam a recuperacdo dos animais apos
a exposi¢ao aos contaminantes. O que se observa no presente trabalho e
que também foi observado por Delunardo (2010) € que o periodo de 168 h é
suficiente para que haja recuperagao deste tipo de danos em juvenis de C.
parallelus, visto que a frequéncia de danos observada neste grupo é similar
ao seu respectivo grupo controle.

No geral o C. parallelus € considerado um bom bioindicador, por se
tratar de um predador de cadeia, que se alimenta de pequenos peixes até
organismos bentdnicos, e assim pode biomagnificar e bioacumular toxicos
presentes na agua a partir do alimento (Kirschbaum et al., 2009). No entanto,
o Teste do Micronucleo usado como biomarcador nesta espécie exposta a
estas concentragcdes de FSP e por tempos de exposigcao inferiores a 168 h
ndo pode ser considerado como um bom biomarcador. Alguns traballhos
mostram que a utilizacdo de células branquiais na realizagao do teste do MN
pode ser mais sensivel (a indugdo de micronucleo) do que a utilizagdo de
eritrocitos sanguineos, pois as branquias estdo mais diretamente expostas
(Cavas, 2008; Cavas e Ergene-Gozukara, 2003, 2005b; Hayashi et al, 1998).

3.2 Ensaio cometa

O Ensaio Cometa vem sendo proposto para estudos toxicogenéticos
devido as vantagens apresentadas quando comparado a outros testes
usados na detecgdo de substancias genotoxicas. Ele consegue detectar
quebras no DNA com a utilizacdo de um numero pequeno de células
analisadas (Tice et al., 2001). Este ensaio ndo é utilizado para detectar
mutacgdes, mas sim lesbes gendbmicas que, apds serem processadas, podem
resultar em mutacdo. No entanto diferente das mutagbes, as lesdes
detectadas pelo Ensaio Cometa sdo passiveis de corregdo (Albertini et al.,
2000).

Ao analisar os dados do teste pelo indice de Danos (ID), no primeiro
experimento, encontra-se uma incidéncia significativa de danos no DNA dos
peixes expostos a FSP nas concentragcdes 25% e 50% quando comparados
ao grupo controle (p<0,05), conforme pode ser observado na figura 3. Ja o

35



grupo exposto a FSP na concentracdo de 75% ndo apresentou uma
incidéncia significativa de danos no DNA quando comparado ao grupo

controle.
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Figura 3. indice de danos no DNA em Centropomus parallelus expostos a
trés concentragdes de fracdo soluvel de petroleo (FSP), por 96 h,
acompanhados do grupo controle. * Indica diferenga significativa em relagao
ao grupo controle. Os dados estdo expressos em media * erro padrdo médio.

Ja em relagdo as analises feitas com os resultados de ID no segundo
experimento foram observadas diferengas significativas entre o grupo
exposto por sete dias (168 h) quando comparado com seu respectivo grupo
controle, e entre o grupo submetido a recuperacdo em relagdo ao seu
respectivo grupo controle (Figura 4). O trabalho mostra que uma
contaminagao de FSP na concentracédo de 50% provoca danos ao DNA e que
nao foi possivel recuperagao destes danos no tempo de sete dias, visto que o
ID do grupo exposto ndo diferiu do grupo recuperado, corroborando com os

dados observados na tabela 3, para as diferentes classes de danos.
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Figura 4. indice de danos no DNA em Centropomus parallelus expostos a
concentragcédo de 50% de fragao soluvel de petroleo (FSP), acompanhado do
seu grupo controle, por 168 h, e o grupo recuperagéo exposto também a 50%
da FSP por 168 h e, posteriormente, submetidos a uma recuperagao de igual
periodo, acompanhado do seu respectivo grupo controle. Os dados estéo
expressos em media + erro padrdo médio. Letras mailsculas indicam
diferenga significativa entre os tratamentos (controle e 50%) de um
determinado periodo (Exposigdo ou Recuperagdo). Letras minusculas
indicam diferenga significativa entre os periodos (Exposi¢cdo e Recuperagao)
para um mesmo tratamento (Controle ou 50%).

Uma observacéao interessante encontrada € que ao se comparar o ID
dos peixes expostos a FSP na concentragdo de 50%, por 96 h (primeiro
experimento — Figura 3), com o grupo exposto a mesma concentragéo por
sete dias (segundo experimento — Figura 4), ndo foi encontrada diferenga
significativa (p>0,05). O que indica que o dano n&o se intensificou ao se

prolongar o periodo de exposicéo (Figura 5).
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Figura 5. indice de danos no DNA em Centropomus parallelus expostos a
concentragcédo de 50% de frag&o soluvel de petréleo (FSP), por 96 e 168 h. Os
dados estdo expressos em media * erro padrao medio.

Ao contrario do que foi observado no presente estudo, Santos et al.
(2010) observou em Hippocampus reidi diferencga significativa em todas as
concentracdes de FSOD testadas quando comparadas ao controle, tanto em
96 como em 24 horas. E o trabalho de Vanzella et al. (2007) também
encontrou diferengas significativas neste teste ao expor Prochilodus lineatus
a 50% de FSOD por 6, 24, 96 e 360 h. Mostrando mais uma vez que o Oleo
diesel apresenta um maior potencial toxico comparado a fracdo soluvel do
petroleo. Pois o diesel € um combustivel composto de fragdes residuais do
petréleo obtido a partir de sua destilacéo. E volatil, téxico e mais viscoso que
a gasolina. Constituido basicamente por hidrocarbonetos de pesos
moleculares elevados como o enxofre que pode ser extremamente téxico em
seus diversos compostos por ser muito reativo.

A camada insoluvel do petroleo em conjunto com a parte soluvel
também pode causar mais danos do que somente a fragdo soluvel como
demostrado no trabalho de Delunardo (2010) onde o Ensaio Cometa
conseguiu detectar danos com apenas 12 horas de exposigdo, bem como
ap6s 168 horas de exposi¢ao. O autor atribuem este aumento do dano do
DNA em eritrécitos de H. reidi, em todos os periodos de exposi¢cao de
petréleo bruto, com a metabolizacdo do o6leo, que pode gerar danos
oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio (ROS) que atuou
sobre o DNA dos animais expostos e resultou nas lesdes detectadas. Neste
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mesmo estudo, o periodo de recuperagcdao de 168 h também foi tempo
suficiente para corrigir os danos genotoxico observados, o que néo foi
observado no presente trabalho. O autor relaciona esta rapida recuperacao
aos danos leves que possivelmente ocorreram ao DNA do organismo que ele
préprio foi capaz de reparar neste curto tempo de recuperagao, pois quando
a recuperacdo € lenta, indica que o organismo foi gravemente afetado,
podendo atingir ndo s6é os mais baixos niveis de organizagdo bioldgica
(molecular e bioquimica), mas também os niveis fisiologicos e morfoldgicos.
No presente trabalho esta explicacdo nao se aplica totalmente aos dados
obtidos, visto que embora n&o tenha tido recuperacédo em sete dias, os danos
severos que surgiram durante essa exposi¢do ainda ndo sao significativos
em relagdo ao controle, como pode ser observado na tabela 2 (classe 3).
Sendo assim, acredita-se que o que esta ocorrendo nos exemplares de C.
parallelus é uma lentiddo no organismo para fazer este tipo de reparo celular,
gue pode ser devida a tolerancia da espécie ao contaminante.

A classificacdo de Danos no DNA observada nos eritrécitos de
Centropomus parallelus do primeiro experimento, expostos a trés
concentragdes (25%,50% e 75%) de fracédo soluvel de petréleo (FSP), por 96
h, estd demostrada na Tabela 2. Nela observa-se exclusivamente uma
diferenca significativa na classe 0, onde o grupo 25% difere do grupo controle
e do grupo 50%, neste caso ha um predominio de células com danos em
classe 1 no grupo 25%, em contraposi¢do aos demais tratamentos onde ha
um predominio de classe 0. Observa-se ainda que a exposicdo a FSP nas
concentragbes de 25 e 50% causou danos graves no DNA (classe 3) nos
exemplares de C. parallelus, embora em baixa quantidade.

