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RESUMO

A intensificagéo das atividades humanas, tanto urbanas quanto industriais, vem
ocasionando o aumento dos aportes dos mais diferentes tipos de
contaminantes quimicos nos ambientes aquaticos continentais. Nesse
contexto, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), constituintes do
petréleo que apresentam maior potencial toxico, e os hidrocarbonetos volateis
(BTEX) sdo exemplos de substancias que podem afetar os corpos de agua,
prejudicando o funcionamento desses ecossistemas e comprometendo 0s
servicos ambientais associados. O estado do Parand, localizado na regidao Sul
do Brasil, apresenta historico de acidentes envolvendo derramamentos de 6leo
combustivel que atingiram ambientes aquaticos. Apesar disso, pouco se sabe
sobre os efeitos téxicos desses compostos sobre a ictiofauna nativa. Por esse
motivo, o objetivo do presente trabalho foi realizar uma revisdo bibliografica
(capitulo 1) sobre os efeitos do petréleo e seus subprodutos em peixes e
avaliar a resposta toxicoldgica e histopatoldégica de uma espécie de peixe
endémica da regido (Astyanax altiparanae) exposta, em laboratorio, ao 6leo
diesel, a fracdo soluvel em agua do Oleo diesel (FSD) (capitulo 2 e 3) e a
amonia (capitulo 4). Na revisdo, foram abordados varios fatores que interferem
na toxicidade do petroleo e seus derivados no ambiente aquatico e porque as
ferramentas histopatolégicas vém ganhando espagco em uma area que possui
grande variedade de biomarcadores que podem demonstrar os efeitos de
contaminantes ambientais. Nos capitulos 2 e 3 foi demostrado que apesar da
grande resisténcia dos exemplares de A. altiparanae frente as altas
concentracbes do Oleo diesel e da FSD, os resultados sugerem uma maior
toxicidade do 6leo diesel. Além disso, o indice de Impacto nas Branquias (11Br)
calculado para cada alteragdo histopatoldgica revelou que na exposicédo aguda
houve uma relacéo direta entre a concentracéo de diesel e FSD e a inducao de
necrose, descamacdo do epitélio e hipertrofia celular. Para as demais
alteracdes, o IIBr ndo apresentou qualquer relacdo com as concentracdées do
diesel e da FSD a que os peixes foram expostos. ApOs a exposi¢cdo subcrdnica
o lIBr calculado para as diferentes alteragcbes ndo apresentou uma relacao
dose/efeito com as concentracbes de diesel e FSD. Frente ao teste de
sensibilidade a amoénia, a espécie A. altiparanae apresentou-se muito sensivel
ao composto. Entretanto, embora varias alteragfes histopatolégicas tenham
sido identificadas, o IIBr calculado para cada alteracdo demostrou que apenas
o descolamento epitelial apresentou uma relacao direta com as concentracdes
de amoénia testadas. O IIBr total calculado para cada concentracdo nao
apresentou qualquer relacdo com o aumento das concentragdes de amonia. Os
resultados obtidos no presente trabalho evidenciam que apesar dos efeitos
toxicos causados pelo Oleo diesel, FSD e pela ambnia, a espécie A. altiparanae
as alteracOes histopatoldgicas avaliadas pelo 1IBr ndo apresentaram-se como
um indicador satisfatorio de exposicao a contaminantes ambientais

Palavras-chave: Amoénia, derrame de 6leo, HPA, dOleo diesel, peixes nativos,

poluicdo aquéatica



ABSTRACT

The intensification of human activities, both urban and industrial, has been
increasing the contributions of many different types of chemicals contaminants
in aquatic environments. In this context, polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs), oil constituents with a higher toxic potential, and the volatile
monoaromatic hydrocarbons (BTEX) are examples of substances that may
affect water bodies, impairing the functioning of these ecosystems and
compromising the environmental services associated. The state of Parana,
located in southern Brazil, has a history of accidents involving spills of fuel oll
reaching the aquatic environment. However, knowledge regarding the toxic
effects of these compounds on the native fish fauna is lacking. Therefore, the
goal of this study was to create a literature review (chapter 1) about the effects
of crude oil and its derivatives to fish and evaluate the toxicological and
histopathological response of a region endemic fish species (Astyanax
altiparanae) exposed, in laboratory, to diesel, diesel water soluble fraction
(DWSF) (Chapter 2 and 3) and ammonia (Chapter 4). In the review, we
discussed several factors that influence the toxicity of petroleum and its
derivatives in the aquatic environment and why histopathological tools are
getting space in this field that has a wide range of biomarkers that are useful to
demonstrate the effects of environmental contaminants. In Chapters 2 and 3
has been shown that despite the great resistance of A. altiparanae specimens
to high concentrations of diesel and DWSF, the results suggest a higher toxicity
of diesel oil. Moreover, the Gills Impact Rate (IIBr) calculated for each
histopathological changes in acute exposure revealed that there was a direct
relationship between the concentration of diesel and DWSF and the induction of
necrosis, epithelium lifting and cellular hypertrophy. For other alterations, the
[IBr not correlate with the concentrations of diesel and DWSF to which fish were
exposed. After subchronic exposure to IIBr calculated for the different changes
did not show a dose/effect relationship with the concentrations of diesel and
DWSF. To the sensitivity to ammonia test, the species A. altiparanae presented
a very sensitive response. However, even with the identification of several
histopathological alterations, the IIBr calculated for each one showed that only
the epithelial lifting showed a direct relationship with the ammonia
concentrations tested. The results obtained in this work show, despite the toxic
effects caused by diesel, DWSF and ammonia, to A. altiparanae,
histopathological changes evaluated by IIBr can not be presented as a
satisfactory indicator of exposure to environmental contaminants.

Keywords: Ammonia, diesel, native fish, oil spill, PAH, water pollution
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APRESENTACAO

A escassez de informacdes sobre a resposta toxicolégica e
histopatolégica de espécies nativas frente a contaminagdo por Oleo

combustivel motivou a realizagédo do presente trabalho.

A dissertacdo aborda aspectos relacionados a toxicidade e a resposta
histopatolégica de peixes da espécie Astyanax altiparanae durante a exposicao
aguda e subcrbnica a um oOleo diesel e a sua fracdo soluvel em agua. O
objetivo dos experimentos foi de avaliar, em laboratorio, as respostas
toxicoldgicas relacionadas a mortalidade e a histologia branquial da espécie.
Dessa forma, os experimentos foram conduzidos utilizando altas concentragbes
do dleo diesel e da fracdo soluvel em agua do diesel, sendo que os peixes, em
geral, ndo sdo expostos a tais concentracdes no ambiente em virtude de varios
fatores como: mobilidade e fuga dos peixes dos locais afetados pelo Oleo,
condicbes ambientais e o intemperismo sofrido pelo 6leo no ambiente, como

evaporacao e diluicao, por exemplo.

O trabalho foi dividido em quatro capitulos independentes. Cada capitulo
foi redigido de acordo com as normas de importantes revistas cientificas. O
objetivo dessa formatacdo é de facilitar o preparo dos artigos para a futura

publicacdo dos resultados obtidos.

No primeiro capitulo sdo revisados os principais efeitos do petroleo e
outros derivados sobre organismos aquaticos, com enfoque nos diferentes
tipos de metodologias histopatologicas empregadas pela comunidade cientifica

internacional e nacional para a avaliacdo de impactos ambientais.

14



Posteriormente sdo descritos 0s experimentos conduzidos com
Astyanax altiparanae com o objetivo de determinar a concentragéo letal (CLso)
do diesel e da fracdo soluvel em agua do diesel (capitulo 2). No capitulo 3 sdo
abordadas as alteracGes histopatologicas causadas nas branquias durante a
exposicao aguda e subcrbnica as mesmas substancias. Durante a conducao
desses experimentos levantou-se a hipétese de que 0s compostos amoniacais
(amonia total e gasosa), acumulados dentro dos aquarios, poderiam interferir
na resposta toxicologica e histopatolégica da espécie. Dessa forma, no capitulo

4 sdo abordados os efeitos da amoénia sobre tais respostas.
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CAPITULO 1 — EFEITOS DO PETROLEO E DE SEUS SUBPRODU TOS
EM PEIXES: UMA ABORDAGEM SOBRE A UTILIZACAO DE
FERRAMENTAS HISTOLOGICAS NA AVALIACAO DE IMPACTOS
AMBIENTAIS!

(Effects of crude oil and sub products in fish: an approach of the use of
histological tools on environmental impact assessment)

Giorgi Dal Pont *; Fabiola Xochilt Valdez Domingos % Antonio Ostrensky '

'Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais - GIA, Universidade
Federal do Paranda, Setor de Ciéncias Agrarias, Departamento de Zootecnia,
Programa de Pos-graduacéo em Ciéncias Veterinarias, Curitiba — PR, Brasil.

“Laboratério de Ecofisiologia e Evolugéo Molecular - LEEM, Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazoénia — INPA, Manaus — AM, Brasil.

"Autor para correspondéncia: ostrensky@ufpr.br

1. RESUMO

A intensificacdo das atividades humanas, tanto urbanas quanto industriais, vem
ocasionando o0 aumento dos aportes dos mais diferentes tipos de
contaminantes quimicos nos ambientes aquaticos continentais. Nesse
contexto, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), constituintes do
petréleo que apresentam maior potencial toxico, e os hidrocarbonetos volateis
(BTEX) sdo exemplos de substancias que podem afetar os corpos de agua,
prejudicando o funcionamento desses ecossistemas e comprometendo 0s
servicos ambientais associados. A ocorréncia de acidentes ambientais gera
demanda por estudos de biomonitoramento, com o objetivo de avaliar os
efeitos adversos desses acidentes sobre a biota e monitorar o ritmo de
recuperacdo ambiental. Uma das ferramentas metodoldgicas utilizadas para
isso é a aplicacdo de técnicas histopatoldégicas. A ampla utilizacdo da
histopatologia como uma ferramenta para o diagnéstico de impacto ambiental
reside na facilidade e rapidez da sua aplicacdo e na deteccdo de alteragcbes
provocadas apos curtos e médios prazos de exposicdo. Nesta revisdo, sao
abordados varios fatores que interferem na toxicidade do petrdleo e seus
derivados no ambiente aquatico e porque as ferramentas histopatolégicas vém
ganhando espaco em uma &rea que possui grande variedade de
biomarcadores que podem demonstrar os efeitos de contaminantes ambientais.

Palavras-chave: Derrame de 6leo, HPA, 6leo diesel, peixes, poluicdo aquatica;

! Artigo redigido de acordo com as normas da revista Archives of Veterinary Science
(http://ojs.c3sl.ufpr.br/ojs2/index.php/veterinary)
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2. ABSTRACT

The intensification of human activities, both urban and industrial, has been
increasing the contributions of many different types of chemicals contaminants
in aquatic environments. In this context, polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs), oil constituents with a higher toxic potential, and the volatile
monoaromatic hydrocarbons (BTEX) are examples of substances that may
affect water bodies, impairing the functioning of these ecosystems and
compromising the environmental services associated. Environmental accidents
generate demand for studies of biomonitoring, in order to assess the adverse
effects of these accidents on the biota and to identify the rate of ecological
restoration. One methodological tool used to achieve this goal is the application
of histopathological techniques. The widespread use of histopathology as a tool
for diagnostic of environmental impact lies on it's easily and fast application
and, most importantly, on the appearance of changes in short and medium-
term, that will depending on the concentration of the contaminant and the time
of exposure. This review addressed several factors that are able to affect the
toxicity of petroleum and its derivatives in the aquatic environment and why
histopathological tools are getting space in this field that has a wide range of
biomarkers that are useful to demonstrate the effects of environmental
contaminants.

Keywords: diesel oil, environmental contamination, fish, oil spill, PAH

3. INTRODUCAO

Pesquisas com o objetivo de elucidar o destino e os efeitos biolégicos do
petr6leo derramado e/ou seus derivados no ambiente aumentaram
drasticamente a partir da década de 1970. O derramamento ocorrido com o
petroleiro Exxon Valdez, em Prince William Sound, Alasca, em 1989, e os
lancamentos macicos de petrdleo no Golfo Pérsico durante a Guerra do Golfo
foram eventos de grande destaque e relevancia internacional, resultando em
um aumento na investigagdo ambiental em todo o mundo (Albers, 2003). Do
inicio da década de 1970 até o final de 2009, aproximadamente 10 mil
acidentes envolvendo petroleo foram registrados pela Federagéo Internacional

dos Proprietarios de Navios Poluidores (ITOPF - The International Tanker
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Owners Pollution Federation Limited), que ocasionaram ao derramamento de
5,65 milhdes de toneladas de petrdleo e derivados em ecossistemas marinhos
(Itpof, 2009). Apesar das evidéncias de que o numero de derrames tem
diminuido nas ultimas décadas (Burgherr, 2007; Huijer, 2005; Itpof, 2009),
ainda sdo registrados alguns incidentes de grande escala como os que
envolveram o navio petroleiro Prestige, na costa espanhola em 2002 (Franco et
al., 2006; Martinez-Gémez et al., 2006) e, mais recentemente, 0 que causou a
explosdo de uma plataforma de extracdo de petréleo no Golfo do México em

2010 (Harlow et al., 2011; Merhi, 2010).

Além desses derramamentos de 6leo cru registrados nas Ultimas
décadas, outros vazamentos de subprodutos de petréleo, como gasolina e 6leo
diesel, tém sido registrados, afetando ambientes aquaticos continentais em
diferentes paises (Boeger et al., 2003; Dou et al., 1998; Katsumiti et al., 2008;
Schmidt-Etkin, 2011; Soriano et al., 2006). Um grande acidente ocorreu em
junho de 1996, nos Estados Unidos, quando aproximadamente um milh&o de
galbes de 6leo diesel vazaram de um oleoduto para o Rio Carolina do Sul.
Naqguela ocasido, a fracdo solivel do 6leo diesel, resultante da mistura do
produto com a agua, foi registrada até 34 milhas além do local do vazamento,
provocando a morte de aproximadamente 35.000 peixes (Rose, 2004). As
evidéncias indicam que em algumas areas do mundo os riscos de derrames
sdo mais acentuados devido ao aumento do consumo do petréleo e de seus
subprodutos (Bowen e Depledge, 2006; Kirby e Law, 2010). Nesse sentido,
pequenos vazamentos de tanques de armazenamento, como os de postos de
combustiveis, e a descarga de residuos industriais e domésticos também se

caracterizam como importantes focos de contaminagao cronica de rios e outros
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ecossistemas aquaticos (Guadalupe Meniconi et al., 2002; Pacheco e Santos,
2001). Além dessas, ha outras fontes de contaminacdo que também
contribuem para a introducdo de compostos derivados do petrdleo em
ambientes aquaticos, como é o caso dos HPA de origem pirogénica,
provenientes de processos de combustéo e que sdo acumulados na atmosfera,
principalmente em centros urbanos onde o0s niveis de poluicdo s&o

extremamente altos (Veiga, 2003).

O impacto de diversos derramamentos tem sido documentado na
literatura cientifica e técnica (Boeger et al., 2003; Colombo et al., 2005; Glegg
et al., 1999; Gonzalez-Doncel et al., 2008; Martinez-Gomez et al., 2009;
Ostrensky et al., 2001). Embora nem todos os efeitos da poluicdo por
hidrocarbonetos sejam adequadamente compreendidos (Epa, 2004; Unep,
2004), estudos realizados em comunidades ictiicas indicam que nem sempre
sao registrados danos ambientais significativos relacionados, principalmente, a
estrutura populacional dessas comunidades. Esses trabalhos revelam que,
embora o dano ocorra efetivamente para os individuos (Boeger et al., 2003;
Silva et al., 2009), as populacdes mostram-se geralmente mais resistentes que
o esperado (Ostrensky et al., 2001). Assim, é razoavel se postular que os
processos naturais sao capazes de reparar os danos e retornar o sistema para
as fun¢des normais (ltpof, 2010). Essa capacidade de regeneragdo natural
denominada “resiliéncia ambiental”’, e se configura pela adaptacdo ciclica das
populacdes e/ou comunidades frente a uma determinada deformacéao

ambiental (Odum e Barrett, 2007).