39



Tabela 2. Distribuicdo das classes de danos encontrados nos eritrocitos de
Centropomus parallelus expostos a trés concentragdes de fracdo soluvel de
petréleo (FSP), por 96 h, acompanhado do grupo controle. Os dados est&do
expressos em meédia + erro padrdo da média. * Indica diferenga significativa
dos tratamentos em relagcdo ao grupo controle.

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe3 Classe 4
Controle 57,36 +2,70 30,57+1,80 12,07 +2,36 0 0
25% 38,50 +4,11* 4536+4,14 1593+3,86 0,21+0,21 0
50% 47,50 £ 4,54* 38,93+549 12,50+2,09 1,07 £1,07 0
75% 57,64 £+2,81 3354+281 8,82+224 0 0

Com relacéo ainda a Classificagdo de Danos no DNA observados nos
eritrocitos de C. parallelus expostos a concentracéo de 50% de FSP, por 168
h, e posteriormente submetidos a uma recuperagdo de igual periodo
(segundo experimento), foi observada diferenga significativa apenas na
classe 0, onde o grupo 50% difere de seu respectivo grupo controle (Tabela
3). Neste experimento, observa-se também um predominio da classe 0 em
todos os grupos, embora observa-se neste experimento um surgimento maior
de células com danos na classe 3, maiores do que o0s observados no
experimento 1 (Tabela 2), o que nos leva a supor que exposi¢ado por um
tempo maior que 168 h comega a induzir danos graves no DNA, no entanto
ainda n&o sdo significativos a ponto de refletir no valor final do indice de
Danos (Figura 4).

Tabela 3. Distribuicdo das classes de danos encontrados nos eritrocitos de
Centropomus parallelus expostos a concentracdo de 50% de fracdo soluvel
de petroleo (FSP), acompanhado do seu grupo controle, por 168 h, e o grupo
recuperacao exposto também a 50% da FSP por 168 h e posteriormente
submetidos a uma recuperagdo de igual periodo, acompanhado do seu
respectivo grupo controle. Média + erro padrédo da média. * Indica diferenca
significativa dos tratamentos em relagdo aos seus respectivos grupos
controles.

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Controle 61,81+1,30 31,06+250 7,06+2,23 0 0
50% 48,19 +4,29* 32,31+4,22 14,81+296 4,69+245 0
Cont-Rec 54,87+3,10 33,75+4,21 11,10+3,00 0,31+0,31 0
50% -Rec  49,25+3,01* 31,31+3,73 17,25+4,81 4,52+1,60 0

40



Os nossos dados de ensaio cometa corroboram com os encontrados
por Deasi et al. (2010), onde se observou um aumento proporcional, embora
lento, nas quebras das moléculas do DNA com o aumento do periodo de
exposi¢cao. O que sugere que os efeitos nocivos do FSP foram progressivos,
possivelmente devido aos seus compostos sofrerem fotoxidacdo e se
tornarem mais toxicos.

Os danos encontrados nos animais do grupo controle dos dois
experimentos € perfeitamente normal pois podem indicar modificacdes
estruturais normais que ocorrem na molécula de DNA durante a replicacéo e
também durante colisdes aleatérias que ocorrem nos diversos processos do
metabolismo celular (Elliott e Elliott, 1997). Por isso ndo existem células sem
dano no DNA, visto que o préprio metabolismo celular pode gerar em torno
1000 lesdes diarias no DNA/célula (Gontijo e Tice, 2003).

Ao comparar os resultados do teste do micronucleo com os
encontrados no ensaio cometa verifica-se uma elevada concordancia entre
0s ensaios, com maior sensibilidade do ensaio cometa ao ja se mostrar
sensivel a exposicdo de 96 h, concordando assim com os resultados de
diversos autores (Ramsdorf, 2007; Hartmann et al., 2001; Dixon et al., 2002;
Klobucar et al., 2003). Pode-se deduzir que essa sensibilidade maior do
ensaio cometa seja decorrente da natureza do dano que cada teste detecta
uma vez que o teste do micronucleo s6 detecta danos bruscos ao DNA
(Mitchelmore e Chipman, 1998; Koppen et al., 1999) e também necessita que
as células estejam em processo de proliferagdo para sua viabilidade
(Pandrangi et al., 1995).

3.3 Histopatologia Branquial

Os poluentes causam alteragdes bioquimicas e fisioldgicas nas células
e tecidos branquiais que podem levar a histopatologias branquiais, pois
modificam a fungdo normal do orgdo (Couch e Fournie, 1993). Esse tecido é
metabolicamente muito ativo e dindmico, o que o torna extremamente
sensivel (Hinton et al., 1992). E com isso a maioria das lesdes aparece como
resultado de mecanismos de defesa ou mecanismos compensatorios
(Wendelaar Bonga, 1997).
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A estrutura normal e as histopatologias das branquias encontradas nas
laminas de Centropomus parallelus estdo apresentadas na figura 6.

Figura 6. Histopatologia em branquias encontradas em exemplares de
Centropomus parallelus (A) Estrutura branquial normal; (B) hipertrofia do
epitélio lamelar (C) Hiperplasia e fusdo de varias lamelas; (D) Descolamento
do epitélio (E) proliferagcdo de células mucosas (F) Hiperplasia e fusdo de
varias. Barra de escala = 10 um. Coloracédo = Azul de Toluidina.

As alteragbes mais frequentes encontradas no primeiro experimento,
foram as de estagio de severidade |. Tais como hipertrofia e hiperplasia do
epitélio lamelar, proliferacdo de células de cloreto e de células mucosas. Mas
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também foi observada patologia de grau de severidade Il, tal como fusdo das
lamelas (Tabela 4). As alteracées mais frequentes encontradas no segundo
experimento também foram as de estagio de severidade |, tais como
hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar e proliferacdo de células de
cloreto, porém também apresentou patologias de grau de severidade I, tais
como fusdo das lamelas e aneurisma lamelar (Tabela 5). Nao foram
encontradas alteragbes do estagio lll nos animais em nenhum dos dois
experimentos. A frequéncia e o tipo de alteracdo nas branquias dos animais

analizados estao representados pela Tabela 4 e 5.

Tabela 4. Frequéncia de alteragbes histopatolégicas encontradas nas
branquias de Centropomus parallelus expostos a diferentes concentragdes da
fragdo soluvel do petr6leo, acompanhadas do grupo controle, por 96 h.

Alteragao Estagio Controle 25% 50% 75%

Hipertrofia do epitélio lamelar I ++ ++ ++ ++

Hiperplasia do epitélio lamelar I + ++ + +

Dilatacao capilar I 0+ 0+ 0+ +

Descolamento epitelial I 0+ 0+ 0+ 0+

Proliferacao de células cloreto I + + + +
Proliferacao de células mucosas I 0+ 0+ 0
Congestao I 0 0+ 0+

Edema I 0 0 0 0+

Fusao das lamelas Il 0+ 0+ 0+ 0+

0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco frequente; ++ = frequente;
+++ = muito freqlente
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Tabela 5. Frequéncia de alteragbes histopatolégicas encontradas nas
branquias de Centropomus parallelus expostos a 50% da fragdo soluvel do
petréleo, acompanhado do seu grupo controle, por 168 h, e o grupo
recuperacao exposto também a 50% da FSP por 168 h e posteriormente
submetidos a uma recuperagdo de igual periodo, acompanhado do seu
respectivo grupo controle.

Alteragao Estagio Controle 50% Cont-Rec 50%-Rec
Hipertrofia do epitélio I ++ + + 0+
lamelar

Hiperplasia do epitélio I ++ +++ + +
lamellar

Dilatagao capilar I 0 0+ 0 0

Descolamento epithelial I 0+ 0+ 0+ 0+

Proliferacao de células I ++ + 0+ +
cloreto

Proliferacao de células I 0+ 0 + 0+
mucosas

Fusao das lamelas Il 0+ +++ 0+
Aneurisma lamellar Il 0 + 0 0

0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco frequente; ++ = frequente;
+++ = muito freqlente

As analises histolégicas das branquias de Centropomus parallelus nao
apresentaram variagdes significativas do calculo do Valor Médio de Alteragao
(VMA) entre as concentracdes testadas no primeiro experimento (Figura 7A),
e nem apos um aumento do tempo de exposicdo testado no segundo
experimento (Figura 7B). A média dos valores de VMA foi proximo de 1, o
que indica que as lesdes estavam pontualmente localizadas e, dessa forma,

o orgao teve funcionamento normal durante o experimento de 96hs.
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Figura 7. Mediana de alteragdo (VMA) em branquias de Centropomus
parallelus (A) expostos a diferentes concentragdes de petroleo, por 96 horas,
e (B) expostos a 50% da fracdo soluvel do petréleo, acompanhado do seu
grupo controle, por 168 h, e o grupo recuperagao exposto também a 50% da
FSP, por 168 h, e posteriormente submetidos a uma recuperagédo de igual
periodo, acompanhado do seu respectivo grupo controle. Os dados estédo
expressos em mediana, com interquartil maximo de 75% e minimo de 25%.

O indice de alterag&o histopatoldgica (IAH) das branquias também né&o
apresentou variagao significativa entre as concentragdes testadas no primeiro
experimento (Figura 8A). Mas ja se mostrou mais sensivel na avaliagdo das
branquias do segundo experimento, possivelmente devido ao aumento do
tempo de exposi¢cdo. Esta analise encontrou aumento significativo do IAH no
grupo exposto por sete dias quando comparado com seu respectivo grupo
controle, indicando danos leves a moderados no epitélio branquial desses
animais, conforme pode ser observado na figura 8B. Com relagdo a
recuperacado destes animais, apos a recuperagcdo observa-se uma reducao
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significativa dos danos quando comparado com o grupo que foi exposto a
50% da FSP (Figura 8B). Estes dados s&o corroborados com o fato de que o
grupo recuperado nao difere significativamente de seu respectivo grupo
controle.

Esta analise também evidenciou que as lesbes causadas pela FSP
nas branquias dos animais expostos, aumentam com o tempo de exposicao,
visto que a média dos danos observados nos animais expostos a 50% de
FSP por 168h (Figura 8B) € bem superior a média dos animais expostos na
mesma concentragado de FSP por apenas 96h (Figura 8A).
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Figura 8. indice de alteragdo histopatolégica (IAH) em branquias de
Centropomus parallelus (A) expostos a diferentes concentragdes de petroleo,
acompanhado do grupo controle, por 96 h e (B) expostos a 50% da fragao
soluvel do petroleo, acompanhado do seu grupo controle, por 168 h, e o
grupo recuperagao exposto também a 50% da FSP por 168 h e
posteriormente submetidos a uma recuperacdo de igual periodo,
acompanhado do seu respectivo grupo controle. Letras maiusculas indicam
diferenga significativa entre os tratamentos (controle e 50%) de um
determinado periodo (Exposigdo ou Recuperagdo). Letras minusculas
indicam diferenga significativa entre os periodos (Exposi¢cdo e Recuperagao)
para um mesmo tratamento (Controle ou 50%). Os dados estdo expressos
em mediana, com interquartil maximo de 75% e minimo de 25%.

De uma forma geral, as alteragbes encontradas no presente estudo
das branquias de C. parallelus nas concentragbes testadas nos dois
experimentos sdo classificadas como moderadas e podem néo ter inferido

nas fungdes essenciais desempenhadas por este orgdo dependendo de seu
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grau de frequéncia e de sua distribuicdo (Bernet et al., 1999). Estas
alteracbes estruturais encontradas nao sdo especificas para exposi¢des ao
petroleo, tais alteracbes podem também ser observadas em peixes expostos
a diversos tipos de contaminantes (Fanta et al., 2003; Martinez et al., 2004;
Figueiredo-Fernandes et al., 2007; Simonato et al., 2008; Camargo et al.,
2009). Essas alteragbes tratam-se de um mecanismo protetor, que pode
resultar em reducdo da superficie respiratoria e em um aumento da distancia
de difusdo poluente-sangue (Black e McCarthy, 1990), dificultando assim o
funcionamento normal do org&o e, por isso, se tornam patologias.

Nossos dados corroboram também com os encontrados no trabalho de
Shiogiri et al. (2012) onde as alteragbes encontradas evidénciam a presenga
de respostas de defesa do organismo em presenga de contaminantes, tais
como a hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar, edema e proliferacao das
células mucosas (Cerqueira e Fernandes, 2002; Mallat, 1985) e indicam a
toxicidade moderada do contaminante.

Delunardo (2010) também encontrou em seu trabalho com
Hippocampus reidi exposto ao petréleo bruto, danos leves que nao
representam um risco a sobrevivéncia dos individuos porque os danos
apresentados se mostraram esporadicos e reversiveis. No entanto, ele diz
que os individuos que tém essas alteracdes se tornam mais vulneraveis uma
vez que tem a capacidade de oxigenagao do sangue reduzida. Neste mesmo
trabalho, o grupo recuperagdo nao exibiu uma redugéo significativa nas
frequéncias de alteragbes histopatologicas em relagdo ao grupo exposto ao
poluente durante 96 h, revelando que um periodo de sete dias livre do
poluente ndo foi suficiente para inverter os danos, diferentemente de nossos
resultados onde ja se encontrou uma restauragao do tecido da branquia dos
animais expostos no segundo experimento.

A histopatologia branquial entdo pode ser um biomarcador importante
na avaliagdo de exposi¢gdes mais prolongadas, superiores a 168 h, como
demostrado no trabalho de Spies et. al. (1996), medindo a exposi¢cao de
hidrocarbonetos em Hypsurus cary e Rachochilus toxodes no Canal de Santa
Barbara (um local de escoa superficial natural de petréleo), que encontrou
lesbes branquiais relativamente graves. Sendo duas vezes mais frequentes

dos que em seus locais de referéncia. Mas ndo se mostrou eficiente na
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avaliacdo com menores tempos de exposicdo como observado no primeiro

experimento deste trabalho.
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4. CONCLUSOES

* A FSP causa danos genotoxicos nos exemplares de C. parallelus
principalmente no nivel de danos do DNA, visto que n&o foi
identificada uma reparagcao destes danos apds a exposicdo a FSP em

50% em sete dias.

* Os danos histopatolégicos ocorrem apds uma exposicdo mais
prolongada ao contaminante e por serem danos leves a moderados
foram passiveis de recuparagcdo em sete dias nos exemplares de C.
parallelus.