ApoOs a exposicao do peixe antartico Pagothenia borchgrevinki a fracédo

solavel do oleo diesel foi observado que essa espécie apresentou significativo
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aumento no hematécrito e na concentracdo de hemoglobina, tanto em
condicado crbnica (Davison et al., 1992) quanto aguda (Davison et al., 1993).
Por outro lado, Alkindi et al. (2004) e Simonato et al. (2008) avaliaram a
influéncia da fracao soluvel de petroleo e Oleo diesel em peixes (Pleuronectes
flesus e Phrochilodus lineatus, respectivamente) e observaram uma reducéo
tanto no hematdcrito quanto na concentracdo de hemoglobina. Esses
resultados demostram que um mesmo agente téxico, nesse caso HPA, pode
induzir diferentes respostas, possivelmente devido a distintos processos
adaptativos das espécies, evidenciando que a utilizacdo de alguns tipos de
biomarcadores ndo apresenta efetividade pratica no diagnostico de impactos

em casos de acidentes ambientais (Mount e Henry, 2008).

Os biomarcadores histologicos sdo uma ferramenta muito poderosa para
detectar e caracterizar os parametros toxicologicos e cancerigenos (Lauren e
Hinton, 1990). Em peixes, as lesfes histoldgicas tém uma correlagcdo com o
dano oxidativo de alguns compostos presentes tanto no 6leo cru quanto no
Oleo diesel (Pal et al., 2011) como os HPA e os BTEX (Rodrigues et al., 2010).
Esses biomarcadores tém sido utilizados com bons resultados em uma série de
estudos em America do Norte e Europa (Stentiford et al., 2003) e no Brasil

(Cardoso, 2006; Simonato et al., 2008; Valdez-Domingos et al., 2009).

O objetivo desta revisao foi descrever os efeitos dos derramamentos de
petréleo e seus derivados, principalmente o 6leo diesel, em ecossistemas de
adgua doce, e sugerir um direcionamento sobre a utilizacdo de ferramentas
histopatolégicas no diagndéstico de impactos ambientais causados por petréleo

e derivados.
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4. O COMPORTAMENTO DO PETROLEO E/OU SEUS SUBPRODUTOS EM

AMBIENTES AQUATICOS

O petréleo consiste da mistura complexa de varios compostos organicos
distintos, principalmente hidrocarbonetos, formados pela decomposicao
incompleta da matéria organica (Neff, 1979). Entretanto, a composicdo do
petrdleo, assim como a de seus derivados, varia de acordo com a sua regido
de origem. Os hidrocarbonetos de cadeia curta, que incluem o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), sdo na sua maioria volateis e
possuem um baixo tempo de permanéncia no ambiente aquatico (Heath,
1995). Esses hidrocarbonetos sao considerados 0s principais compostos
determinantes da toxicidade do petréleo para organismos aquaticos (Connell e
Miller, 1981; French, 1991; Spies, 1987). Entretanto, a toxicidade de alguns
tipos de derivados do petrdleo, como a gasolina e o Oleo diesel, esta
relacionada, principalmente, com a presenca de hidrocarbonetos volateis
monoaromaticos (BTEX — benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) (Barron et
al., 1999; Rodrigues et al.,, 2010). Ja os hidrocarbonetos de cadeia longa,
apesar de apresentarem maior persisténcia no ambiente aquético, sdo
considerados menos toxicos para os peixes (Neff, 1979). Quando o petréleo ou
um subproduto, como o Oleo diesel, entra em contato com a agua, ocorre: a
solubilizacdo de compostos polares e de baixo peso molecular, a evaporagéo
dos componentes volateis presentes na superficie da dgua ao mesmo tempo
em que o Oleo derramado se emulsifica na agua e solubiliza parte do 6leo
derramado, formando a fracédo do petroleo solivel em agua ou a mesma fracéo

solavel de um derivado (Neff, 1985).
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A fracdo soluvel do petrdleo é uma mistura complexa de HPA, BTEX,
fendis e compostos heterociclicos contendo nitrogénio e enxofre (Edema et al.,
2007; Saeed e Al-Mutairi, 1999). Essa fracdo é biodisponivel para os
organismos aquaticos e pode ocasionar sérios distlrbios em diversos niveis
bioldgicos (Heath, 1995), sendo que 0s peixes podem entrar em contato com
ela tanto de forma direta, pelo contato através das branquias e da pele, quanto
indiretamente, através da ingestdo de alimento contaminado (Barron, 2003).
Apesar da grande preocupacao em relacdo a contaminagdo do ambiente com o
petrdleo, j& existem evidéncias que as fracdes sollveis de produtos refinados
como a gasolina e o diesel comercial apresentam toxicidade até cinco vezes
maior que a apresentada pelo produto bruto (Rayburn et al., 1996; Rodrigues et

al., 2010).

Dessa forma, a exposicdo aguda e cronica de peixes ao petréleo e
derivados, ou a fracdo solivel em agua destes agentes, podem diminuir a
eficiéncia alimentar, apesar do aumento no consumo de alimento, evidenciando
alteracdo no metabolismo energético decorrente da exposicdo (Olsen et al.,
2007). Essa alteracdo metabdlica causa reducdo no crescimento de peixes
(Vignier et al.,, 1992) e, além disso, pode provocar disturbios na habilidade
respiratéria, alteragbes hematologicas e prejuizos ao sistema imunolégico
(Cohen et al., 2001; Cohen et al., 2005; Gagnon e Holdway, 1999). Alteracbes
morfolégicas, mensuradas por meio de técnicas histopatoldgicas, ja foram
descritas em animais coletados apO0s a ocorréncia de derramamento de
derivados de petrdleo no sul do Brasil (Katsumiti et al., 2008). Entretanto, os
autores relatam que algumas lesdes, como o descolamento do epitélio

branquial, foram observadas tanto nos pontos considerados controle quanto
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nos pontos diretamente afetados pelo derramamento, evidenciando que os
danos poderiam ter sido causados por outros compostos ja presentes no

ambiente ou por um espalhamento muito rapido da mistura derramada.

5. O CONTEXTO DOS ACIDENTES COM PETROLEO NO ESTADO DO

PARANA

O estado do Parana apresenta relevante historico de derrames de
petréleo e derivados que afetaram ambientes aquaticos. Em julho de 2000
ocorreu aquele que é considerado o maior derramamento de 6leo cru da
histéria do Brasil. Aproximadamente quatro milhdes de litros, ou cerca 25 mil
barris de petroleo, vazaram do oleoduto OSPAR, j& na é&rea interna da
Refinaria Presidente Getulio Vargas (REPAR), localizada no municipio de
Araucaria, Parana. Mesmo com o0 uso de técnicas e equipamentos de
contencéo, o 6leo atingiu rios da regiao e alcangcou uma area distante 45 km do
local do acidente, contaminando a porcao final do Rio Barigui e a regido do Alto
Rio Iguagu (Boeger et al., 2003; Ostrensky et al., 2001). No ano seguinte, em
fevereiro de 2001, aproximadamante 52 mil litros de Oleo diesel vazaram do
oleoduto OLAPA, que liga a Refinaria Presidente Getulio Vargas (REPAR), em
Araucaria, ao terminal de Paranagua, na Serra do Mar paranaense. O 0leo
atingiu uma regidao de Mata Atlantica, incluindo o Rio do Meio, Rio Sagrado,
manguezais e varzeas do Rio do Neves, Rio Nhundiaguara, chegando até a
Baia de Paranagua. Em marco de 2002, em Londrina, regido no norte do
estado, o Ribeirdo Lindoia foi contaminado por aproximadamente 100 mil litros
de 6leo diesel (Simonato et al., 2004). JA em 2004 a Baia de Paranagud, no

litoral do Estado, foi afetada pelo vazamento de quase 1,5 milhdes de litros de
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Oleo (bunker oil) e 4 mil toneladas de metanol do navio chileno Vicuia, que

explodiu no Porto de Paranagua (Katsumiti et al., 2008).

Apesar desses acidentes terem sido amplamente divulgados pela midia,
outros de menor dimensdo, em que a quantidade de contaminante derramado
nao chega a ser informada pelas autoridades, ndo recebem a mesma atencao,
como em Medianeira, em Janeiro de 2007, quando uma mancha com
aproximadamente 100 m de Oleo diesel foi observada no Rio Alegria (Aen-Pr,
2007). Outro incidente similar ocorreu em Cascavel, em fevereiro de 2011,
guando uma carga de 6leo lubrificante que era transportado por um caminhdo
envolvido em um acidente rodoviario, atingiu o Rio Cascavel e deixou a cidade
sem abastecimento de agua (Cruz, 2011). Contudo, poucos trabalhos tém sido
desenvolvidos com o0 objetivo de avaliar os efeitos desses pequenos acidentes

sobre a ictiofauna (Akaishi et al., 2004; Simonato et al., 2004).

6. BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AMBIENTAL

O termo “biomarcador” ja recebeu varias definicdes, sendo geralmente
usado com o objetivo de incluir qualguer mensuracao que reflita a interacao
entre um sistema bioldgico e um risco potencial, o qual pode ser quimico, fisico
ou bioldgico (Van Der Oost et al.,, 2003). Peakall (1994) definiu biomarcador
como sendo uma mudanca na resposta biolégica, desde niveis moleculares,
passando pelo nivel celular e fisiolégico até mudancas comportamentais, que
pode ser relacionada a exposicdo a um determinado ambiente contaminado.
Os biomarcadores podem ser classificados como de exposicdo ou efeito. O

biomarcador de exposicdo € definido pela medicdo de uma substancia

24



exdgena, seus metabdlitos ou o produto da interacdo entre um agente
xenobidtico e alguma molécula ou célula alvo num compartimento de um
organismo. O biomarcador de efeito se caracteriza pela alteracdo de um tecido
ou fluido corporal que possa ser relacionada a um impedimento a saude (Van

Der Oost et al., 2003).

Em geral, alteracbes decorrentes da exposicdo a um poluente
apresentam maior frequéncia em nivel celular do que em niveis de alta
organizacéo bioldgica, como reprodutivos e comportamentais (Van Der Oost et
al., 2003). Heath (1995) sugere que quando investigacdes sobre o efeito de um
poluente sobre peixes, ou outros organismos, forem realizadas, deve-se focar
no espectro de complexidade biolégica demonstrado na Figura 1. Da esquerda
para a direita, o autor exemplifica que xenobiontes, ou outros estressores
ambientais, exercem seus efeitos primarios em niveis enzimaticos ou alteram
as funcdes celulares como a permeabilidade de membranas, por exemplo.
Continuando através do espectro de complexidade biolégica, a exposicao
cronica pode levar a disfungcbes organicas, reducao do crescimento, alteracdes
comportamentais e consequentemente, alteracdes populacionais. Dessa forma,
0 autor esquematiza que o grau de complexidade das respostas biologicas

aumenta com o progresso da esquerda para a direita.

F“_"95° 3_6"{? Integridade o Fungdes Crescimento Comportamento
Ativ. enzimatica celulare histoli de Homeostase e _
ek metabolismo e drgéos reprodugio e ecologia

Figura 1. Espectro de complexidade biologica no estudo do efeito de qualquer fator
ambiental, incluindo poluigdo (adaptado de Heath (1995)).
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Varios biomarcadores tém sido avaliados para melhorar o entendimento
das respostas de peixes a substancias téxicas e seu potencial uso como
biomarcador de exposi¢cdo ou efeito. Dentre esses marcadores, destacam-se
enzimas de biotransformacédo, parametros de estresse oxidativo, produtos da
biotransformagdo, proteinas de estresse (Heat Shock Proteins),
metalotioneinas (MT’s), parametros genotéxicos, hematoldgicos, imunoldgicos,
enddcrinos, reprodutivos, fisioldgicos, histolégicos e morfolégicos (Van Der
Oost et al.,, 2003). Até recentemente, varios trabalhos que avaliaram a
interacdo do petroleo e seus derivados em organismos aquéticos focavam
esforcos no diagnéstico de variacdes em niveis enzimaticos (Cohen et al.,
2001; Cohen et al., 2005; Croce e Stagg, 1997; Martinez-Gomez et al., 2009;
Nogueira et al., 2010; Pacheco e Santos, 2001; Teles et al., 2003), localizados
na base do espectro de complexidade biolégica. Entretanto, essa postura vem
mudando. Uma nova tendéncia com enfoque na utilizagdo de diferentes niveis
do espectro de complexidade vem sendo adotada e tem sido denominada de
multiplos biomarcadores (Goanvec et al., 2010; Katsumiti et al., 2008; Mos et
al., 2008; Silva et al., 2009; Simonato et al., 2008; Valdez-Domingos et al.,
2009). Essa abordagem vem fortalecendo a utilizacdo de biomarcadores de
niveis mais altos de complexidade bioldgica para avaliagdo de contaminacdo

ambiental.

Complementando a nova tendéncia do desenvolvimento de pesquisas
que utilizam a abordagem de multiplos biomarcadores, diversos trabalhos vém
apresentando enfoque na utilizacdo de ferramentas histologicas em relacdo ao
diagnostico de contaminacado ambiental, sendo que o petroleo e seus derivados

tém sido amplamente explorados, devido a frequéncia da ocorréncia de
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eventos que levam ao seu aporte em ambientes aquaticos (Akaishi et al., 2004;
Katsumiti et al., 2008; Rodrigues et al., 2010; Simonato et al., 2008; Valdez-

Domingos et al., 2009).

6.1. O Uso de Biomarcadores Histopatoldgicos para Avaliagdo de

Contaminacdo com Petroleo e/ou seus Subprodutos

Os biomarcadores histopatoldgicos permitem visualizar os efeitos da
exposicdo a varios poluentes (biologicos e quimicos), sendo considerados
como uma importante ferramenta na avaliacdo de caracteristicas sanitarias em
peixes (Van Der Oost et al., 1996). A determinacéo de efeitos da contaminacao
por petréleo e seus derivados também pode ser realizada histologicamente, por
meio da investigacdo de lesdes e alteracbes em tecidos como branquias e
figado (Van Der Oost et al., 2003). A ampla utilizacdo da histopatologia como
uma ferramenta para o diagnostico de impacto ambiental deve-se a sua
posicdo intermediaria dentro do espectro de complexidade bioldgica (Adams et
al., 1989; Heath, 1995) e no aparecimento de alteracbes em curto e médio
prazo, dependendo da concentracdo do contaminante e do tempo de
exposicao (Johnson et al., 1993). Além disso, essa técnica apresenta facilidade
e rapidez na sua aplicacdo em varios oOrgdos (Johnson et al., 1993),

principalmente branquias, figado, rim e pele (Bernet et al., 1999).

Véarias metodologias para a avaliacao histopatologica ja foram descritas
(Begak e Paulete, 1976; Bernet et al., 1999; Bucke, 1989; Cardoso, 2006;
Walter et al.,, 2000). Entretanto, essas metodologias apresentam diferentes

abordagens na avaliacdo dos danos, sendo que uma das mais recentes,
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descrita por Bernet et al. (1999) é baseada em dois fatores: o primeiro deles
relaciona a extensdo da mudanca histopatolégica causada pelo poluente a um
escore de dano. Entretanto, essa avaliacdo apresenta um viés, pois depende
da interpretacdo do observador, que confere as lesdes escores de O a 6,
dependendo do grau de extensdo da alteracdo. O segundo fator classifica a
relevancia patoldgica de cada alteracdo observada, utilizando um Fator de
Importancia (Fl), que considera como cada alteracdo afeta as funcdes dos
orgaos ou a capacidade de sobrevivéncia dos peixes. Neste caso, atribuem-se

as lesdes valores de 1 a 3:

1- Minima importancia patologica: a leséo é facilmente recuperada ao final
da exposicéo;

2- Moderada importancia patolégica: na maioria das vezes a lesdo é
recuperada ao final da exposicéo;

3- Acentuada importancia patoldgica: a lesdo é geralmente irreversivel, o

gue ocasiona parcial ou total perda da funcéo do 6rgéao.