¢ (Considerando os resultados obtidos com os encontrados na literatura o

C. parallelus pode ser considerada uma espécie moderadamente

tolerante a frac&o soluvel do petrdleo.
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CAPITULO 2
AVALIAGAO DOS EFEITOS DO PETROLEO BRUTO EM
Centropomus parallelus (ROBALO PEVA)
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RESUMO

Avaliacao dos efeitos do petréleo em Centropomus parallelus (robalo
peva)

O petréleo e seus derivados possuem uma complexa mistura de varias
substancias que podem causar lesbes no material genético e na estrutura
celular. Devido ao historico de acidentes pode-se perceber que a seguranga
das operacgdes de exploragdo ainda é fragil oferecendo graves riscos
ambientais. Com isso o objetivo deste trabalho foi o de avaliar através de
respostas genotoxicas e histopatolégicas os efeitos da exposicdo de
exemplares de Centropomus parallelus a duas concentragdes de petroleo
bruto por 96 h. O experimento foi realizado utilizando duas concentragdes de
petréleo (10 and 20ml/L) e um controle (O ml/L) com um numero amostral de
sete animais (15,5 £ 3,90g e 11,85 £ 1,06 cm) para cada tratamento. As
respostas genotdxicas foram avaliadas por meio do Teste do Micronucleo e
do Ensaio Cometa, com eritrécitos sanguineos, e as respostas
histopatolégicas foram avaliadas semi quantitativamente (Valor Médio de
Alteragdo - VMA e indice de Alteracdes Histopatoldgicas - IAH) e por meio de
imunohistoquimica (quantificacdo de células cloreto) nas branquias dos
animais. Os resultados encontrados na avaliagao das alteragbes genotoxicas
(teste do micronucleo e danos no DNA) ndo foram significativos nos
exemplares expostos ao petroleo, por 96 h, comparados ao grupo controle. E
dentre as avaliagdes histopatoldgicas as alteragées mais frequentes foram as
de estagio de severidade |, tais como hipertrofia e hiperplasia do epitélio
lamelar, descolamento epitelial, proliferacdo de células de cloreto e de células
mucosas e edema. Algumas patologias de grau de severidade Il também
foram observadas, como fusdo das lamelas e ruptura epitelial. J& na analise
de imunohistoquimica foi observada diferenca significativa na proliferagao de
células de cloreto no epitélio da lamela (CCL) dos animais expostos a 10 m/L
de petréleo bruto em relacdo ao controle. Em virtude desses resultados,
sugere-se que os exemplares de C. parallelus com porte maior sdo mais
tolerantes do que animais menores e em fases iniciais de vida, e também que
a dose e o tempo testados foram insuficientes para causarem danos
significativos em exemplares maiores de Centropomus parallelus.

Palavras-chave: Peixes, contaminante, genotoxicidade, histopatologia, teste
do micronucleo, danos no DNA, células cloreto.
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ABSTRAT

Assessment of the effects of crude oil on Centropomus parallelus

The petroleum and its derivatives have a complex mixture of substances that
can cause damage to the genetic material and cell structure. Due to historical
accident can be seen that the safety of mining operations is still fragile
offering serious environmental risks. Therefore, the objective of this study was
to evaluate responses through genotoxic and histopathological effects of
exposure to Centropomus parallelus in two concentrations of crude oil for 96
h. The experiment was performed using two concentrations of oil (10 and
20ml/L and a control (0 ml/L) with a sample size of seven animals (15.5 £ 3.90
and 11.85 + 1.06 g cm) for each treatment. Genotoxic responses were
evaluated using the micronucleus test and the Comet assay, with erythrocytes
blood, and histopathological responses were evaluated semi quantitatively
(Mean Value Change - MVC Index and histopathological changes - IHC) and
by immunohistochemistry (quantification cells chloride) in the gills of the
animals. The findings in the assessment of genotoxic changes (micronucleus
test and DNA damage) were not significant in specimens exposed to crude
oil, for 96 h, compared to the control group. And from the reviews
histopathological changes were more frequent in stage | severity, such as
hypertrophy and hyperplasia of the lamellar epithelium, epithelial detachment,
chloride cells proliferation and mucous cells and edema. Some pathologies of
severity |l were also observed, as a fusion of lamellae and epithelial
disruption. In the analysis of immunohistochemistry was no significant
difference in cell proliferation in the epithelium of the lamella chloride (CCL) of
animals exposed to 10 m/L of crude oil in relation to the control. In view of
these results, it is suggested that C. parallelus with larger size are more
tolerant than smaller ones and in early stages of life, and also that the dose
and time tested were insufficient to cause significant damage in larger
specimens of Centropomus parallelus.

Keywords: Micronucleus test, Comet assay, DNA damage, histopathological
damage, cell chloride, contaminant.
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1. INTRODUCAO

A expangao das economias globais, o aumento da populagdo, e uma
melhoria no padrdo de vida em todo o mundo resultaram em uma busca
crescente de combustiveis fosseis, principalmente com a crescente demanda
de combustiveis para o transporte. Tal uso indiscriminado, no entanto, de
qualquer substancia podera gerar, inevitavelmente, acidentes e emissodes
intencionais (National Research Council, 2003), que podem causar danos
sérios e até mesmo irreversiveis ao meio ambiente. Além dos efeitos fisicos
dos derrames, a toxicidade de muitos de seus compostos individuais é
significativa, mesmo em pequenas quantidades. Os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos conhecidos pelo seu potencial
carcinogénico em humanos, sendo encontrados em proporgdes variaveis
tanto no petréleo bruto como em seus derivados refinados e séo
considerados os componetes mais toxicos do petréleo bruto (National
Research Council, 2003; McAuliffe, 1987).

Formas de minimizar os riscos para 0 meio ambiente exigem uma rica
compreensao de como os langcamentos de petroleo podem afetar o ambiente
e principalmente os organismos ali presentes. Por isso orgdos ambientais
federais e estaduais devem trabalhar junto as industrias para aumentar os
esforgos em promover técnicas de extragdo que minimizem emissdes
acidentais ou intencionais de petréleo para o meio ambiente (National
Research Council, 2003). Além desses esforgos, o biomonitoramento dessas
areas pode ser uma ferramenta importante para evitar danos graves ao
ambiente.

Dentre os organismos empregados como sentinelas, os peixes reunem
caracteristicas que os tornam excelentes modelos experimentais para
estudos de toxicologia aquatica, pois alertam sobre o perigo potencial de
novas substancias quimicas ou para a possibilidade de poluicdo ambiental e
podem indicar o potencial de exposicdo das populacbes humanas a
substancias genotdxicas presentes na agua (Vanzella et al., 2007). Além dos
peixes serem indicadores do potencial de poluigdo do ambiente também sé&o
importantes veiculos para a transferéncia de contaminantes para as

popula¢des humanas (Al-Sabti e Metcalfe, 1995).
60



Varias técnicas de citogenética como o Teste de Micronucleo e o
Ensaio Cometa sao utilizadas rotineiramente para monitorar os efeitos dos
poluentes nos ecossistemas aquaticos por meio dos bioinicadores
(Kirschbaum et al., 2009; Vanzella et al., 2007). Estes testes genotoxicos e
outros podem ser utilizados para avaliagdes tanto in vitro como in vivo
(Cavas, 2008; Cavas e Ergene-Gozukara, 2003; 2005). O Teste do
Micronucleo e o Ensaio Cometa com eritrocitos sanguineos ganharam
popularidade em relacdo a outros ensaios genotoxicos basicos na
investigacdo de toxicidade aquatica, devido a sua sensibilidade, simplicidade
e confiabilidade para a deteccdo de danos no DNA (Al-Sabti e Metcalfe,
1995; Anbumani e Mohankumar, 2012; Bopp et al, 2008).

As branquias também podem servir de base para importantes
mecanismos de avaliagdo uma vez que sao a maior fracdo da superficie total
do corpo, que esta em contato direto com a agua (Hughes, 1984). E é o
primeiro alvo dos poluentes por ser a porta de entrada deles no organismo
(Perry e Laurent, 1993; Playle et al., 1992). Estudos histopatologicos de
branquias, realizados em laboratério e em campo, provaram que esta € uma
ferramenta sensivel para detectar efeitos toxicos diretos de compostos
quimicos (Schwaiger et al, 1997; Au, 2004; Ayas et al, 2007; Yasser e Naser,
2011).

Portanto o objetivo desta pesquisa foi avaliar as alteracbes causadas
em exemplares da espécie de peixe Centropomus parallelus exposta a duas
concentracdes de petréleo bruto, pelo periodo de 96 h. Os efeitos desta
exposicao foi avaliada através de respostas genotdxicas (Ensaio Cometa e
Teste do  Micronucleo) e  histopatologicas  (histopatologia e

imunohistoquimica).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aquisi¢ao e aclimatagao dos peixes

Os exemplares de Centropomus parallelus (15,5 + 3,90g e 11,85 +
1,06 cm) foram adquiridos em uma estacdo de criagdo localizada no
municipio de Sao Mateus, ES. Os peixes foram mantidos em tanques de
polietileno de 320 L, com aeragao constante, no Centro Universitario Norte do
Espirito Santo (CEUNES). A agua doce de origem de pogo foi trocada uma
vez por semana e foi oferecida ragdo comercial uma vez ao dia para os
animais. Apo6s 30 dias de aclimatacdo, o lote de peixes saudaveis foi

selecionado para o experimento.

2.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em uma casa de vegetagcdo do CEUNES
onde foram utilizados seis tanques de polietileno com capacidade para 310 L.
Foram realizados 3 tratamentos: sem contaminante (controle); 10 e 20 ml/L
de petroleo bruto, com duas repeticdes cada. Sete exemplares de C.
parallelus foram transferidos para cada tanque experimental (120 L), dotados
de aeracdo constante, 24 h antes do inicio dos experimentos, para que
houvesse aclimatacido dos mesmos.

A agua utilizada nos experimentos foi proveniente de poco do
CEUNES e as caracteristicas fisico-quimicas foram mantidas constantes
durante todo o periodo experimental: temperatura= 22,7 + 0,12°C, oxigénio=
7,95 £ 0,25 mgO2/L, pH= 6,45 + 0,14, condutividade= 85,0 + 2,29 ys/cm e
amoénia= 0,39 £ 0,32 mg/L . E o petrdleo utilizado foi doado pela empresa
brasileira de petrdleo - Petrobras®, com caracteristicas de leve a levissimo,
proveniente da Bacia do Espirito Santo

2.3 Coleta de sangue e tecido

Ao término dos experimentos, os animais foram anestesiados com
solugdo de Benzocaina 0,1 g/L e o sangue foi coletado por pungdo da veia
caudal, com a utilizagdo de seringas heparinizadas, e transferido para
microtubos, mantendo-o sempre em gelo fundente. O sangue foi usado nas

analises do Ensaio Cometa e do Teste do Micronucleo. Imediatamente apos
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a coleta do sangue, os animais foram sacrificados por meio de secgao
cervical, de acordo com Winkaler et al. (2007), para retirada dos arcos
branquiais, que foram conservados em formol 4% para analises

histopatoldgicas e imunohistoquimicas.

2.4 Teste do micronucleo

O sangue foi coletado e gotejado sobre uma lamina para a realizagéo
de extensdes sanguineas. Apos seca foi submetida a um banho de 30
minutos em Metanol P. A. (100%) para fixagdo. Sendo coradas em seguida
com uma solugao de Giemsa 5% por 40 minutos; lavada posteriormente com
agua destilada e seca em temperatura ambiente, como descrito por Grisolia
et al. (2005). Depois de seco, o material foi observado em microscopio optico,
1000 células sanguineas (eritrocitos) por lamina foram contadas para a
quantificacdo dos micronucleos presentes. Foram contadas 2 duas laminas

para cada peixe.

2.5 Ensaios Cometa

A analise de fragmentos de DNA foi realizada utilizando ensaio cometa
alcalino e coloragdo com nitrato de prata modificado de Tice et al., (2000) e
Andrade et al., (2004). O método consiste na deteccdo de fragmentos de
DNA em microgel de agarose. Para isso ldminas de microscopia, duas para
cada exemplar, foram previamente cobertas com agarose 1,5% (1,80 g de
agarose e 120 ml de tampao fosfato alcalino, pH 7,4). As amostras de sangue
foram diluidas 20 vezes em tampé&o fosfato e posteriormente, 10 ul do sangue
diluido foi misturado com 100 ul de agarose low melting (0,15 g de agarose
em 20 ml de tampao fosfato alcalino, pH 7,4) a 40°C. Em seguida foram
colocadas sobre as laminas com pré-cobertura e recobertas com laminulas
para que o gel se espalhesse uniformemente até solidificar. Apds a retirada
das laminulas, os slides foram colocados na solugéo de lise (146,1 g NaCl
(2,5 M), 37,2 g EDTA (100 mM), 1,2 g de Tris (10 mM), 1 litro de agua
destilada e o pH da solugéo foi ajustado para 13 com NaOH e no momento
do uso foram adicionados 1% de Triton X-100 e 10% DMSO) por no minimo 2
h, em geladeira e protegidos da luz. Depois da lise as laminas foram
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colocadas em cuba eletroforética e mergulhadas em tamp&o eletroforético
(300 MM NaOH e 1 mM EDTA em pH>13) por 20 min. Em seguida foi
realizada a corrida eletroforética em 25 V e 300 mA por 15 min. Apos esta
etapa as ldminas foram neutralizadas com tampé&o Tris (48,5 g de Tris em 1
litro de agua destilada) durante 5 minutos por trés vezes e sendo lavadas
com agua destilada por duas vezes. As laminas foram secas por 2 h a 37°C.
ApoOs esse periodo as laminas foram fixadas em solugéo fixadora (15% de
acido tricloacetico, 5% de sulfato de zinco (heptahidratado), 5% de glicerol e
1 litro de agua destilada) por 10 minutos. Apos esta etapa as laminas foram
lavadas por trés vezes com agua destilada e secas por 2 h a 37°C. Depois de
secas as laminas foram hidratadas por 5 minutos com agua destilada e
coradas com solucéo de coloragdo com prata (66 ml da solugdo de carbonato
de calcio (12,5 g de carbonato de calcio para 250 ml de agua) e 34 ml da
solugédo de nitrato de prata (50 mg de nitrato de prata, 50 mg de nitrato de
amoénio, 250 mg de acido tungstosalicilico e 125 ul de formaldeido) por 15
minutos a 37°C. Depois de coradas as ldminas foram lavadas por trés vezes
com agua destilada e entdo submersas por 5 min. em solugdo stop (acido
acético 1%). Passado os 5 minutos de reagcdo foram novamente lavadas por
trés vezes e secas em temperatura ambiente.

Os danos no DNA foram medidos e classificados posteriormente de
acordo com o tamanho da cauda em 4 classes: classe 0 — ndo apresenta
cauda (classe sem danos); classe 1 — cauda € menor que o didametro do
nucleo (poucos danos); classe 2 — cauda com variagdo de comprimento de 1x
a 2x o didametro do nucleo (danos médios); classe 3 — cauda maior que 2x 0
didmetro do nucleo (danos extensivos); classe 4 — auséncia de um nucleo
principal - presengca apenas de fragmentos do DNA (apoptose da célula)
(Grazeffe et al., 2008). Os resultados foram expressos em porcentagem para
cada classe. O indice de danos (ID) analisado pelo teste cometa foi avaliado
utilizando a somatdria do numero de células danificadas multiplicado pelo
valor da classe de dano (0 a 4). Esses valores demonstram os Danos
apresentados nos tratamentos de acordo com Heuser et al. (2008).
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2.6 Histologia Branquial