Dessa forma, duas grandes vantagens da metodologia proposta pelos
autores é gue ela pode ser aplicada aos quatro principais 6rgaos-alvo descritos
na literatura (branquia, figado, rim e pele) e, além disso, comparacdes podem
ser realizadas entre estudos que aplicaram essa metodologia nos mesmos
orgaos alvo. Por outro lado, comparacdes entre 6rgédo diferentes, dentro do
mesmo trabalho, ndo podem ser realizadas uma vez que o Fl confere para

cada lesdo, em cada 6rgéo, valores distintos.

Cardoso (2006) também propdem uma nova metodologia de avaliacdo

histopatoldgica, denominada de indice de Impacto. O indice de impacto pode
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ser aplicado a avaliacdo em diversos tecidos como branquia, figado e rins.
Para a avaliacdo branquial, as analises quantitativas das alteracdes teciduais
séo realizadas por amostragem a partir da selecdo de um corte histologico por
animal. Todas as lamelas de cinco filamentos sdo analisadas e as alteracdes
observadas registradas. Para outros 6rgaos, como figado e rim, a extensao das
alteracdes é mensurada utilizando um software de analise digital, possibilitando
o calculo da extensao efetiva das lesGes no tecido, e dessa forma, eliminando
a variacdo imposta por diferentes avaliadores. O célculo do indice de impacto

pode ser realizado por meio das seguintes férmulas:
lIBr= N° de lamelas alteradas / N° de lamelas anali sadas
lix= Area alterada / Area total analisada
Onde:
[IBr: indice de impacto branquial
[Ix: indice de impacto de outros tecidos estudados.

Tanto o IIBr quanto o llx € calculado individualmente para cada
alteracdo, onde obtendo-se valores entre 0 (valor minimo = auséncia de
lesGes) e 1 (valor maximo). Dessa forma, diferentemente do que se obtém com
a aplicacdo da metodologia descrita por Bernet et al. (1999), podem ser
realizadas comparacdes entre 6rgdos alvo distintos, pois os resultados das
alteracdes observadas sao transformados em valores de mesma ordem. Por
outro lado, essa metodologia ndo considera a severidade da lesédo e sim a sua

ocorréncia e prevaléncia.
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Alguns autores ja avaliaram os efeitos crénicos de misturas complexas
de poluentes em espécies de agua doce e estuarina (Katsumiti et al., 2008;
Valdez-Domingos et al., 2009) e os efeitos agudos e subcrbnicos da fracéo
solivel do petroleo em uma espécie de agua doce (Akaishi et al., 2004)
utilizando a metodologia descrita por Bernet (1999). Nesses estudos, a
utilizacdo de ferramentas histolégicas mostrou-se eficiente na avaliagdo de
Impactos sobre a ictiofauna, identificando alteragbes como descolamento de
epitélio, fusdo, hiperplasia e desorganizacdo da estrutura lamelar, dilatacéo de
vasos e aneurismas no tecido branquial, além de necrose, vacuolizagdo dos
hepatdécitos, infiltracdo de leucdcitos, estagnacao biliar e degeneracéo celular
no tecido hepatico. A metodologia descrita por Cardoso (2006) também ja foi
empregada na avaliagdo de impactos no mesmo estado. Os trabalhos de
Boeger et al. (2003) e Ostrensky et al. (2001) avaliaram o impacto da presenca
de petréleo em Rios da regido metropolitana de Curitiba obtendo sucesso na
deteccdo e comparacao de efeitos histopatologicos causados por exposicao ao

petréleo e derivados.

Entretanto, como uma proposta de avaliagao sistémica, sugere-se que
novos trabalhos utilizem uma combinacdo do FI descrito por Bernet et al.
(1999) e da mensuragéao digital das lesGes descrita por Cardoso (2006), com o
objetivo de trazer ainda mais confiabilidade aos dados histopatoldgicos,
principalmente em cendrios de contaminagdo ambiental por petréleo e/ou seus

derivados.
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7. CONCLUSAO

Apesar da tendéncia de reducéo de ocorréncias de desastres ambientais
envolvendo o vazamento de petrdleo e seus derivados em ambientes
aguaticos, € improvavel que futuros acidentes ndo ocorram, principalmente em
funcdo da intensificagdo das atividades antropicas. Nesse contexto, a
disponibilidade de ferramentas metodolégicas que sdo, ao mesmo tempo,
praticas, simples e funcionais, tais como os biomarcadores histopatoldgicos,
podem viabilizar um diagndstico seguro e confiavel dos efeitos da exposicao de
organismos aquaticos a hidrocarbonetos em caso de acidentes ambientais. No
entanto, as metodologias disponiveis ainda precisam ser melhor avaliadas e
validadas, bem como novas abordagens devem ser testadas com o objetivo de
conferir um enfoque mais sistematico a essas técnicas, de modo, por exemplo,
a permitir a comparacao entre érgaos distintos e, ao mesmo tempo, considerar

a severidade de cada lesao identificada.
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RESUMO

O estado do Parand, localizado na regido Sul do Brasil, apresenta histdorico de
grandes acidentes envolvendo derramamentos de o6leo combustivel que
atingiram ambientes aquéticos. Apesar disso, pouco se sabe sobre os efeitos
toxicos desses compostos sobre a ictiofauna nativa. Por esse motivo, foi
avaliada a sensibilidade da espécie nativa Astyanax altiparanae ao 6leo diesel
e a sua fracdo soluvel em agua (FSD). Os peixes foram expostos a diferentes
concentragces de diesel e a da FSD por 96 horas, simulando um evento de
vazamento de Oleo diesel. O registro do numero de peixes mortos e dos
parametros de qualidade da agua (temperatura, oxigénio dissolvido, pH,
amonia total (N-AT = NHz+NH;"), amonia gasosa (N-NHs), HPAs e BTEX),
foram monitorados em 0, 24, 48, 72 e 96h apos o inicio do experimento. A CLsg
do diesel e da FSD foram calculadas em 24, 48, 72 e 96h. Como esperado,
maiores concentracdes de hidrocarbonetos de petrdleo foram detectadas nos
tratamentos com o diesel em comparacéao a FSD, sendo que concentracdes de
até 5995,29 ug/L de HPAs e 6703,48 ug/L de BTEX foram alcancadas nos
aquarios contaminados com diesel. A CLso obtida apds 96 horas de exposicao
foi de 1,35% (0,78-2,35%), para o diesel, e de 25,21% (17,43-36,46%) para a
FSD. Apesar da grande resisténcia dos exemplares de A. altiparanae frente as
altas concentracdes do Oleo diesel e da FSD, os resultados sugerem uma
maior toxicidade do 0leo diesel.

2 Artigo redigido de acordo com as normas da revista Environmental Toxicology

(http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1522-7278)
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Poluicdo aquética

INTRODUCAO

O estado do Parana, localizado na regido Sul do Brasil, apresenta
histérico de grandes acidentes envolvendo derramamentos de Oleo
combustivel que atingiram ambientes aquaticos. Em julho de 2000 ocorreu
aguele que foi considerado o maior derramamento de 6leo cru da histéria do
Brasil. Aproximadamente quatro milhdes de litros de 6leo combustivel, vazaram
do oleoduto OSPAR, em area interna da Refinaria Presidente Getulio Vargas
(Repar), localizada no municipio de Araucaria, Parana. Mesmo com o0 uso de
técnicas e equipamentos de contencdo, o Oleo se dispersou por uma area
distante até 45 km do local do acidente, alcancando dois importantes rios da
regido: o rio Barigui e 0 Rio Iguacu (Boeger et al. 2003; Ostrensky et al. 2001).
No ano seguinte, aproximadamante 57 mil litros de Oleo diesel vazaram do
oleoduto OLAPA, na Serra do Mar paranaense, que liga a prépria Repar ao
Porto de Paranagua. O 0leo atingiu uma regido de Floresta Atlantica, incluindo
Varios rios e varzeas, chegando até a Baia de Paranagua. Em marco de 2002,
em Londrina, regido no norte do estado, o ribeirdo Linddia foi contaminado por
aproximadamente 100 mil litros de 6leo diesel (Simonato et al. 2004). J& em
2004 a Baia de Paranagua, no litoral do estado, foi afetada pelo vazamento de
quase 1,5 milhdes de litros de 6leo (bunker) e 4 mil toneladas de metanol do
navio chileno Vicufia, que explodiu no Porto de Paranagua (Katsumiti et al.

2008). Apesar de tais acidentes terem expostos esses ambientes aquaticos ao
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contato com diferentes tipos de 6leos combustiveis, pouco se sabe sobre os

efeitos toxicos desses compostos sobre a ictiofauna nativa.

Peixes do género Astyanax sp. tém sido muito utilizados como
bioindicadores de contaminacdo ambiental na América do Sul (Akaishi et al.
2004; Boeger et al. 2003; Ostrensky et al. 2001; Schulz and Martins-Junior
2001; Silva et al. 2009). As espécies desse género sdo conhecidas por ndo
realizarem migracao, possuirem papel central na cadeia trofica e apresentarem
tolerancia relativamente elevada a poluicdo (Schulz and Martins-Junior 2001),
além de apresentam ampla distribuicdo em rios e cérregos das bacias

brasileiras (Gerry 1977).

Uma espécie muito encontrada na regidao sul do Brasil € Astyanax
altiparanae, conhecida popularmente como lambari do rabo amarelo. E uma
espécie de grande importancia na pesca recreativa e muito utilizada na
alimentacdo humana (Martinez et al. 2006). S&o peixes de pequeno porte,
atingem em média 10 cm de comprimento padrdo e apresentam grande
flexibilidade alimentar, ingerindo principalmente insetos e sementes
(Bennemann and Shibatta 2002), servindo também como importante fonte
alimentar para peixes carnivoros (Prioli et al. 2002). Além da sua relevancia
ecologica, a espécie é produzida artificialmente em escala comercial. Essa
grande disponibilidade de formas jovens a torna uma 6tima opc¢ao para uso em
ensaios laboratoriais. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
sensibilidade da espécie Astyanax altiparanae ao Oleo diesel e a sua fracéo

soltuvel em agua.
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MATERIAL E METODOS

Obtencédo e Manutencéo dos Animais

Os exemplares de Astyanax altiparanae foram adquiridos em uma
distribuidora comercial de peixes, localizada no municipio de Curitiba/PR. Os
peixes foram aclimatados no Laboratério de Pesquisas com Organismos
Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais
(GIA) em tanques de polietileno (500L) dotados de sistema fechado de
filtragem fisica e biologica e mantidos sob aeracdo constante e temperatura
controlada (23T £ 2TC) por duas semanas. Diariamen te os peixes foram
alimentados, ad libitum, com racdo comercial floculada (TetraMin®) contendo

47% de proteina bruta.

Obtenc&o do Oleo diesel e da FSD

O Oleo diesel utilizado nos experimentos foi adquirido diretamente em
um posto de combustivel. De acordo com o fabricante, o 6leo diesel
comercializado na cidade de Curitiba/PR é o S-50, que possui 0,005% de
enxofre em sua composi¢cdo, 0 que contribui para reducdo de emissdo de
material particulado para o meio ambiente. Além disso, o diesel S-50 contém

5% de biodiesel em sua composicao (Petrobras 2010).

Os experimentos foram conduzidos utilizando o éleo diesel (6leo bruto) e
a fracdo soluvel em 4gua do Oleo diesel (FSD). Nos tratamentos com o 6leo
diesel, este foi adicionado nos aquéarios sem nenhuma manipulacéo prévia. O
preparo da FSD foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
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Anderson et al. (1974), com algumas modificacées. Com o objetivo de simular
um acidente em um ambiente aquatico continental, uma parte de 6éleo foi
cuidadosamente adicionada a quatro partes de agua (1:4) e as duas
substancias foram agitadas vagarosamente, com auxilio de agitador
magnético, observando-se a formacao de um vértex com cerca de 1/3 da altura
do recipiente. ApO6s 24 horas a solugdo foi mantida sem agitacdo por
aproximadamente uma hora. Para uma separacdo mais eficiente da FSD, o
contetudo foi transferido para um baldo volumétrico e a FSD retirada por
gravidade. Imediatamente apdés a separacdo a FSD foi utilizada para a

realizagéo dos experimentos.

Exposi¢édo Aguda ao Oleo diesel e a FSD

O experimento foi conduzido de acordo com a metodologia de
determinacdo de concentracdo letal (CLsp) (EPA 2002), com algumas
modificacdes. O teste de CLsp avalia os efeitos do contaminante usando como
indice a concentracdo da substancia-teste que causa a mortalidade de 50%
dos individuos durante um periodo de exposicdo (Sprague 1990).
Diferentemente da metodologia padrdo, que preconiza 0 uso de dez
concentracfes do agente toxico, foram utilizadas apenas sete concentracdes
do 6leo diesel e da FSD, além de um controle (peixes + agua) e um branco
(somente agua), com o objetivo de reduzir o nUmero de animais necessarios

para realizacdo do experimento, sem comprometimento dos resultados obtidos.

Antes do inicio do experimento, os animais foram aclimatados as

condi¢cOes experimentais por 48 horas e ao final desse periodo as aliquotas do
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Oleo diesel e da FSD foram adicionadas ao sistema. Os peixes foram expostos
as concentracdes (em percentagem) do diesel e da FSD em aquérios de vidro
com aeragdo e temperatura controlados. Foram utilizados 10 animais por
aquario, na densidade de 1g/L. O experimento foi conduzido em sistema
semiestatico, com renovacao diaria de 20% do contetdo de agua. A cada troca
de agua a FSD foi renovada, porém o diesel, que forma uma camada na
interface ar/agua, néo foi renovado. Durante o periodo experimental os animais

nao receberam alimentacao.

Tabela 1. Gradiente de concentracdo de dleo diesel e da FSD utilizados no
experimento de exposicdo aguda.

Concentracao (%)

Diesel 0,1* 01 02 04* 08 10 15*
Controle* Branco*
FSD 0,5* 01 05 10* 20 40 80~

* Indica os tratamentos nos quais as concentracbes de HPAs e BTEX foram
monitoradas.

O registro dos peixes mortos e dos parametros de qualidade da agua
(temperatura, oxigénio dissolvido, pH, amoénia total (N-AT = NHz+NH,;"), aménia
gasosa (N-NH3z), HPAs e BTEX), formam monitorados em 0, 24, 48, 72 e 96h
apos o inicio do experimento (CETESB 1990). Além disso, 0 registro de
alteracdes comportamentais dos peixes também foi registrada durante todo o

periodo experimental.

A CLso foi determinada em 24, 48, 72 e 96 horas com o auxilio do
Software LC50 Programs JSpearman Test, que se baseia no método descrito

por Hamilton et al. (1977).
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O monitoramento da temperatura e das concentracbes de oxigénio
dissolvido foi realizado diretamente nos aqudrios experimentais com um
oximetro digital portatil (YSI-550A). O pH foi determinado com o auxilio de
pHmetro portatil (Hanna — HI8424). A determinagcdo da N-AT foi realizada de
acordo com método colorimétrico de Nessler, descrito pela International
Standards Worldwide (ASTM 1994). A percentagem de amdnia gasosa (N-NH3)
foi mensurada a partir dos valores de N-AT, temperatura e pH, de acordo com

0 método descrito por Ostrensky et al. (1992).

As amostras de agua para determinacdo de HPAs (EPA 1994) e BTEX
(EPA 1989) foram coletadas em frascos ambar, e mantidas refrigeradas por no
méaximo 96 horas até a realizacdo das analises. A quantificacdo dos 16 HPAs
sugeridos pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) (naftaleno,
acenaftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo[a]antraceno, criseno, benzolb]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, benzo[ghi]perileno, indeno[1,2,3-
cd]pireno) foi realizada por extracdo liquido-liquido (EPA 1996d), seguida da
andlise e quantificacdo por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (EPA 1996c). Para isso foi utilizado um
espectrofotometro de massa (CG-EM/Focus-PolarisQ), acoplado a um
autoamostrador (AS 3000/Thermo Electron Corporation). A identificacdo de
cada composto foi feita pela comparacdo com injecdo de solucdo padréo,
contendo uma mistura de 16 HPAs, e consulta a biblioteca de espectros de
massas NIST do equipamento. A quantificacéo foi realizada por curva analitica
construida na faixa de concentracdo de 5 a 1000 ng/mL, utilizando como

padrdo interno uma solucdo contendo 5 HPAs deuterados (naftaleno-d8,
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acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12, perileno-d12) na concentracdo

de 100 ng/mL.

Para a determinacdo dos hidrocarbonetos volateis (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos) foi utilizada a analise direta, via Headspace, acoplado a
cromatografia em fase gasosa (TraceGC ultra), com deteccao por fotoionizacao
e ionizacdo em chama, baseando-se nos métodos descritos pela EPA (EPA
1996a; EPA 1996b). A calibracdo dos métodos de quantificacdo dos BTEX foi
realizada por meio de curvas analiticas, preparadas em triplicata, com
concentracbes de 1-1000 pg/L a partir de solugcbes padrédo de BTEX. Como
controle de qualidade, foram injetadas diariamente solu¢cbes para a verificacao

da curva, aceitando-se desvios maximos de 10%.

Andlises estatisticas

Os dados de OD, temperatura, pH, N-AT e N-NH3 ndo apresentaram
distribuicdo normal de acordo com o teste de Shapiro-Wilk’s (p<0,05). Dessa
forma, os dados foram comparados entre os diferentes tempos de exposicao,
por meio do teste de Kruskal-Wallis. Em caso de diferenga significativa
(p<0,05), foi aplicado teste a posteriori de Dunn (Zar 1984), utilizando o

software Statistica 8.0%.
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RESULTADOS

As concentragbes de oxigénio dissolvido e de N-AT, bem como os
valores de temperatura ndo apresentaram variacdo entre 0s tratamentos
(p>0,05). Ja o pH e a concentracdo de N-NH3, apresentaram valores mais altos
nos tratamentos controle e branco, em comparacdo aos tratamentos de

exposicao ao diesel e a FSD (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Mediana (min-max) dos valores de oxigénio dissolvido (mg/L), temperatura
(), pH, amonia total (N-AT= NH 3+NH,") (mg/L) e amdnia gasosa (N-NH3) (mg/L) no
experimento de exposicdo aguda ao 6leo diesel e a fragcdo soluvel do diesel (FSD)
para a espécie Astyanax altiparanae.

. Tratamento
Parametro - -
Oleo diesel FSD Controle Branco
oD 6,4 6,6 6,5 7,03
(5,9-7,03) (6,09-6,9) (6,31-8,2) (6,09-8,2)
Temperatura 22,1 21,8 21,9 21,9
(19,1-26,7) (19,5-24,3) (19,36-25,1) (19,8-25,6)
H 6,3 6,2 7,4 7,2
P (6,0-6,7)° (6,0-6,7)° (7,1-7,4)" (7,08-7,4)°
N-AT 1,1 0,81 0,60 1,41
(0,1-3,4) (0,4-4,3) (0,30-6,2) (0,1-1,8)
N-NH, 0,0009 . 0,0007 ] 0,005 ) 0,008 )
(0,0004-0,004) (0,0004-0,004) (0,001-0,07) (0,001-0,02)

Letras indicam diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05).

Na Tabela 3 podem ser observadas as concentracées de HPAs medidas
na agua dos diferentes tratamentos. Nota-se que as concentragfes desses
hidrocarbonetos apresentaram reducédo entre 0 e 96 horas nos tratamentos
com Oleo diesel nas concentracdes 0,1 e 4%. Por outro lado, no tratamento que
utilizou a maior concentracdo de diesel (15%) a concentragdo de HPAs
aumentou com o passar do tempo, alcancando 5995,29 ug/L 48 horas apods o

inicio do experimento, quando todos 0s animais expostos a essa concentracao
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morreram. Ja nos tratamentos com a FSD as concentra¢cdes de HPAs foram
relativamente menores que as observadas com o diesel e a tendéncia de
reducdo da quantidade de HPAs dissolvidos na agua ao longo do tempo foi

semelhante entre as diferentes concentragoes.

Dos 16 HPAs monitorados, os compostos Indeno[l,2,3-CD]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno e benzo[ghi]perileno nédo foram detectados em nenhuma
analise realizada. Por outro lado, outros quatro compostos apareceram em
maior proporcao tanto nos experimentos realizados com diesel quanto FSD:
naftaleno, fenantreno+antraceno e pireno. O naftaleno também foi detectado

em maior concentragao no controle e no branco.
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Tabela 3. Concentracao (pg/L) individual e total de HPAs na 4gua do experimento de exposicdo aguda ao Oleo diesel e a fracdo soluvel do diesel (FSD) para
a espécie Astyanax altiparanae.

HPAs (ug/L)

Coni?r?t? g:;éo gf;;g%gg Naftaleno Acenaftaleno Acenafteno Fluoreno Fzgigté:;‘? Fluoranteno  Pireno Benzo[ca:l]r?srg:]%cenm B;;nzzogﬁ!ﬂrucgg]r:fenn? Benzo[a]pireno Y HPAs
Oh 132,56 0,50 1,36 2,48 45,31 2,78 13,10 3,05 1,39 1,11 203,64
24h 19,25 0,83 1,35 2,30 21,76 1,69 11,70 3,69 2,32 0,68 65,57
Diesel 0,1% 48h 4,51 0,56 1,36 2,43 11,08 1,64 1,57 0,35 0,89 0,85 25,24
72h 1,45 0,53 1,19 2,64 4,64 1,75 6,19 0,83 1,79 0,52 21,53
96h 2,16 0,47 1,07 2,24 4,81 3,47 8,39 0,53 1,94 0,91 25,99
Oh 4498,17 7,04 16,35 29,71 905,81 54,43 275,32 93,32 19,05 21,04 5920,24
24h 2057,03 7,65 18,06 32,75 320,52 37,08 254,33 116,40 57,23 21,21 2922,26
Diesel 4% 48h 1829,54 7,24 17,25 31,27 183,52 22,12 20,46 5,45 17,65 13,80 2148,30
72h 1853,75 0,54 1,23 2,07 36,17 8,42 4,70 2,15 1,36 1,24 1911,63
96h 378,13 0,43 1,26 2,31 30,52 21,18 30,64 8,68 3,98 1,45 478,58
Diesel 15% Oh 450,26 0,39 1,19 2,15 149,34 8,49 46,59 22,53 2,21 4,05 687,20
24h 4206,76 10,92 24,80 41,83 609,37 61,17 454,98 175,44 36,06 20,95 5642,28
48h 5419,09 11,34 27,73 50,02 352,76 43,65 38,58 14,77 34,60 17,52 6010,06
Oh 21,60 0,49 1,20 2,03 3,18 0,58 1,50 0,25 0,39 0,27 31,49
24h <LD <LD 0,01 0,03 0,13 <LD 0,16 0,06 0,09 <LD 0,48
FSD0,5% 48h 0,23 0,04 0,04 0,07 0,15 0,04 0,23 0,11 0,07 <LD 0,98
72h 0,83 0,05 0,08 0,19 0,20 0,14 0,42 0,14 0,28 <LD 2,33
96h 0,04 <LD <LD 0,02 0,12 <LD <LD 0,01 0,15 <LD 0,34
Oh 394,43 0,39 1,20 2,07 30,86 2,48 16,58 4,16 1,14 1,00 454,31
24h <LD 0,02 0,07 0,57 1,02 0,24 0,70 0,08 0,14 <LD 2,84
FSD 10% 48h 0,02 0,03 0,08 0,45 0,71 024 054 011 0,13 <LD 2,31
72h 5,47 0,73 1,37 2,69 7,98 2,22 10,32 1,41 2,24 1,07 35,50
96h 4,61 0,64 1,01 1,99 4,37 3,81 5,24 0,64 2,04 0,34 24,69
FSD 80% Oh 1490,50 4,56 12,30 22,65 1294,94 153,29 215,44 77,06 15,84 12,70 3299,28
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HPAs (ug/L)

Coni?r?tg:g:;ao gf&gic:;gg Naftaleno Acenaftaleno Acenafteno Fluoreno Fz?]ﬁgtg:g? Fluoranteno  Pireno Benzo[caél]rflsr::]aci)cenm B;;]Z;o[l[ﬂﬂrucgggfenn? Benzo[a]pireno HPAs
24h 633,10 5,18 12,29 23,21 304,56 40,51 246,41 84,08 18,07 17,15 1384,56
Oh 2,62 0,04 0,04 0,04 0,02 <LD <LD >LD <LD <LD 2,76
24h 2,68 0,04 0,06 0,07 0,06 <LD <LD <LD <LD <LD 2,91
Controle 48h 0,13 0,00 <LD 0,01 0,01 <LD <LD <LD <LD <LD 0,15
72h 0,23 <LD <LD 0,00 0,00 <LD <LD <LD <LD <LD 0,23
96h 0,04 <LD <LD 0,00 <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,04
Oh 6,79 0,19 0,26 0,35 0,23 0,00 0,07 >LD <LD <LD 7,89
24h 15,05 0,86 1,22 1,40 0,66 0,03 0,11 <LD <LD <LD 19,33
Branco 48h 0,67 0,02 0,02 0,04 0,07 0,00 0,00 <LD <LD <LD 0,82
72h 0,60 0,00 0,00 0,02 0,03 <LD <LD <LD <LD <LD 0,65
96h 1,14 0,14 0,16 0,26 0,24 0,03 0,15 <LD <LD <LD 2,12

<LD= menor que o limite de deteccéo.
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A andlise dos compostos volateis (BTEX) permitiu detectar uma reducéo
acentuada em suas concentracdes ap0s 24 horas de exposi¢do nos dois
tratamentos. Entretanto, no diesel 15% as concentra¢des voltaram a aumentar
em 48 horas. Dentre os cinco hidrocarbonetos volateis analisados, os que
apresentaram maior concentracdo, tanto no diesel quanto na FSD foram:
xilenos (m,p-xileno e o-xileno), tolueno e etilbenzeno (Tabela 4). A presenca

de BTEX em baixas concentracdes foi detectada no aquario controle e branco.
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Tabela 4. Concentracdo (ug/L) individual e total de BTEX na 4gua do experimento de
exposicdo aguda ao Oleo diesel e a fracdo sollvel do diesel (FSD) para a espécie
Astyanax altiparanae.

BTEX (ug/L)

Con'i:r:r?tgrlgf;éo ;f&g?ggg Benzeno Tolueno Etilbenzeno m,p-Xileno o-Xileno Y BTEX
Oh <LD 9,93 30,76 92,28 105,83 238,80
24h <LD <LD <LD <LD <LD <LD

Diesel 0,1% 48h <LD <LD <LD <LD <LD <LD
72h <LD <LD <LD <LD <LD <LD
96h 0,29 <LD <LD <LD <LD 0,29
Oh 46,11 450,16 198,01 374,82 410,93 1480,03
24h <LD 24,81 457,84 1669,83  1319,96 3472,44
Diesel 4% 48h <LD 0,12 15,42 44,43 68,45 128,42
72h <LD <LD 67,65 308,82 263,20 639,67
96h <LD <LD 30,17 135,95 129,78 295,90
Oh 133,60 899,83 1272,12 2097,82  2300,12 6703,48
Diesel 15% 24h 1,46 164,64 189,41 460,66 467,08 1283,26
48h <LD 107,29 772,14 1282,81 1678,24 3840,48
Oh <LD 2,11 15,30 35,67 42,44 95,53
24h <LD <LD <LD <LD <LD <LD
FSD 0,5% 48h <LD <LD <LD <LD <LD <LD
72h 0,28 <LD <LD <LD <LD 0,28
96h <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Oh 3,04 42,39 56,59 114,52 127,66 344,20
24h <LD <LD 0,68 0,70 <LD 1,38
FSD 10% 48h <LD <LD <LD <LD <LD 0,00
72h <LD <LD 0,58 0,98 <LD 1,56
96h <LD <LD 2,37 2,07 <LD 4,45
FESD 80% Oh 21,78 177,29 123,59 279,37 283,14 885,17
24h <LD 23,76 24,70 85,31 49,45 183,23
Oh 4,83 12,76 5,47 8,39 6,82 38,27
24h 2,27 1,02 2,40 3,65 1,75 11,09
Controle 48h 2,10 <LD 2,22 2,51 0,57 7,39
72h 2,02 <LD 1,79 0,90 <LD 4,71
96h 1,97 <LD 1,79 0,90 <LD 4,66
Oh 3,72 8,32 4,26 5,46 3,64 25,40
24h 2,08 <LD 2,39 2,87 0,69 8,03
Branco 48h 3,10 <LD 2,73 3,19 1,25 10,27
72h 2,12 <LD 2,29 1,51 <LD 591
96h 2,01 <LD 1,79 0,90 <LD 4,70

<LD= menor que o limite de detecc¢éo.
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Alteracbes Comportamentais

Foram observadas algumas alteragbes comportamentais nos peixes
expostos ao diesel e a FSD (Tabela 5). Os animais do tratamento controle e
das duas menores concentracdes do diesel e da FSD apresentaram
comportamento de agitacdo durante as 96 horas de experimento. Além disso,
esses peixes expostos as menores concentracdes do diesel e da FSD também
apresentaram comportamento canibalista de alguns individuos. Ja nas maiores
concentracbes, 0s peixes apresentaram letargia, permanecendo imoveis,
além de desequilibrio,

mesmo com a aproximagdo do observador,

acompanhado de nado erratico. A intensidade dessas alteracdes

comportamentais foi gradativa, com maior ocorréncia conforme o aumento das

concentracdes de diesel e FSD.

Tabela 5. Comportamentos observados durante a condugcdo do experimento de
toxicidade aguda do 6leo diesel e da fracdo soluvel do 6leo diesel (FSD) para
Astyanax altiparanae.

Tratamentos
Diesel (%) FSD (%) Con
o001 1 2 4 8 10 15 05 1 5 10 20 40 80 ’
Desequilibrio nd nd nd x nd x X nd nd x nd x X X nd
Letargia nd nd nd nd x X X nd nd nd x x x nd nd
Agitacao X X nd nd nd nd nd X x nd nd nd nd nd X
Canibalismo x x nd nd nd nd nd X x nd nd nd nd nd nd

nd = ndo detectado, Con.= controle
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Determinac&o da CL s, do Oleo Diesel e da FSD

N&o houve mortalidade no tratamento controle. Porém, em ambos os
tratamentos a mortalidade apresentou relagdo direta com a concentragdo do

contaminante.