Para a observacdo de possiveis histopatologias branquiais as
amostras das branquias foram coletadas e fixadas em formol 4% foram
desidratadas em bateria crescente de alcoodis e incluidas em methacrilato
(Historesina Leica). Cortes ndo seriados de 3,5 ym de espessura foram
realizados para a confecgao das laminas, os quais foram corados com Azul
de Toluidina e posteriormente analisados em microscopio de luz. A
ocorréncia de alteragdes histopatologicas nos o6rgdos foi avaliada semi-
quantitativamente de duas formas: a) Calculo do Valor Médio de Alteragao
(VMA), com base na incidéncia de lesbes, de acordo com Schwaiger et al.
(1997). Para tanto, atribuiu-se um valor numérico para cada animal conforme
a escala: grau 1 (auséncia de alteragdes histopatoldgicas), grau 2 (ocorréncia
de lesbes pontualmente localizadas) e grau 3 (lesbes amplamente
distribuidas pelo 6rgéo); b) Calculo do indice de Alteracdes Histopatolégicas
(IAH), com base na severidade de cada lesdo (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic,
1994). Para tanto, as alteragcbes foram classificadas em estagios
progressivos quanto ao comprometimento das fungdes teciduais (Tabela 1):
alteragdes de estagio |, que ndo comprometem o funcionamento do tecido; de
estagio Il, mais severas e que prejudicam o funcionamento normal do 6rgéo;
e de estagio lll, muito severas e irreversiveis. Um valor de |AH foi calculado
para cada animal através da formula: IAH = 10° 2/ + 10" 2/l + 102 2/ll, sendo
[, Il e lll corresponde ao numero de alteragbes de estagio I, Il e I,
respectivamente. Os valores de |IAH entre 0 e 10 indicam um funcionamento
normal do o6rgéo; valores entre 11 e 20 indicam danos de leves a moderados
no orgéo; valores entre 21 e 50 indicam danos de moderados a severos e

valores maiores que 100 indicam danos irreparaveis no tecido.
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Tabela 1. Classificagdo das alteragbes histopatoldgicas quanto aos estagios
de comprometimento da fung&o branquial.

Estagios
| il 1]
Hipertrofia do epitélio lamelar Fusao total das lamelas Necrose
Hiperplasia do epitélio lamelar Aneurisma lamelar
Congestao vascular Ruptura epitelial

Dilatagao do canal marginal
Descolamento epitelial
Constricao do sistema de células
pilares
Proliferacao de células-cloreto
Proliferacao de células mucosas
Fusao parcial das lamelas
Edema

2.7 Células de cloreto (CC)

Para a determinacdo do numero de CC nas branquias foi utilizada a
técnica de imunohistoquimica especifica para a enzima Na'/K'-ATPase. As
amostras de branquias que foram coletadas e fixadas em formol 4% foram
desidratadas em séries graduais alcodlicas, diafanizadas em xilol e incluidas
em parafina. Cortes histologicos longitudinais de 6 ym de espessura foram
montados em |&minas e a parafina removida utilizando banhos consecutivos
de xilol. Apds hidratagdo com agua, as laminas foram lavadas duas vezes por
10 minutos em solugéo 0,1% TBS-T (TBS 0,1% e 1 ml de triton. pH=7,3-7,4).
Para o bloqueio de ligagbes né&o-especificas, as laminas foram incubadas
durante 20 minutos em 20% de “normal goat serum” (NGS) diluido em TBS-T
(200 pL NGS em 1000 pl de TBS-T) diluido (100 ml de TBS em 900 ml de
agua destilada). Em seguida, as laminas foram incubadas com o primeiro
anti-corpo (alfa 5) — Na-ATPase diluido em 0,1% TBS-T (1 parte de Na-
ATPase: 300 partes de tampao) “overnight” em camara de incubagao umida.
Logo apds, as laminas foram lavadas duas vezes durante 10 minutos em
TBS-T diluido e escorridas para a incubagdo do segundo anticorpo Goat
Antimouse (GAM) - aliquotas de 1:150 diluidas com 1500 pl de tamp&o TBS-
T - durante 1 hora em camara umida. O processo de lavagem das laminas foi
repetido para a incubagdo com Peroxidase Anti-peroxidase (PAP)/mouse
(aliquotas de 2,5 pl diluidas em 2000ul de tampdo TBS-T), onde foram

incubadas durante 1 hora em cadmara umida. As laminas foram lavadas duas
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vezes por 10 minutos em solucédo 0,1% de TB para a coloragdo com 3-3’-
diaminobenzidina (DAB-Ni e H202). Foram pesados 0,050 g de DAB e
diluido em TB (0,1%), onde foi adicionado 0,5 g de Sulfato niquel amoniacal e
agitado até que o DAB e o Sulfato niquel amoniacal fossem dissolvidos, a
solugéo foi filtrada e no momento as laminas foram imersas na solugdo de
DAB + Sulfato niquel amoniacal e adicionado 30 ul H20,. As laminas ficaram
sob imersao durante 6 minutos para as duas espécies. Para interromper a
reagdo, as laminas foram lavadas em agua destilada duas vezes por 10
minutos em cuba de vidro sobre agitador magnético. Logo apds seguiu-se o
processo de desidratagao das laminas até xilol e as mesmas foram montadas
para observagdo em microscopio de luz. Apés a montagem, as laminas foram
analisadas utilizando um microscoépio de luz Olympus BX com uma camara
de video acoplada a um computador que contém um software (Motic Images
Plus 2.0 ML).

2.8 Analises estatisticas

A normalidade dos dados foi testada através do teste estatistico
Kolmorgorov-Smirnov. Para as diferencas encontradas entre as
concentragbes (10 e 20 ml/L de petrdleo bruto) em relacdo ao seu grupo
controle foi determinada por Kruskal-Wallis, uma Anova e teste de Dunnet’s
(p<0,05). Com execdo dos dados obtidos no ensaio cometa onde foi
realizado uma Anova e um teste de Dunnet’s (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste do Micronucleo
N&o foi observado nas células eritrociticas um aumento significativo da
frequéncia de micronucleos nos individuos expostos ao petrdleo em relagao

ao grupo controle (Figura 1).
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Figura 1. Frequéncia de Micronucleos Eritrocitarios de Centropomus
parallelus expostos a duas concentragdes (10 e 20 ml/L ) de petrdleo bruto,
por 96 h, comparados ao grupo controle. Os dados estdo expressos em
mediana, com interquartil maximo de 75% e minimo de 25%.

Possivelmente, esses resultados nao significativos encontrados para
esta analise em exemplares de C. parallelus se devam a baixa concentracao
do contaminante testado (10 e 20 ml/L) e também ao baixo tempo de
exposicao. Esta consideracdo é reforcada com os resultados obtidos por
Cavas e Ergene-Gozukara (2005), ao avaliarem os efeitos de um efluente de
uma refinaria de petréleo em exemplares de Oreochromis niloticus. Os
autores observaram que este efluente provoca aumento significativo nas
frequéncias MN em eritrocitos apenas em doses mais elevadas (10 e 20%
v/v), sem haver alteragbes na dose mais baixa (5 % v/v) entre 3 e 6 dias,
vindo a apresentar diferenga significativa apenas no nono dia. De acordo com
Manna et al. (1985) e Das e Nanda (1986) a indugdo de micronucleos em

eritrocitos de sangue de peixes depende do tempo de exposigao dos mesmos
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as substancias testadas, uma vez que este tipo de teste se mostra mais
expressivo apds uma exposigao aguda em altas concentragdes ou com maior
duragao de tempo em doses mais baixas, levando até mesmo as células a
apoptose (Anbumani e Mohankumar, 2012).

Outro motivo que deve ser levado em consideragcédo para explicar os
resultados obtidos é com relagédo a sensibilidade do Centropomus parallelus.
O trabalho realizado por Rodriguez-Cea et al. (2003) com diferentes espécies
de peixes, Salmo trutta, Anguilla anguilla e Phoxinus phoxinus, mostra que
elas apresentam diferentes niveis de sensibilidade a este biomarcador,
resultando em diferentes respostas. Com isso sua pesquisa em ecossistemas
de agua doce com diferentes niveis de poluicdo mostra que algumas
espécies podem viver em locais poluidos e ndo apresentar maiores meédias
de micronucleos do que aquelas que estdo em sistemas limpos, assim como
observado em nosso trabalho.