A CLsp do Oleo diesel e da FSD em A. altiparanae foi calculada em 24,
48, 72 e 96 horas (Figura 2). Nota-se que a concentracdo de Oleo diesel
necessaria para causar efeito letal para 50% dos peixes em 24 horas foi 25
vezes menor que a concentracdo da FSD, evidenciando sua maior toxicidade
no inicio da exposicdo. Com o passar do tempo, para ambas as substancias
testadas, os efeitos toxicos aumentaram e a CLsp diminuiu, alcancando
concentracbes de 1,35% (0,78-2,35%), para o diesel, e de 25,21% (17,43-
36,46%), para a FSD. Porém, houve uma tendéncia de estabilizacdo da
toxicidade do diesel entre 48 e 96 horas, sendo que isso nao foi observado
para a FSD que, de 24 até 96 horas, apresentou um aumento continuo na sua

toxicidade.
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Figura 2. Valores da CLsg, e seus intervalos de confianca. A) 6leo diesel e B) fracédo
soluvel do dleo diesel (FSD), nos diferentes tempos de exposi¢cdo (horas), para
Astyanax altiparanae.
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DISCUSSAO

Observou-se que a qualidade da agua nas solucdes-teste apresentou
diferencas significativas em relagdo ao pH e as concentracfes de N-NHs.
Compostos amoniacais podem ser toxicos para peixes principalmente quando
estes sdo mantidos em altas densidades (Martinez et al. 2006). A forma gasosa
da aménia (NH3) é reconhecidamente téxica para os peixes (Campbell 1991).
Por sua vez, a concentracdo de ambnia gasosa na agua é diretamente
dependente da concentracdo de amonia total, do pH e da temperatura (Heath
1995; Ostrensky et al. 1992). Apesar disso, as concentracdes de N-NHj3
guantificadas possivelmente ndo foram suficientes para interferir nas taxas de
sobrevivéncia observadas, principalmente, porque as maiores concentracdes
foram quantificadas nos tratamentos controle e branco, justamente onde a

agitacdo e a atividade natatoria dos peixes eram maiores.

Tanto os HPAs quantos os BTEX que apresentaram maior
concentracdo no presente trabalho, também foram encontrados em maior
concentracdo na agua por VAarios autores que realizaram exposi¢cdes em
condi¢bes laboratoriais (Kakkar et al. 2011; Mos et al. 2008; Rodrigues et al.
2010; Simonato et al. 2008). Essa tendéncia de aumento da concentracao de
HPAs observado no diesel 15% pode ser explicada pela formacdo de uma
espessa camada de 6leo na superficie da lamina d’agua, que pode ter liberado

0s componentes téxicos do diesel mais gradativamente para a coluna agua.

No entanto, o somatoério da concentracdo dos HPAs e BTEX foi, em
geral, bastante superior as concentracdes descritas na literatura,
principalmente nos tratamentos que utilizaram altas porcentagens do diesel,
alcancando valores de até 6010,06 e 6703,48 pg/L para HPAs e BTEX,
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respectivamente. Ja nos tratamentos com a FSD os valores foram menores,
atingindo concentracdes de 3299,28 ug/L para HPAs e 885,17 ug/L para BTEX.
Essas diferencas marcantes em relacdo a outros dados publicados podem
estar relacionadas principalmente com o método de preparo da FSD (Saeed
and Al-Mutairi 1999). Além disso, grande parte dos autores citados realizaram

testes somente com a FSD e nao com o 6leo diesel bruto.

A presenca de HPAs (principalmente naftaleno) e BTEX (xilenos, tolueno
e etilzeno) no controle e no branco pode ter sido resultado da volatilizagcado dos
compostos dentro do laboratério. De acordo com Varanasi e Stein (1991)
hidrocarbonetos com dois ou trés anéis aromaticos, como é o caso do
naftaleno, apresentam maior solubilidade em agua e alta volatilidade. Os
BTEX, conhecidos como hidrocarbonetos volateis também apresentam tais
caracteristicas. Como o0s experimentos foram conduzidos em local fechado e
com temperatura ambiente mantida em torno de 28T, assume-se que toda a
contaminagao observada teve origem nos processos de volatilizacado dentro do
proprio ambiente experimental, uma vez que HPAs e BTEX n&o foram
introduzidos nos aquarios controle e branco e todo o material utilizado nos

experimentos era novo.

As concentragbes de hidrocarbonetos (HPAs e BTEX) presentes
naturalmente no petréleo e, posteriormente, em seus derivados, séo distintas e
variam entre as regifes de origem do petroleo (Heath 1995). Dos trés HPAs
detectados em maior concentracdo (naftaleno, fenantreno+antraceno e pireno),
tanto nos tratamentos com diesel quanto nos tratamentos com a FSD, dois
deles (naftaleno, fenantreno) também apresentaram as maiores concentracdes

na FSD utilizada por Rodrigues et al. (2010). Para peixes, sdo os HPAs que
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geralmente tém sido considerados como 0s componentes que causam maior
toxicidade (Anderson et al. 1974). Por outro lado, Albers (2003) aponta,
especificamente para o 6leo diesel, que os compostos monoaromaticos (BTEX)
Sa0 seus principais componentes toxicos, pois em combustiveis leves séo

encontrados em maiores concentracgoes.

Para organismos aquaticos, a sensibilidade aos compostos toxicos é
afetada por diversos fatores como o estado nutricional, necessidades
fisiologicas, comportamento, entre outros (Bhattacharyya et al. 2003; Van der
Oost et al. 2003). Apesar de nao ter sido empregada metodologia especifica
para a avaliacdo quantitativa das reagfes comportamentais nos animais
expostos ao 6leo diesel, € notoério que os individuos expostos as concentracdes
mais altas do diesel e da FSD apresentaram alteracées comportamentais em

comparacao aos exemplares do controle.

De acordo com Heath (1995) alteracdes comportamentais ocupam alto
nivel no espectro de complexidade biologica. No ambiente, a capacidade dos
individuos de evitarem a predacdo depende da eficiéncia no comportamento de
percepcdo e fuga em relacdo ao predador. Apesar dos peixes terem a
capacidade de perceber a presenca do diesel na agua (Hellstram and Dgving
1983), a exposi¢cdo prolongada pode provocar a morte de células neurais ou
mesmo alteracbes na sintese de neurotransmissores, podendo alterar
diretamente aquelas respostas, tornando o individuo e a populacdo mais

vulneraveis a predacao (Weis et al. 2001; Weis et al. 2000).

Alguns estudos realizados com peixes ja descreverem alteracoes
comportamentais decorrentes da exposicdo ao petréleo (Anderson 1975;
Engelhardt et al. 1981; Hellstram and Dgving 1983; Kochhann 2010).
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Kochhann (2010) testou a influéncia de baixas concentracdes do petréleo e de
um Oleo mineral inerte, e suas frac6es soluvel e insolavel, sobre a atividade
natatéria do Tambaqui (Colossoma macropomum). A autora observou
alteracdo comportamental em todos os tratamentos que utilizaram a fracdo
insolavel. Ela conclui que a reducdo da capacidade natatéria pode ser
consequéncia da diminuicdo da capacidade de trocas gasosas, causada pela
presenca fisica da fracdo insolivel em contato com as branquias do peixe.
Dessa forma, sugere-se que novas investigagdes, com foco no comportamento
da espécie Astyanax altiparanae, sejam conduzidas com o objetivo de

quantificar as alteragbes comportamentais aqui reportadas.

Em geral, os trabalhos que expfem peixes de agua doce a 6leos
combustiveis avaliam respostas bioquimicas, fisioldgicas e histopatolégicas em
concentracOes subletais (Akaishi et al. 2004; Silva and Martinez 2007; Silva et
al. 2009; Simonato et al. 2004; Simonato et al. 2008). Entretanto, Pollino e
Holdway (2002), testaram a toxicidade da fracdo acomodada do petréleo para
uma espécie peixe ornamental de agua doce (Melanotaenia fluviatilis) e a CLso
obtida apos 96 horas de exposicdo foi de aproximadamente 40%. Comparado
ao resultado de CLs0-96h da FSD para o lambari do rabo amarelo, a toxicidade
descrita por Pollino e Holdway (2002) foi cerca de 60% menor. Essa diferenca
pode estar relacionada a diferencas na sensibilidade das espécies e a
metodologia de preparo da fragdo soluvel, pois durante o preparo a fracédo
acomodada nao € agitada e, dessa forma, apresenta menores concentracdes

de compostos téxicos sollveis em agua (Saco-Alvarez et al. 2008).

Apesar da toxicidade de éleos combustiveis ser, aparentemente, maior

em espécies de agua doce (Shukla et al. 2007), alguns estudos tém avaliado a
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toxicidade aguda para peixes marinhos (Cohen and Nugegoda 2000; Neff et al.
2000; Rodrigues et al. 2010). Como esperado, a toxicidade da fragdo solavel
em agua dos diferentes tipos de 6leo estudados por Neff et al. (2000) e dos
Oleos estudados por Cohen e Nugegoda (2000) foram menores que 0s
observados com a FSD, de 32 a 88% e 45%, respectivamente. Por outro lado,
a CLsp 96h da FSD avaliada por Rodrigues et al. (2010), para o peixe peixe-rei,
Odontesthes argentinensis, apontou maior toxicidade da FSD em comparacao
a observada para o lambari do rabo amarelo, alcancando o valor de 13,46%
(10,19-17,79%). Davison et al. (1992) expds exemplares de Pagothenia
borchgrevinki, uma espécie de peixe antartico, a 100% da FSD e nao observou
nenhuma mortalidade ao final de 72 horas. Esses resultados, aliados aos
obtidos com o lambari do rabo amarelo, sugerem uma variacdo na
sensibilidade a 6leos combustiveis em diferentes espécies de peixes. Esse fato
evidencia a necessidade de se conhecer esses efeitos nas espécies utilizadas
como bioindicador de qualidade ambiental e reforcam a necessidade de

realizacdo de estudos com espécies nativas do Brasil.

De acordo com a literatura, a fracdo soluvel em &gua de um Oleo
combustivel apresenta, em geral, maior toxicidade para peixes em comparacao
ao Oleo bruto (Albers 2003). Porém, neste trabalho foi observado um efeito
toxico maior do diesel puro em comparagdo a FSD apos 96 horas de
exposicdo. Essa maior toxicidade pode estar relacionada & maior concentragcéo
de HPAs detectados no 6leo diesel utilizado no teste agudo. Especialmente
pela alta concentracdo apresentada por alguns compostos, como o naftaleno,
por exemplo. Esse HPA apresenta, segundo Anderson (1979), maior potencial

para a bioacumulagéo e retencdo no organismo comparado a hidrocarbonetos
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monoaromaticos. Além disso, ja foi demostrado que o naftaleno pode ser
bioacumulado rapidamente, apds 24h de exposicdo, nas branquias, vesicula
biliar, figado, intestino, além de tecidos criticos como o cérebro de peixes

(Domingos et al. 2011).

Resumidamente, os resultados obtidos neste estudo permitem a
expansdo o conhecimento sobre a toxicidade do 6leo diesel, principalmente em
futuros testes de exposi¢ao subcronica e crénica. Além disso, demostram que o
peixe de agua doce A. altiparanae apresenta maior sensibilidade ao 6leo diesel

que a sua fracdo soluvel em agua.
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RESUMO

Hidrocarbonetos de petréleo, principalmente os policiclicos aromaticos (HPAS)
e 0s monoaromaticos (BTEX) sdo conhecidos por provocarem diversos tipos de
alteracbes em peixes. As alteragBes histolégicas branquiais induzidas por
esses compostos apresentam-se como uma importante ferramenta no
diagndéstico de impacto ambiental. As branquias de Astyanax altiparanae foram
analisadas histologicamente apds a exposicdo aguda (96 horas) e subcronica
(15 dias) ao Oleo diesel e a fracdo soluvel do 6leo diesel (FSD). Em ambos os
experimentos foi analisada a presenca de HPAs e BTEX na agua. As branquias
dos peixes apresentaram uma série de lesdes teciduais como fusao lamelar,
descolamento de epitélio, congestao lamelar, hiperplasia celular e descamacéao
epitelial. O indice de Impacto nas Branquias (lIBr) calculado para cada
alteracdo revelou que na exposicdo aguda houve uma relacao direta entre a
concentracéo de diesel e FSD e a indu¢do de necrose, descamacao do epitélio
e hipertrofia celular. Para as demais alteracdes, o I[IBr ndo apresentou qualquer
relacdo com as concentragdes do diesel e da FSD a que os peixes foram
expostos. Apds a exposicdo subcronica o IIBr calculado para as diferentes
alteracdes ndo apresentou uma relacdo dose/efeito com as concentragcbes de
diesel e FSD.

Palavras-chave: Biomarcador; Derivados do petroleo; Hidrocarbonetos;

Histologia; Peixe; Poluicdo aquatica; Testes laboratoriais
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INTRODUCAO

Hidrocarbonetos de petrdleo, principalmente os policiclicos aromaticos
(HPAs) e os monoarématicos (BTEX) sdo conhecidos por induzir diversos tipos
de alteracdo em peixes. Dentre elas, podem ser citadas alteracdes moleculares
(Kleinjans e van Schooten 2002; Lemos et al. 2008), enziméaticas (Abrahamson
et al. 2007; Pal et al. 2011), fisioldgicas (Davison et al. 1992; Goanvec et al.
2010; Katsumiti et al. 2009) e histopatolégicas (Akaishi et al. 2004; Boeger et
al. 2003; Simonato et al. 2004; Simonato et al. 2008; Winkaler et al. 2001).
Apesar de serem consideradas alteracbes distintas, a histopatologia é
influenciada por alteracdes enziméaticas e fisiolégicas que resultam em lesdes
teciduais que podem ser examinadas microscopicamente (Heath 1995; Van der
Oost et al. 2003). Do ponto de vista ecotoxicologico, as branquias dos peixes
apresentam grande importancia histologica, pois devido a necessidade de
realizacdo de trocas gasosas, a superficie desse 0rgao é extremamente fina e
delicada, o que facilita a passagem de compostos toxicos que podem danificar

a sua estrutura (Heath 1995).

Peixes do género Astyanax sp. tém sido muito utilizados como
bioindicadores de contaminacdo ambiental (Akaishi et al. 2004; Schulz e
Martins-Junior 2001; Silva et al. 2009). Ap6s um acidente que provocou 0 um
dos maiores vazamentos de 6leo combustivel em ambientes de agua doce do
Brasil, Ostrensky et al. (2001) e Boeger et al. (2003) utilizaram esse género
como bioindicador ambiental, e detectaram a ocorréncia de varias alteracdes
histoldgicas nas branquias. Entretanto, como a regido € exposta a outras

substéancias toxicas oriundas de atividades industriais e domésticas (Silva et al.
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2009), nédo ficou claro se as alteragcdes observadas foram causadas pela
presenca do O6leo combustivel ou se pela mistura de compostos quimicos ja
presentes no ambiente. O objetivo desse trabalho foi avaliar, em condi¢cbes
laboratoriais, se a exposi¢cdo aguda e subcrénica ao 6leo diesel e a FSD pode

induzir alteracdes histopatoldgicas nas branquias de Astyanax altiparanae.

MATERIAL E METODOS

Aquisicdo e Manutengao dos Animais

Os exemplares de A. altiparanae foram adquiridos em uma distribuidora
comercial de peixes, localizada no municipio de Curitiba/PR. Apds a compra,
0s peixes foram transportados até o Laboratorio de Pesquisas com Organismos
Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais
(GIA). Imediatamente ap0s a chegada ao laboratorio foram acondicionados em
tanque de polietileno (500L) e mantidos sob aeracdo constante e temperatura
controlada (23C = 2TC) por duas semanas. O tanque de aclimatacdo era
equipado com um sistema fechado de filtragem para manutencao da qualidade
da &gua. Diariamente os peixes foram alimentados, ad libitum, com racéo

comercial floculada (TetraMin®) contendo 47% de proteina bruta.