Barsiene et al. (2006) reforca esta idéia mostrando em seu trabalho
diferencas inter-especificas e inter-tecidos nas respostas de peixes expostos
ao petréleo bruto. Os eritrécitos maduros do sangue ndo s&o células em
divisdo e uma vez que o MN pode surgir apds a divisao celular a realizagao
deste teste no sague periférico, embora de baixo custo e de facil analise, se
apresenta desvantajosa ao apresentar uma baixa resposta a exposigao de
agentes genotoxicos (Barsiene, et al. 2006). Esta diferenga inter-especifica
pode estar relacionada com a capacidade de cada espécie ciclar e eliminar
suas ceélulas sanguineas danificadas, ndo acumulando assim células
micronucleadas. E ainda ndo se sabe ao certo qual a propor¢ao de
eritroblastos danificados que poderdao aparecer no sistema circulatério
durante o tempo de exposigcdo e nem qual o grau de reparo do DNA para
cada espécie (Buschini et al., 2004). Alguns traballhos mostram também que
a utilizacao de células branquiais na realizacido do teste do MN pode ser mais
sensivel (a indugdo de micronucleo) do que a utilizagdo de eritrocitos
sanguineos, pois as branquias estdo mais diretamente expostas ao
contaminante (Cavas, 2008; Cavas e Ergene-Gozukara, 2003, 2005; Hayashi
et al, 1998), ou até mesmo células renais, pois s&o responsaveis pela
metabolizagdo de xenobidticos (Al-Sabti e Metcalfe, 1995).
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3.2 Ensaio Cometa
A andlise do indice de Danos no DNA (ID) ndo apresentou diferenca
significativa nos exemplares jovens de C. parallelus expostos a 10 e 20 ml/L

de petroleo bruto, por 96 h, quando comparados ao grupo controle (Figura 2).
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80+ —
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Figura 2. indice de danos no DNA em Centropomus parallelus expostos a
duas diferentes concentragdes (10 e 20 ml/L) de petroleo bruto, por 96 h,
acompanhado do grupo controle (sem contaminante). Os dados estdo
expressos em média + erro padrao da média.

A andlise de indice de Danos no DNA em eritrécitos embora seja
sensivel para varios contaminantes e em diversas espécies (Aas et al., 2000;
Negreiros et al., 2011; Taban et al., 2004) outros trabalhos, assim como o
presente, ndo apresentaram alteragdes significativas. O trabalho realizado
por Roy et al. (2003), ndo encontrou diferengas significativas com o teste
cometa ao analisar eritrocitos sanguineos de peixes expostos a fragbes de
sedimento contaminado por hidrocarbonetos. Mas encontrou diferenga
significativa ao analisar o DNA de células hepaticas com o mesmo teste.
Mostrando assim a maior sensibilidade do teste na utilizacido de células
hepaticas, o que pode ser uma alternativa para avaliagbes como a deste
trabalho (com baixas concentragbes e com pouco tempo de exposi¢do) uma
vez que a analise dos eritrocitos sanguineos ndo se mostrou sensivel o

suficiente, tornando-se assim inadequada.
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A Distribuicdo de Danos no DNA em classes observados nos
eritrocitos de Centropomus parallelus expostos as duas concentragdes (10 e
20 ml/L) de petréleo bruto, por 96 h, ndo aumentou significativamente em
nenhuma das classes de danos em relagdo ao grupo controle (Tabela 2). O
que se observa na distribuicdo de danos por classes € um predominio das
classes 0 e 1 em todos os tratamentos, ndo havendo danos mais graves nos
nucleoides dos exemplares jovens de C. parallelus, ndo modificando assim a

porcentagem de células sem dano (classe 0) comparados ao controle.

Tabela 2. Distribuicdo das classes de danos no DNA encontrados nos
eritrocitos de Centropomus parallelus expostos a duas concentragdes (10 e
20 ml/L ) de petréleo bruto, por 96 h, acompanhado do grupo controle (sem
contaminante). Os dados estdo expressos em média + erro padrdo da meédia.

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe3 Classe 4
Controle 39,36 +2,68 4950+3,05 10,05+2,03 1,09+0,58 0
10ml/L 41,86+3,72 48,71+3,50 750+224 1,93+1,49 0
20ml/L 37,04 +£3,70 50,59+5,17 10,09+1,59 2,27 +1,23 0

Brown e Steinert (2003), também concluem que o sangue pode ter
sido uma ma escolha para avaliar os danos do DNA, uma vez que outros
estudos encontraram uma boa resposta ao se avaliar os danos ao DNA nas
células do figado (Roy et al, 2003). Esta diferenca pode estar relacionada
com a maior facilidade que o sangue tem em ciclar suas células,
diferentemente do figado.

Além disso, possivelmente, a falta de diferengca significativa no
presente trabalho se deva a baixa concentracdo de contaminante utilizada ou
ao curto periodo de exposi¢ao e, principalmente, a tolerancia do organismo
teste a este contaminante. Visto que ao se trabalhar com espécies mais
sensiveis como € o0 caso do Hippocampus reidi observa-se resultados
significativos mesmo durante exposi¢des ao petréleo mais curtas (8h e 12h)
(Negreiros et al., 2011; Delunardo, 2010) ou mesmo em baixa concentragdes
(10ml/L) como foi observado por Delunardo (2010).
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3.3 Histopatologia Branquial

As alteragdes mais frequentes encontradas no experimento, foram as
de estagio de severidade |, tais como hipertrofia e hiperplasia do epitélio
lamelar, descolamento epitelial, proliferacdo de células de cloreto e de células
mucosas e edema. Mas também se mostrou presente patologias de grau de
severidade Il, tal como fusdo das lamelas e ruptura epitelial (hemorragia).
N&o foram encontradas alteragbes do estagio lll nos animais testados. A
frequéncia e o tipo de alteragdo nas brénquias dos animais analizados estao

representados pela Tabela 3.

Tabela 3. Frequéncia de alteragbes histopatolégicas encontradas nas
branquias de Centropomus parallelus expostos a duas diferentes
concentragdes (10 e 20 ml/L) de petroleo bruto por 96 h, acompanhado de
grupo controle.

Alteragao Estagio Controle 10 20
Hipertrofia do epitélio lamelar I + + ++
Hiperplasia do epitélio lamellar I 0+ 0+ ++
Dilatagao capilar I 0 0 0+
Descolamento epithelial I + 0 0+
Proliferagao de células cloreto I 0+ + ++
Proliferagao de células mucosas I 0+ 0 +
Edema I 0+ 0 +
Fusao das lamelas Il 0 0+ +
Aneurisma lamellar Il 0 + 0

0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco frequente; ++ = frequente;
+++ = muito frequente.

A analise histologica das branquias de C. parallelus do experimento
nao apresentou diferenga significativa (p>0,05) no Calculo do Valor Médio de
Alteracdo (VMA) dos grupos expostos em relagdo ao grupo controle (Figura
3A). Uma vez que a média dos valores de VMA ficou proxima de 1 e as
lesbes se mostraram pontualmente localizadas, com isso o d&rgéo
possivelmente apresentou funcionamento normal mesmo apds a exposi¢cao

ao contaminante testado.
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Com relagdo ao indice de alteragdo histopatoldégica (IAH) das
branquias (Figura 3B) também nao foi observada variagéo significativa entre
as concentragdes testadas no experimento. Mostrando que possivelmente o
tempo de exposicdo se mostrou pequeno para provocar alteragdes

histopatolégicas nas branquias dos animais avaliados.
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Figura 3. (A) Valor médio de alteracdo (VMA) e (B) indice de alteragéo
histopatolégica (IAH) em branquias de Centropomus parallelus expostos a
duas diferentes concentragdes (10 e 20 ml/L de petréleo bruto, por 96 h,
acompanhado do grupo controle. Os dados estdo expressos em mediana,
com interquartil maximo de 75% e minimo de 25%.