Aquisicdo do Oleo diesel e Preparo da FSD

O dleo diesel utilizado nos experimentos foi adquirido em um posto de
combustivel. De acordo com o fabricante, o 6leo diesel comercializado na

cidade de Curitiba/PR é o S-50, que possui 0,005% de enxofre na sua
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composicdo, o que contribui para reducdo de emissdo de material particulado
para 0 meio ambiente. Além disso, o diesel S-50 contém 5% de biodiesel na

sua composicao (Petrobras 2010).

Os experimentos foram conduzidos utilizando o 6leo diesel e a fracdo
solivel em agua do 6leo diesel (FSD). O preparo da FSD foi realizado de
acordo com a metodologia descrita por Anderson et al. (1974) com algumas
modificacdes. Com o objetivo de simular um acidente em um ambiente
aguatico continental, uma parte de Oleo diesel foi adicionada a quatro partes de
agua (1:4) e os dois compostos agitados vagarosamente, com auxilio de
agitador magnético, observando-se a formacdo de um vértex com cerca de 1/3
da altura do recipiente. Apos 24 horas a solugdo foi mantida sem agitacdo por
aproximadamente uma hora. A mistura foi cuidadosamente adicionada em um
baldo volumétrico para uma separagcdo mais eficiente de particulas do 6leo
diesel da FSD. Ap6s a separacdo a FSD foi imediatamente diluida nos

aquarios para a realizacdo dos experimentos.

Exposicado Aguda e Subcronica

Foram realizados dois experimentos independentes e, em ambos, 0s
animais foram submetidos por 48 horas a aclimatacdo prévia as condi¢des
experimentais. Ao final desse periodo as aliquotas do 6leo diesel e da FSD

foram adicionadas ao sistema.

O primeiro consistiu na exposi¢cao aguda (96 horas) ao oleo diesel e a
FSD. Esse experimento foi conduzido de acordo com a metodologia de

determinacdo de concentracao letal sugerida pela EPA (2002), com algumas
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modifica¢des. O teste de CLsg avalia os efeitos do contaminante usando como
indicador a concentracéo da substancia-teste que causa a mortalidade de 50%
dos individuos durante determinado periodo de tempo (Sprague 1990). Para
reduzir o numero de animais usados no experimento, foram utilizadas apenas
sete concentracdes do Oleo diesel e sete da FSD; diferente da metodologia
padrdo, que preconiza o uso de dez concentracdes. Além do diesel e da FSD

foi utilizado um tratamento controle e um branco.

Os peixes foram expostos as concentracdes (%) do diesel e da FSD
(Tabela 6) em aquérios de vidro com aeracdo e temperatura controlados.
Foram utilizados 10 animais por aquario na densidade de 1g/L. O experimento
foi conduzido em sistema semiestatico com renovacdo diaria de 20% do
contetdo de 4gua. Durante o periodo experimental os animais ndo receberam

alimentagao.

Tabela 6. Gradiente de concentracdo da FSD e da FTD utilizados no experimento de
exposicao aguda.

Concentragao (%)

FSD 05 01 05 10 20 40 80
Controle  Branco
Diesel 0,1 01 02 04 08 10 15

Devido a utilizacdo de altas concentracbes de diesel e de FSD no
experimento agudo, a mortalidade dos animais foi monitorada a cada 2 horas,
para que a perda dos tecidos por autélise fosse minimizada. Os parametros de
qualidade da agua: temperatura, oxigénio dissolvido, pH, aménia total (N-AT =
NHs+NH,"), aménia gasosa (N-NHs), HPAs e BTEX, formam monitorados em

0, 24, 48, 72 e 96h apos o inicio do experimento (CETESB 1990).
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A partir dos valores da CLs0-96h do diesel e da FSD obtidos no
experimento agudo foram estabelecidas as concentragfes utilizadas no
subcroénico (15 dias). Os valores da CLsp-96h foram previamente discutidos no

Capitulo 2.

De acordo com Sprague (1971) estimativas de concentracdes seguras
de poluentes, ou seja, que nao causariam mortalidade de peixes seria
equivalente a concentragdo entre 1 a 40% da CLso-96h. Dessa forma, para a
exposicdo subcrénica foram utilizadas trés concentracdes, relativas as
seguintes percentagens da CLsp-96h: 10, 20, 35 e 60%, tanto para o diesel
quanto para a FSD. A concentracdo de 60% foi utilizada com o objetivo de
testar o efeito da exposicdo a concentracdes maiores que as sugeridas por

Sprague.

No segundo experimento, de exposicdo subcronica, todos o0s
tratamentos foram conduzidos com quatro réplicas, inclusive o tratamento
controle. Foram agrupados cinco peixes por aquario na densidade de 1g/L com
temperatura e oxigénio controlados. Ao final do experimento, 0S peixes Vvivos
foram anestesiados com benzocaina a 10%, insensibilizados, por meio de

secc¢ao medular, identificados e fixados para posterior coleta das branquias.

A temperatura, o oxigénio dissolvido e o pH da agua foram monitorados
em O e 24 horas e posteriormente em 3, 6, 9, 12 e 15 dias. As concentracdes
de HPAs, BTEX, N-AT e N-NH; foram mensuradas em O e 24 horas e
posteriormente em 3, 12 e 15 dias. Os animais receberam alimento a cada trés
dias. Foi utilizada a mesma ragéo oferecida durante a aclimatagéo. Para evitar
o acumulo de racéo e fezes no aquéario, o alimento foi ofertado, ad libtum, um
dia antes do procedimento de coleta e renovacao parcial da agua (20%).
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Andlises da Agua

Durante a execucao dos experimentos a determinagdo da temperatura e
das concentracbes de oxigénio dissolvido foi realizada diretamente nos
tanques, com auxilio de oximetro digital portatii (YSI-550A). O pH foi

determinado com o auxilio de pHmetro portatil (Hanna — HI8424).

A determinacdo do N-AT foi realizada de acordo com método
colorimétrico de Nessler, descrito pela International Standars Worldwide (ASTM
1994). A percentagem de amoénia gasosa (N-NH3) foi mensurada a partir dos
valores de N-AT, temperatura e pH, de acordo com a metodologia descrita por

Ostrensky et al. (1992).

A quantificacdo dos 16 HPAs sugeridos pela Agéncia de Protecéo
Ambiental Americana (EPA) foi realizada por extracdo liquido-liquido (EPA
1996d), seguida da analise e quantificacdo por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (EPA 1996c¢). Para isso foi utilizado um
espectrofotometro de massa (CG-EM/Focus-PolarisQ), acoplado a um
autoamostrador (AS 3000/Thermo Electron Corporation). Para determinacdo
dos hidrocarbonetos volateis (BETX) foi utilizada a analise direta via
Headspace acoplado a cromatografia em fase gasosa (TraceGC ultra), com
deteccdo por fotoinizacdo e ionizacdo em chama, baseando-se nos métodos

descritos pela EPA (EPA 1996a; EPA 1996b).
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Coleta de tecidos e analises histopatoldgicas

Foi analisado o tecido branquial de todos os peixes expostos ao diesel e
a FSD no experimento agudo. No experimento subcrbnico foram coletadas as
branquias apenas dos peixes que sobreviveram aos 15 dias de exposicdo. A
coleta do tecido branquial foi realizada da mesma forma em ambos os
experimentos. Apos a morte os peixes foram identificados, fixados em solucéo
de Davidson e preservados em &lcool 70GL (Becak e Paulete 1976) para

posterior coleta das branquias.

Em seguida, o tecido branquial foi submetido ao processamento
histolégico de rotina, com inclusdo em parafina histolégica. Apds ser
seccionado em micrétomo rotativo (5 um de espessura) o0s cortes foram
corados com hematoxilina de Harris e eosina (HE). As laminas foram
analisadas em microscopio optico (Leica DMLS) para identificacdo de lesdes

histopatoldgicas.

As analises quantitativas de alteragBes branquias foram realizadas por
meio da selecdo de um corte histolégico por peixe. Neste corte foram
escolhidos ao acaso cinco filamentos branquiais para analise. Todas as
lamelas de cada filamento foram analisadas e todas as alteracbes observadas
foram registradas. O numero de alteragbes encontradas nas lamelas
analisadas foi utilizado para calcular o indice de Impacto Branquial (11Br) de

cada patogenia e concentracdo estudada, por meio da equagéo:
[IBr= N° de lamelas alteradas / N° de lamelas anali sadas

O I1IBr pode apresentar valores entre 0 (valor minimo = auséncia de

patogenias) e 1,0 (valor maximo) (Cardoso 2006).
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Analises estatisticas

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk's. A andlise dos dados de qualidade da agua e dos dados histologicos foi
realizada pelo teste de Kruskal-Wallis. Em caso de diferenca significativa
(p<0,05), foi aplicado teste de Dunn’'s (Zar 1984). A aplicacdo dos testes

estatisticos foi realizada com auxilio do software Statistica 8.0°.

RESULTADOS

Qualidade da Agua

No experimento de exposicdo aguda as concentracbes de oxigénio
dissolvido e de N-AT, bem como os valores de temperatura, ndo apresentaram
variacao entre os tratamentos utilizados (p>0,05). Ja o pH e a concentracao de
N-NH3, apresentaram valores mais altos nos tratamentos controle e branco em
comparacao aos tratamentos expostos ao diesel e a FSD (p<0,05). Por outro
lado, no experimento de exposi¢cdo subcrbnica, que teve duracédo de 15 dias,
houve diferenca na concentracdo de oxigénio dissolvido e no pH (p<0,05)

(Tabela 7).
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Tabela 7. Mediana (min-max) dos valores de oxigénio dissolvido (OD) (mg/L),
temperatura (), pH, amonia total (N-AT= NH 3+NH,") (mg/L) e aménia gasosa (N-
NH3) (mg/L) nos diferentes experimentos de exposi¢éo ao 6leo diesel.

Exposicdo  Parametro . Tratamento
Diesel FSD Controle Branco
oD 6,4 6,6 6,5 7,03
(5,9-7,03) (6,09-6,9) (6,3-8,2) (6,09-8,2)
Temperatura 22,1 21,8 21,9 21,9
(19,1-26,7) (19,5-24,3) (29,3-25,1) (19,8-25,6)
Aguda oH 6,3 6,2 7,4 7,2
(6,0-6,7)2 (6,0-6,7)2 (7,1-7,4)°  (7,08-7,4)°
N-AT 1,1 0,8 0,6 1,4
(0,1-3,4) (0,4-4,3) (0,3-6,2) (0,1-1,8)
N-NH, 0,0009 0,0007 0,006 0,008
(0,003-0,004)% (0,0004-0,004)® (0,002-0,07)° (0,001-0,02)°
oD 6,2 6,6 6,9 7,3
(5,02-7,4)2 (5,2-7,2)° (5,86-7,3)* (6,4-7,8)°
Temperatura 25,2 24,9 25,0 24,8
(23,1-26,8) (22,8-26,3) (23,6-26,8) (23,1-25,7)
Subcrénica pH 6.4 a 6.5 b 6.6 ab 6.5 ab
(5,6-6,6) (5,8-6,8) (5,7-7,1) (5,9-6,8)
N-AT 15 1,2 2,2 0,05
(0,32-5,8) (0,07-2,8) (0,4-5,2) (0,03-1,2)
N-NH, 0,003 0,002 0,0006 0,0007

(0,0003-0,009) (0,0000-0,03) (0,0002-0,01) J,0000-0,004)

Letras indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos pelo teste de
Kruskal-Wallis.
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Em ambos os experimentos foi detectada a presenca de HPAs e BTEX
na agua. Como esperado, maiores concentracfes desses compostos foram
observadas com o aumento gradativo das concentracdes de diesel e FSD. Trés
HPAs apareceram em maior proporcao tanto no experimento de exposicao
aguda quanto subcronica: naftaleno e fenantreno+antraceno. Dentre os quatro
hidrocarbonetos monoaromaticos analisados, 0s que apresentaram maiores

concentracdes foram: xilenos, tolueno e etilbenzeno.

AlteracBes Histopatolégicas nas Branquias

Exposicao Aguda (96 horas)

No experimento agudo foi registrada uma série de lesbes teciduais nas
branquias dos peixes (Tabela 8), havendo maior incidéncia de animais
apresentando fusao lamelar (Figura 3B), descolamento de epitélio (Figura 3C),
congestdo lamelar e hiperplasia celular (Figura 3D), tanto no tratamento de

exposicao ao diesel como no de exposicao a FSD.

Tabela 8. Percentagem de exemplares de Astyanax altiparanae que apresentou
alteracéo branquial ap6s exposi¢cao aguda ao diesel e a FSD.

% de Peixes Afetados

Alteracdes Diesel FSD Controle
n=70 n=70 n=10
Aneurisma 14 17 20
Cisto de protozoarios 2 6 20
Congestéao lamelar 74 65 100
Descamacao do epitélio 41 16 10
Descolamento do epitélio 88 62 70
Fuséao lamelar 89 73 90
Hiperplasia celular 50 52 80
Hipertrofia celular 20 11 10
Necrose 36 17 0
Neoplasia 0 0 0

n= ndmero de animais analisados.
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Também foi observada, em menor frequéncia, a ocorréncia de
descamacao epitelial (Figura 3E), necrose (Figura 3E), hipertrofia celular,

aneurisma (Figura 3F) e a presenca de cistos de protozoarios.

Figura 3. Fotomicrografia das branquias de Astyanax altiparanae do experimento
agudo (96 horas) em coloragdo HE. A) branquia apresentando morfologia normal; B)
fusdo lamelar (seta); C) descolamento de epitélio (seta); D) Congestdo (seta) e
hiperplasia celular () E) necrose do tecido branquial — presenga de nucleos
picnéticos (seta) e descamacgao do epitélio (O); F) aneurisma (O).

Apesar da ocorréncia em baixa frequéncia, algumas alteracdes foram

responsaveis por causar maior dano ao tecido branquial que outras. A mediana
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do 1IBr da necrose celular, por exemplo, foi proximo a 1,0 em quatro das sete
concentracbes de diesel testadas. Porém, nas maiores concentragbes (10 e
15%) ocorreu uma queda do IIBr da necrose (Figura 4A). Essa queda abrupta
pode estar relacionada a rapidez com que as maiores concentracdes de diesel
causaram a morte dos individuos expostos, cerca de 48 horas apés o inicio do
experimento. JA na exposicdo a FSD, essa alteracdo foi observada somente
nas duas maiores concentracdes testadas, apresentando [IBr mediano de 1,0

(Figura 4B).

Além da necrose, o IIBr calculado para hipertrofia celular (Figura 5A e B)
e para a descamacdo do epitélio (Figura 5C e D) também apresentaram
tendéncia de aumento nas maiores concentracbes de diesel e FSD no
experimento de exposi¢cdo aguda. Por outro lado, o IIBr da congestédo lamelar

apresentou uma relagéo inversa (Figura 5E e F).