No presente estudo, os animais testados apresentaram hipertrofia e
hiperplasia do epitélio lamelar que sdo exemplos de mecanismos de defesas
contra o agente toxico, impedindo que o agente toxico penetre no organismo
(Paulino, 2011). Entretanto, esses mecanismos aumentam a distancia agua-
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sangue e podem dificultar o funcionamento normal do orgado (Mallat, 1985;
Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994; Fernandes e Mazon, 2003). A
hiperplasia, em especial, tende em diminuir os espacgos interlamelares,
podendo levar a fus&do parcial ou total das lamelas, na tentativa de reduzir o
contato do epitélio branquial com o agente estressor (Paulino, 2011).
Reduzindo assim a superficie respiratéria, devido ao desaparecimento das
lamelas (Rajbanshi e Gupta, 1988).

Este trabalho encontrou pouca fusdo lamelar nas branquias de C.
parallelus, mas ela se mostrou frequentemente crescente de acordo com o
aumento da concentragdo do contaminante utilizado (Tabela 3), assim como
no trabalho de Abdel-Moneim et al. (2012), mostrando o trabalho de defesa
do sistema circulatorio em resposta a contaminagao do poluente.

O trabalho de Onwumere e Oladimeji (1990), com efluente de uma
refinaria de petréleo nas concentragdes 20, 40, 60, 80, e 100%, por 96 h,
mostra que a branquia € o melhor orgdo para avaliagbes histopatologicas
quando comparada ao figado e aos rins. Assim como os resultados do
trabalho de Delunardo (2010) e Negreiros et al. (2011) também mostram que
a exposigao ao petroleo bruto, a uma concentragdo semelhante a testada no
presente trabalho, ndo € suficiente para induzir modificagdes significativas no
epitélio bréanquial. No entanto, estes resultados estdo possivelmente
relacionados com o periodo de exposi¢gdo dos animais, que se revelou
insuficiente para induzir a lesGes mais graves, se tornando-se um fator
limitante, o que indica que o desenvolvimento de tais lesbes deve ocorrer em
concentracdes mais elevadas e apds um periodo de exposi¢cdo superior a 7
dias.

Camargo e Martinez (2007) mostram que a histopatologia pode ser um
biomarcador muito apropriado quando se avalia conjuntamente diversos
orgaos, confirmando que as alteragbdes histopatolégicas s&o bons
biomarcadores para as avaliacbes em campo, em especial em areas
tropicais, que sao naturalmente sujeitas a uma multiplicidade de variagdes
ambientais. O trabalho enfatiza que a histopatologia é capaz de avaliar os
efeitos precoces e as respostas a exposicdes crbnicas a estressores
quimicos. Sendo assim, os resultados encontrados no presente trabalho
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poderiam ser melhor avaliados conjuntamente com a histopatologia de outros

orgaos e até mesmo com um maior tempo de exposi¢do ao contaminante.

3.4 Células Cloreto (CC)
A densidade das células de cloreto (CC) no filamento e lamelas das
branquias de jovens de C. parallelus expostos ao petroleo bruto (10 e 20

ml/L) estdo demonstradas na Tabela 4 e na Figura 4.

Tabela 4. Valores médios de Células de Cloreto (um?) no filamento (CCF) e
nas lamelas (CCL) das branquias de Centropomus parallelus, expostos a
duas diferentes concentragdes (10 e 20 ml/L) de petroleo bruto, por 96 h,
acompanhado do grupo controle. *Indica diferenga significativa em relagéo ao
grupo controle (sem contaminante). Teste de Dunnet (P<0,05). Os dados
estado expressos em média * erro padrao da média.

Tratamento CCF CCL
Controle 0,022+0,005 0,015+0,004
10ml/L 0,023+0,004 0,042+0,005
20ml/L 0,024+0,002 0,029+0,006
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Figura 4. Densidade de Células de Cloreto no Filamento (CCF) e nas
Lamelas (CCL) de Centropomus parallelus expostos a duas diferentes
concentragdes (10 e 20 ml/L ) de petréleo bruto, por 96 h, acompanhado do
grupo controle. Os dados estao expressos em média + erro padrdo da média.
*Indica diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (0%). Teste de
Dunnet (P<0,05).
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O numero de Células Cloreto na superficie do epitélio do filamento
(CCF) nédo aumentou significativamente entre os grupos testados
comparando-se com o grupo controle. Mas o numero de Células Cloreto na
superficie do epitélio da lamela (CCL) aumentou significativamente apenas
no grupo exposto a concentragdo de 10ml/L em relagao ao controle (sem

contaminante) (Figura 5).
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Figura 5. Células cloreto (|) nos filamentos e lamelas de Centropomus
parallelus. Barra de escala = 20 ym.

O numero de CC esta intimamente relacionado com a concentragéo
dos ions na agua, de forma a manter a homeostase ibnica (Perry, 1997,
Fernandes e Perna-Martins, 2002). Em aguas duras e ricas em ions, as
células-cloreto estao restritas a regiao interlamelar do epitélio do filamento e
na borda do filamento préximo a regido basal das lamelas (Perry, 1997). A
presenga de xenobidticos na agua pode alterar a densidade das CCs e
interferir na sua fungdo. No presente estudo, o numero de CC tendeu a
aumentar nas lamelas branquiais em relacdo ao filamento dos peixes

expostos ao petréleo bruto. Alteracdo desse tipo ocorre em respostas
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compensatérias na troca ibnica para manter ou restaurar o balanco
hidroeletrolitico (Van Der Heuvel et al., 2000; Dang et al., 2000).

Visto que os agentes téxicos sao os principais intervenientes na
manutengao do equilibrio idnico nos peixes (Perry, 1997), eles podem ent&o
ser considerados responsaveis pela proliferacdo de células de cloreto,
consequentemente esta resposta pode ser usada como uma resposta de
estress em geral em peixes expostos a varias classes de agentes toxicos
(Oronsaye e Brafield, 1984; Van Den Heuvel et al., 2000)

No entanto, existe uma grande diversidade a respeito do numero de
CC branquiais em peixes teledsteos. Ja foi mostrado por Mazon et al. (2002)
e Camargo et al. (2009), que a presenca de CC nas lamelas & caracteristica
de cada espécie. A quantidade de ions presentes na agua e a eficiéncia
ibnica e osmoregulatéria da espécie pode determinar a localizagédo e
densidade das CCs, na maioria dos teledsteos (Moron et al., 2003). Portanto
o presente estudo precisa ser comparado com trabalhos realizados com esta
espécie, que sdo bem raros até o presente momento, e também mais
analises devem ser feitas para entender melhor o processo de exposig¢ao e

efeito do contaminante.
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4. CONCLUSAO

* A concentracdo e o tempo testados foram insuficientes para causarem

danos significativos nestes animais.

* Os exemplares de Centropomus parallelus sao moderadamente

tolerantes a este contaminante.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Exemplares juvenis de Centropomus parallelus apresentam respostas
genotoxicas e histopatologicas em presenca de FSP.

O aumento no tempo de exposicdo a FSP agrava os danos
genotoxicos e hitopatoldgicos.

A recuperagdo de 7 dias n&o é suficiente para restaurar todas as
alteracdes observadas na exposi¢cao de 7 dias a 50% da FSP.

Alteragdes genotoxicas e histopatoldgicas foram pouco observadas em
exemplares de porte maior de C. parallelus expostos a concentragao
de 10 e 20 ml/L de petrdleo bruto, por 96 h.

Exemplares jovens de C. parallelus sao menos sensiveis que 0s
juvenis, visto que nao foram observadas alteragdes significativas em
niveis genotdxicos e histopatoldgicos.

Exemplares juvenis de C. parallelus podem ser considerados
bioindicadores de contaminacdo por FSP em virtude de suas
respostas genotoxicas e histopatologicas e em virtude de sua ampla
distribuicdo, podendo ocorrer em ambientes dulcicolas, estuarinos e
marinhos.
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