Para as demais alteracdes, o 1IBr ndo apresentou qualquer relacdo com

as concentracdes do diesel e da FSD a que os peixes foram expostos.
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Figura 4. indice de impacto branquial (IIBr) da lesdo necrose em Astyanax altiparanae
expostos a diferentes concentragfes do (A) 6leo diesel e da (B) FSD durante o
experimento de toxicidade aguda (96 horas). Letras indicam diferenga significativa
(p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 5. indice de Impacto Branquial (IIBr) em Astyanax altiparanae para as lesdes (A) hiperplasia (na exposi¢éo ao diesel), (B) hiperplasia
(na exposicdo a FSD), (C) descamacao (na exposicéo ao diesel), (D) descamacdao (na exposicao a FSD), (E) congestdo lamelar (na exposicéo
ao diesel) e (F) congestédo na exposicdo a FSD durante o experimento de toxicidade aguda (96 horas). Letras indicam diferenca significativa
(p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
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O IIBr, gerado a partir do somatério de todas as alteracbes, nao
apresentou uma relagdo com o aumento da concentragdo do diesel na
exposicdo aguda (Figura 6A). Por outro lado, o mesmo indice, nos peixes
expostos a FSD, exibiu um aumento gradual a partir de 5% até alcancar seu
maior valor em 80% (Figura 6B). Essa tendéncia evidenciaria uma relacdo
dose/efeito da FSD sobre as lesdes no tecido branquial. Contudo, o tratamento
controle apresentou IIBr similar ao dos peixes expostos ao diesel (p>0,05) e, na
FSD apresentou IIBr acima dos apresentados pelas concentragdes 0,5%, 1%,
5% e 20%. Comparado a esse tratamento, o IIBr do controle s6 foi menor que o

apresentado pela da maior concentracéo da FSD utilizada: 80% (p<0,05).
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Figura 6. indice de impacto branquial (IIBr) em Astyanax altiparanae expostos a
diferentes concentragbes do A) 6leo diesel e da B) FSD durante o experimento de
toxicidade aguda (96 horas) em comparacdo ao tratamento controle. Letras indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Exposicao subcronica (15 dias)

Nas branquias dos peixes expostos subcronicamente ao diesel e a FSD

também foi identificada uma série de lesBes teciduais (Tabela 9).

Tabela 9. Percentagem de exemplares de Astyanax altiparanae que apresentou
alteracdo branquial apds exposicao subcrénica ao diesel e a FSD.

% de Peixes Afetados

Alteracbes Diesel FSD Controle
n=70 n=70 n=10
Aneurisma 32 3 0
Cisto de protozoarios 5 10 0
Congestéao lamelar 37 26 14
Descamacao do epitélio 42 45 0
Descolamento do epitélio 95 94 71
Fuséao lamelar 89 94 86
Hiperplasia celular 37 42 57
Hipertrofia celular 53 48 86
Necrose 32 13 0
Neoplasia 89 94 86

n= ndmero de animais analisados.

Nenhum exemplar de A. altiparanae sobreviveu aos 15 dias de
exposicdo a concentracdo 60% do tratamento diesel. Aqueles que
sobreviveram, apresentaram maior incidéncia de fusdo lamelar (Figura 7B),
neoplasia (Figura 7C), descolamento do epitélio (Figura 7D) e hipertrofia celular
(Figura 7E). Outras alteragBes observadas nesse experimento, porém em
menor frequéncia, foram: hiperplasia celular, descamacdo do epitélio,
congestdo lamelar, necrose, aneurisma (Figura 7F), e a presenca de cistos de

protozoarios (Figura 7D).
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Figura 7. Fotomicrografia das branquias de Astyanax altiparanae do experimento
subcrénico (15 dias) em coloragdo HE. A) branquia apresentando morfologia normal;
B) fusado lamelar (seta); C) neoplasia celular (seta); D) descolamento de epitélio (seta)
e cistos de protozoérios ([J); E) hipertrofia celular (seta); F) aneurisma.

Diferentemente dos resultados observados no experimento de exposi¢cédo
aguda, no subcrbénico o IIBr apresentado pelas diferentes alteragcbes nao
apresentou uma relacdo dose/efeito com as concentra¢gdes de diesel e da FSD.
Dentre essas alteracdes destaca-se o |IBr da neoplasia celular que, além de
apresentar os maiores valores medianos dentre todas as alteracdes

observadas, afetou os animais do controle (Figura 8A e B).
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Figura 8. indice de impacto branquial (IIBr) da lesdo neoplasia celular em Astyanax
altiparanae expostos a diferentes concentracdes do (A) 6leo diesel e da (B) FSD
durante o experimento de toxicidade subcrénica (15 dias). Letras indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Nos animais expostos ao diesel, o IIBr total observado no controle foi
semelhante aos calculados nas concentracdes 10% e 35%, e superior ao da
concentracéo de 20% (Figura 9A). Na FSD houve diferenga (p<0,05) entre a
menor e a maior concentracdo utilizada, porém o controle apresentou efeito
similar as duas (p>0,05) (Figura 9B). Em geral, o tratamento controle, do
experimento de exposi¢cao subcrbnica, apresentou elevados valores de IIBr

(Figura 9).
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Figura 9. indice de impacto branquial (IIBr) em Astyanax altiparanae expostos a
diferentes concentracbes do (A) Oleo diesel e da (B) FSD utilizadas no teste de
toxicidade subcronica (15 dias) em comparagao ao tratamento controle. Letras indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
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No experimento de exposicdo aguda nao houve diferenca significativa
entre os tratamentos controle, diesel e FSD (p>0,05). Por outro lado, na
exposicao subcronica os tratamentos controle e FSD apresentaram IIBr total

superior ao do diesel (p<0,05) (Figura 10).
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Figura 10. indice de impacto branquial (IIBr) nos exemplares de Astyanax altiparanae
dos tratamentos controle, diesel e FSD nos experimentos de exposi¢cdo aguda (96
horas) e subcrénica (15 dias) ao 6leo diesel. Letras minusculas indicam diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos no experimento de exposi¢do aguda e letras
maiusculas no experimento de exposi¢do subcrdnica pelo teste de Kruskal-Wallis.
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DISCUSSAO

Apesar das diferencas observadas no pH e na concentracdo de N-NHs,
no experimento agudo, e do pH e oxigénio dissolvido, no experimento
subcroénico, elas ndo foram suficientes para interferir nas taxas de mortalidade,
pois nenhum dos valores observados ficaram fora de uma faixa considerada
Otima para a sobrevivéncia da maior parte de espécies de peixes teledsteos
(Burggren e Roberts 1991). Além disso, as maiores concentracfes de N-NH3
foram identificadas justamente nos tratamentos controle e branco, mas sempre

em valores muito reduzidos.

A utilizacdo de ferramentas histologicas para deteccdo de lesdes
morfoldgicas no tecido branquial esté intimamente relacionada a fragilidade e a
grande extensdo desse epitélio respiratério. Como o fluxo de agua que passa
através das lamelas branquiais é alto, mesmo em um peixe em repouso, €
grande a possibilidade de que substancias toxicas dissolvidas na dgua possam
entrar em contato com essa fragil superficie (Heath 1995). As lesbes branquiais
observadas no presente trabalho ja foram descritas por outros autores. Em
condicbes experimentais, Akaishi et al. (2004) detectaram a presenca de
aneurisma, fusdo lamelar e hiperplasia epitelial em peixes do género Astyanax
sp. expostos a trés concentracbes (15, 33 e 50%) da fracdo soluvel do
petroleo. Além dessas alteracdes, Silva et al. (2009) também detectou necrose
nas branquias de Astyanax sp. expostos por 96 horas a 50 e 100% da agua de
rios afetados por vazamento de petrdleo, cinco anos apos o acidente. Simonato
et al. (2008) também observaram alteragfes semelhantes nas branquias de
Prochilodus lineatus expostos a fracdo soluvel do Oleo diesel. Larvas de
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Odontesthes argentinensis apresentaram principalmente hiperplasia celular
apos a exposicao a fragdo soluvel em agua do petroleo, 6leo diesel e gasolina

(Rodrigues et al. 2010).

In loco, exemplares de Abramis brama apresentaram uma série de
alteracbes branquiais como aneurisma, hiperplasia celular, fusdo lamelar e
descolamento de epitélio apenas seis dias apés o vazamento de 6leo
combustivel que atingiu um afluente do rio Po, localizado no norte da Italia
(Giari et al. 2012). Katsumiti et al. (2009) observaram as mesmas alteragcdes
nas branquias do peixe marinho Cathorops spixii apés o vazamento de 6leo
bunker e metanol na Baia de Paranagua, sul do Brasil. Apesar dessas
alteracdes também terem sido detectadas no presente estudo, apenas necrose
celular, hipertrofia celular, descamacdo do epitélio, no experimento de
exposicdo aguda, apresentaram uma tendéncia de relagdo direta com as

concentracOes de diesel e da FSD.

Ja nos individuos expostos ao 6leo diesel no experimento agudo, bem
como aqueles expostos ao diesel e a FSD no subcrbnico, o IIBr nao
apresentou relacdo com as concentracoes testadas. Esse padrao é semelhante
ao observado por Simonato et al. (2008), que ndo constatou mudanca nas
alteracdes branquiais em Prochilodus lineatus apés 6, 24, 96 horas e 15 dias

de exposicdo a fracao soluvel do 6leo diesel.

Contudo, ao se comparar os tratamentos controle, diesel e FSD, dos
dois experimentos, evidencia-se que no experimento de exposi¢cédo subcronica
os valores de 1IBr foi maior, em comparagcao ao experimento agudo. Apesar da
diferenca entre os experimentos, grande parte das alteragcdes ndo apresentou
tal relacdo, pois os tratamentos controle também apresentaram aumento
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proporcional no lIBr. Dessa forma, pode-se afirmar que, através da andlise do
[IBr, foram detectadas somente algumas alteracdes especificas no tecido
branquial. Em relacdo a grande maioria das altera¢cdes analisadas, tanto na
exposicdo aguda quanto na subcrbnica, ndo houve evidéncias claras de

relacdo entre essas alteragcfes e a exposi¢ao ao 6leo.

Apesar da intima relacdo com a presenca de hidrocarbonetos do
petréleo no meio aquatico, respostas histopatolégicas em peixes também ja
foram correlacionadas com fatores patologicos (Mitchell et al. 2011; Rodger et
al. 2011), limnolégicos e comportamentais (Van der Oost et al. 2003). Como
descrito no Capitulo 2, os exemplares de A. altiparanae apresentaram
alteracbes no repertério comportamental entre os diferentes tratamentos
durante a execucdo do experimento agudo. No experimento subcronico tais
alteragbes também foram observadas. O estresse que induziu tais alteracdes
comportamentais pode ser responsavel pelo alto indice de mortalidade (70%)
que ocorreu no experimento de exposicdao subcronica, mesmo nas
concentragbes mais baixas e no controle, e pela similaridade do IIBr entre as
diferentes concentracées a que o0s peixes foram expostos. Os resultados
obtidos sugerem que a ocorréncia de altos valores do IIBr nos individuos do
controle, em ambos o0s experimentos, possa ser resultado de uma
incompatibilidade adaptativa da espécie as condi¢cdes experimentais devido,
principalmente, a agressividade e a agitacdo demonstrada pela espécie
durante a conducdo dos experimentos. Apesar das evidéncias de que

exemplares dessa espécie possuam grande capacidade de ajustes a diversas

situacOes ambientais (Orsi et al. 2004; Suzuki e Orsi 2008), 0 comportamento
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social dessa espécie em condi¢des laboratoriais e a sua adequacdo ao uso em

bioensaios toxicoldgicos sao ainda muito pouco conhecidos.

Os resultados obtidos nesse trabalho evidenciam que a exposicao
aguda a FSD, em altas concentracbes, podem causar alteracdes
histopatolégicas especificas nas branquias de A. altiparanae. Porém, ao
contrario do que seria esperado, em funcdo da fragilidade e da grande
exposicdo do tecido branquial, essas alteragbes nao s&o evidentes e
generalizadas, ndo permitindo, por exemplo, afirmar que a morte dos peixes
expostos ao Oleo diesel seja causada por alteragBes estruturais do epitélio

branquial.

Além disso, ficou evidenciado que A. altiparanae € uma espécie que
precisa ser melhor estudada, principalmente em funcédo de suas caracteristicas
comportamentais em condi¢des laboratoriais. Durante a execugéo, tanto do
experimento de exposi¢cado aguda quanto de exposi¢do subcrdnica, o repertério
comportamental apresentado pelos exemplares de A. altiparanae torna mais
complexa a interpretacdo dos dados histopatologicos em comparagcdo com 0s

obtidos por espécies tradicionalmente utilizadas em bioensaios.
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RESUMO

A utilizacdo de ferramentas histolégicas para deteccédo de lesbes morfologicas
no tecido branquial estad intimamente relacionada a fragilidade e a grande
extensdo desse epitélio respiratorio. O objetivo desse trabalho foi estimar a
sensibilidade de Astyanax altiparanae a amobnia e avaliar as alteracdes
branquiais decorrentes da exposicdo aguda. Os peixes foram expostos a
diferentes concentracbes do N-AT por 96 horas. O registro do numero de
peixes mortos e dos parametros de qualidade da agua (temperatura, oxigénio
dissolvido, pH, N-AT e N-NHjz) formam monitorados em 0, 24, 48, 72 e 96h
apos o inicio do experimento. A CLso do N-AT e N-NH3foram calculadas em 24,
48, 72h. As branquias dos animais foram submetidas ao processo histolégico.
A toxicidade do N-AT foi de 120,81 mg/L de N-AT (90,9-160,05) e a do N-NH3
foi de 1,19 mg/L de N-NH3 (1,02-1,04) em 72 horas de exposi¢cdo. Embora
véarias alteracdes tenham sido identificadas, o indice de Impacto nas Branquias
(lIBr) calculado para cada alteracdo demostrou que apenas descolamento
epitelial apresentou uma relacdo direta com as concentracbes de amonia
testadas. O I1IBr total calculado para cada concentracdo nao apresentou
qualquer relacdo com o aumento das concentracdes de amonia.

Palavras-chave: Amonia total; AmoOnia gasosa; Compostos nitrogenados;

CLso; Histologia branquial, Peixes dulcicolas

* Artigo redigido de acordo com as normas da revista Aquaculture

(http://www.journals.elsevier.com/aquaculture/)
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1. INTRODUCAO

A amonia esta presente em varios efluentes industriais e agricolas, mas
também pode ser gerada naturalmente pelo processo de decomposicdo da
matéria organica (Heath, 1995). No ambiente aquéatico a amoénia esta presente
em duas formas quimicas: a ionizada (NH;") e a ndo-ionizada ou gasosa (NHx);
e a soma delas é denominada de amonia total (AT= NHz + NH,") (Thurston et
al., 1981). O pH é o principal fator que contribui no processo quimico de
dissociacdo de NH;" em NHs, apresentando uma relagdo direta com a
concentragdo de NHz no meio aquatico (Randall e Tsui, 2002). E a forma
gasosa da amoénia que é considerada téxica para 0s peixes, pois apresenta
grande permeabilidade em membranas biolégicas e, consequentemente, tem

sua concentracéo intracelular rapidamente aumentada (Campbell, 1991).

A utilizacdo de ferramentas histologicas para deteccdo de lesdes
morfolégicas no tecido branquial esté intimamente relacionada a fragilidade e a
grande extensdo desse epitélio respiratério. Como o fluxo de agua que passa
através das lamelas branquiais é alto, mesmo em um peixe em repouso, €
grande a possibilidade de que substancias toxicas dissolvidas no meio aquoso
possam entrar em contato com essa superficie (Heath, 1995). Efeitos
histopatoldégicos nas branquias, causados pela exposicdo a compostos
nitrogenados como amonia, nitrito e nitrato jA foram descritos pela literatura
(Benli et al., 2008; Frances et al., 1998; Gisbert et al., 2004; Rodrigues et al.,
2011). No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da exposicdo aguda da
amoOnia nas branquias de Astyanax altiparanae, uma espécie de agua doce que
ocorre na regidao Sul e Sudeste do Brasil (Graca e Pavanelli, 2002), e que

apresenta grande potencial para testes ecotoxicoloégicos devido a sua
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importancia ecoldgica, ao seu pequeno porte e a sua ampla produgdo em
cativeiro. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi estimar a sensibilidade de
Astyanax altiparanae a amonia e avaliar as alteracdes branquiais decorrentes

da exposicdo aguda a compostos nitrogenados.

2. MATERIAL E METODOS

ApOs a compra dos juvenis de Astyanax sp. de uma distribuidora
comercial de peixes, localizada no municipio de Curitiba/PR, os animais foram
transportados até o Laboratério de Pesquisas com Organismos Aguaticos
(LAPOA), do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais (GIA). No
laboratério os peixes foram acondicionados em tanques de polietileno (500L)
com aeracdo constante e temperatura controlada (23°C = 2TC) por trés
semanas. O tanque de aclimatag&o utilizado possuia um sistema fechado de
filtragem e recirculacdo de agua, evitando o aumento da concentracdo de
amoOnia na agua. Diariamente os peixes foram alimentados, ad libitum, com

racado comercial floculada (TetraMin®) contendo 47% de proteina bruta.

Para realizacdo do experimento foi adotada metodologia de
determinacdo da CLsp sugerida pela EPA (2002) em sistema estatico (sem
renovacado de agua). Foram utilizadas 10 concentracfes de N-AT (1, 2, 5, 10,

25, 50, 75, 100, 200, e 350 mg/L de N-AT) e um tratamento controle.

Antes do inicio do experimento os peixes foram aclimatados as
condi¢cbes laboratoriais por 48 horas e, ao final do periodo, a amdnia foi
adicionada ao sistema na forma de cloreto de amonio (NH4Cl). Dez peixes

(peso= 1,17+ 0,3g; comprimento padréo= 3,67+ 0,27 cm) foram utilizados, em
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aquarios de vidro, na densidade de 1g/L, sob temperatura e aeracdo

controlados. Durante o periodo experimental os peixes ndo foram alimentados.

A mortalidade dos animais, a concentragdo de N-AT, N-NHs3 nas
solugbes-teste e os valores de temperatura, oxigénio dissolvido e pH foram

mensurados em 0, 24, 48, 72 e 96 horas (CETESB, 1986).

A determinagdo da temperatura e das concentragcfes de oxigénio
dissolvido foi realizada, diretamente nos tanques, com auxilio de oximetro
digital portatil (YSI-550A) e o pH foi determinado com o auxilio de pHmetro
portatil (Hanna — HI8424). A analise de N-AT foi realizada colorimetricamente
de acordo com a metodologia descrita por Baptista et al. (1987). As
concentragcbes de amonia gasosa foram mensuradas de acordo com as

seguintes equacgodes (Ostrensky et al., 1992):
[N-NH3]= ([N-AT]) / (1+10 PKa-PH)y
pKa= (pKs + 0,0324) x (298 — (273+T))
pKs=9,2516 + 0,153 x F
F= 19,9273 x S/ (1000 — (1,005109 x S))
Onde:

NH3;= Amonia gasosa ou ndo-ionizada;
NH; = Amoénia ionizada;

N-NHs= Concentracao de nitrogénio na forma de amoénia gasosa ou nao-

ionizada;
N-AT= Concentragdo de nitrogénio na forma de amonia total (NHs + NH;");
T= Temperatura em T,

S= Salinidade.
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A CLso foi determinada a partir dos valores de N-AT, N-NH3 e do niamero
de individuos mortos em durante o periodo de exposicdo (24, 48, 72 e 96
horas). Para isso, foi utilizado o Software LC50 Programs JSpearman Test, que

se baseia no método desenvolvido por Hamilton et al. (1977).

Imediatamente apds a morte, os peixes foram identificados, fixados em
solucdo de Davidson e preservados em alcool 70GL (Becak e Paulete, 1976)
para coleta da branquia e posterior processamento histolégico de rotina, com
inclusdo em parafina histolégica. As branquias foram seccionadas em
micrétomo rotativo (5 um de espessura), corados com hematoxilina de Harris e
eosina (HE). As laminas permanentes foram analisadas em microscopio ptico

(Leica DMLS) para identificacdo das alteracdes histopatologicas.

As analises quantitativas de alteragBes branquias foram realizadas por
meio da selecdo de um corte histolégico por peixe. Neste corte foram
escolhidos aleatoriamente cinco filamentos branquiais para analise. Todas as
lamelas de cada filamento foram analisadas e as alteracdes analisadas e
registradas. A extensdo das alteracbes encontradas nas lamelas analisadas,
determinadas por uma patogenia, gerou um indice de Impacto Branquial (II1Br)
de cada individuo. O IIBr foi calculado individualmente para cada patogenia e

concentracéo estudada por meio da equacao estabelecida por Cardoso (2006):
[IBr= N° de lamelas alteradas / N° de lamelas anali sadas

O IIBr pode apresentar valores entre 0, que indica auséncia de
patogenias, e 1,0, indicando presenca da patogenia em todos as lamelas

observadas.
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Para aplicacdo dos testes estatisticos foi utilizado o software Statistica
8.0°. A comparacdo das caracteristicas da agua e do IIBr em entre as
diferentes concentracbes de amonia foi realizada pelo o teste de Kruskal-Wallis
e, em caso de diferenca significativa (p<0,05), foi aplicado o teste de Dunn’s

(Zar, 1984).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores medianos da N-AT, N-NHj3, pH, temperatura e oxigénio
dissolvido podem ser observados na Tabela 10. Nota-se que os valores
medianos de amonia total mensurados em cada tratamento apresentaram
concentracbes superiores aos valores nominais atribuidos para cada
tratamento. Os valores de pH, temperatura e a concentracdo de oxigénio
dissolvido na agua ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre

as concentracgdes testadas.
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Tabela 10. Mediana (min-max) da concentracdo de amonia total (N-AT= NH;+NH,"), amonia gasosa (N-NHj3), pH, temperatura e
oxigénio dissolvido (OD) na agua dos diferentes tratamentos de exposicdo a amonia.

Parametro

Tratamento (mg/L) N-AT (mg/L) N-NH 3(mg/L) pH Temperatura (C) OD (mg/L)

Controle 1,5 0,003 6,5 25,5 6,7
(0,01-3,5) (0,000-0,02) (6,2-7,1) (25,1-26,1) (6,5-6,7)

1 3,3 0,009 6,7 25,3 6,8
(1,2-4,01) (0,001-0,04) (6,3-7,2) (25,1-25,8) (6,6-7,1)

5 4,2 0,02 6,9 25,4 6,7
(3,6-5,9) (0,01-0,04) (6,7-7,1) (25,2-25,8) (6,7-6,8)

5 5,7 0,02 6,7 25,3 6,7
(5,1-6,1) (0,008-0,06) (6,4-7,2) (25,2-25,8) (6,6-7,2)

10 12,1 0,05 6,8 25,7 6,6
(10,04-13,03) (0,02-0,1) (6,5-7,3) (25,1-26,1) (6,4-6,9)

o5 28,2 0,2 7,09 25,3 6,9
(26,6-34,5) (0,07-0,4) (6,6-7,2) (25,1-25,8) (6,6-7,1)

50 55,4 0,3 7,05 25,2 6,7
(49,5-57,8) (0,1-0,5) (6,7-7,2) (25,0-25,9) (6,6-7,2)

75 80,09 0,6 7,1 25,7 6,8
(78,1-83,5) (0,2-0,8) (6,8-7,2) (25,1-26,2) (6,8-7,2)

100 108,2 1,07 7,1 25,7 6,9
(100,06-132,1)  (0,3-1,3) (6,7-7,2) (25,2-26,3) (6,7-7,1)

200 2111 15 7,1 25,8 6,9
(209,07-217,9)  (0,6-1,7) (6,7-7,1) (25,2-26,3) (6,7-7,4)

350 354,8 1,5 6,8 25,2 6,7
(350,6-359,05) (0,9-2,1) (6,6-7,01) (25,1-25,4) (6,7-6,7)
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Foi observada uma tendéncia de aumento temporal das taxas de
mortalidade dos peixes nas menores concentracdes. Além dos efeitos agudos
da amonia, esse aumento pode estar relacionado ao comportamento
canibalistico expressado pelos peixes nos aquarios, nas concentracdes mais
baixas, a partir de 72 horas de exposicdo. Nas Uultimas 24 horas de
experimento, 73,3% dos peixes dos tratamentos com 1, 2 e 5 mg/L de N-AT
apareceram mortos e parcialmente canibalizados (apresentando perda de
tecido muscular, nadadeiras, globo ocular e até do contetdo celomatico). Esse
comportamento também foi observado, porém em menores proporc¢des, no
tratamento controle. Dessa forma, o calculo da CLsp do N-AT e do N-NH3 foi

feito apenas para 24, 48 e 72 horas.

A toxicidade da N-AT se acentuou (Figura 11A) durante o experimento,
passando de 166,06 (103,2-267,05) em 24h para 120,81 mg/L de N-AT (90,9-
160,05) em 72 horas. Por outro lado, a toxicidade do N-NHj3; permaneceu
praticamente estavel, variando de 1,12 (0,6-2,0) para 1,19 mg/L de N-NH3

(1,02-1,04) entre 24 e 72 horas (Figura 11B).

Assim, apesar do valor da CLsp do N-AT ter sido consideravelmente
elevada, a CLsp do N-NH3, substancia reconhecidamente mais toxica para os
peixes (Heath, 1995; Randall e Tsui, 2002), obtida no presente trabalho sugere
que os peixes da espécie A. altiparanae apresentam sensibilidade a aménia

gasosa semelhante a de peixes dulcicolas considerados sensiveis ao N-NHs.
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Figura 11. Valores da CLsg e seus respectivos intervalos de confianca da (A) ambnia
total (N-AT) e (B) amonia gasosa (N-NHz) em exemplares de Astyanax altiparanae nos
diferentes periodos de exposicao.
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Martinez et al. (2006) reportou valores de CLsp-24h do N-AT, para
exemplares de A. altiparanae, de 5,21 mg/L. Esse valor € 32 vezes menor que
0 observado no presente trabalho. De fato, existem poucos relatos de peixes
gue apresentam tolerancia tdo alta ao N-AT. Entretanto, Wang e Walsh (2000)
observou CLsp-96h de aproximadamente 110 mg/L de N-AT para o peixe

Porichthys notatus.

Os valores médios de CLsg do N-NH3 apresentados por 32 espécies de
agua doce foi estimado em 2,79 mg/L (Randall e Tsui, 2002). Entretanto, as
espécies de peixes apresentam diferencas expressivas quanto a sensibilidade
a tal substancia. A CLso-48h para juvenis de tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, uma das maiores ja observada em peixes de agua doce, é de 7,4
mg/L (Karasu Benli e Kdksal, 2005). Por outro lado, uma espécie de carpa
(Cirrhinus mrigala) apresentou ClLsp de 1,03 mg/L (Das et al., 2004). Essa
concentracdo € semelhante a observada para A. altiparanae em 24 e 72 horas
de exposicdo, sendo que para ambas as espécies a CLsp foi aproximadamente
um terco da ClLso exibida por outras espécies dulcicolas. Os mecanismos que
conferem maior ou menor sensibilidade de peixes a amdnia, N-AT ou N-NHs,
podem variar. Wang e Walsh (2000) sugerem gque esse mecanismo pode estar
relacionado a reducdo da permeabilidade da membrana branquial, que evita,
dessa forma, a entrada do composto no organismo; a capacidade do
organismo em reduzir a toxicidade dos compostos nitrogenados através de
processos de transformacdo quimica ou até mesmo maior rapidez no processo
de excrecao realizada, por exemplo, pelo aumento da produgéo de urina

(Heath, 1995).
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A avaliacao histopatolégica das branquias dos exemplares de Astyanax
altiparanae, expostos as diferentes concentracbes de amoénia, detectou fusdo
lamelar (Figura 12B), descolamento epitelial (Figura 12C), hiperplasia epitelial
(Figura 12D), hipertrofia celular (Figura 12E), e congestao lamelar (Figura 12F).
Além dessas alteracdes também foram detectados: descamacdo epitelial,
aneurisma e cistos de protozoarios. Porém, essas alteragbes ocorreram

somente em alguns exemplares analisados.
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Figura 12. Fotomicrografia das branquias de Astyanax altiparanae expostos a aménia
por 96 horas em coloragdo HE. A) branquia apresentando morfologia normal; B) fuséo
lamelar (seta); C) descolamento epitelial (seta); D) hiperplasia celular (seta); E)
hipertrofia celular (seta); F) congestao (seta).

Embora varias alteragbes tenham sido identificadas, o IIBr calculado
para cada alteracdo demostrou que apenas descolamento epitelial (Figura 13)
pode ter apresentado uma relacdo mais direta com as concentracbes de
amonia testadas. Entretanto, hd que se considerar que os individuos do

controle também apresentaram elevado valor do IIBr. Essa alteragédo ja foi
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observada em peixes expostos a altas concentracdes de compostos
nitrogenados. As alteracbes branquiais mais observadas em Rachycentron
canadum expostos a altas concentracdes de nitrato foram hiperplasia epitelial e
fusdo lamelar e descolamento epitelial (Rodrigueset al., 2011). Benli et al.
(2008) também observaram descolamento epitelial nas branquias de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) expostas a amonia. Hipertrofia celular e
descolamento epitelial foram descritas em Bidyanus bidyanus (Franceset al.,
1998) expostos ao nitrito e em Cyprinus carpio expostos a amoénia (Chezhian et
al., 2012). De fato, essa alteracdo pode reduzir superficie funcional das
branquias para a troca gasosa, prejudicando a funcéo respiratéria (Miron et al.,

2008).
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Figura 13. indice de impacto branquial (I1Br) causado por descolamento epitelial em
Astyanax altiparanae expostos a diferentes concentracdes da amdnia. Letras indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
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O 1IBr das demais alteracOes detectadas n&o apresentaram qualquer
relacdo dose/efeito com as diferentes concentragcbes de amonia testadas
(Figura 14). Gisbert et al (2004) afirmaram que a presenca de algumas
alteracdes branquiais do esturjdo siberiano (Acipenser baerii) expostos ao
nitrito podem ser consideradas como uma resposta ao estresse (mecanismo de
defesa) devido as condi¢gBes experimentais do teste de exposi¢do aguda. Além
disso, os autores também detectaram a presenca de alteragBes nas branquias
dos animais do tratamento controle, reforcando a teoria de que algumas
alteragcbes podem ser induzidas pelo estresse e nao efetivamente pela

exposi¢cao ao contaminante.
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Figura 14. indice de impacto branquial (I1Br) causado por (A) hipertrofia celular, (B) fusdo lamelar, (C) hiperplasia celular, (D) congest&o lamelar, (E)
descamagcdo epitelial e (F) aneurisma em Astyanax altiparanae expostos a diferentes concentragdes da amonia. Letras indicam diferenca significativa

(p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Quando todas as alteracbes sdo agrupadas, as diferencas observadas
no IIBr do descolamento epitelial desaparecem e, desse forma, o IIBr
calculado para cada concentracdo nao apresentou qualquer relacdo com o

aumento da amonia (Figura 15).
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Figura 15. indice de impacto branquial (IIBr) em Astyanax altiparanae expostos a
diferentes concentragcdes da amdnia em comparagdo ao tratamento controle. Letras
indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

Essa semelhanca entre os diferentes tratamentos e o controle,
evidenciada pelo IIBr, pode estar relacionada a presenca de algumas
alteracdes nas branquias dos exemplares de A. altiparanae antes do inicio dos
experimentos, ou mesmo a sua indugdo pelo estresse durante a conducgdo do
experimento. O mesmo comportamento do IIBr foi observado apds a exposicéo
aguda e subcronica de espécimes de A. altiparanae ao diesel e a FSD (vide

capitulo 3). Dessa forma, sugere-se que novos experimentos sejam conduzidos
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com o objetivo de avaliar o estresse induzido durante os testes de exposicao

aguda para A. altiparanae.

Os resultados obtidos no presente estudo revelam que a espécie de
peixe A. altiparanae apresenta grande sensibilidade ao N-NH3; em condicfes
experimentais. Porém, as alteracfes histolégicas branquiais mostraram-se néo

ser diretamente afetadas pela exposicdo a amonia.
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