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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é constituida pelos seguintes capitulos: (I) Introducédo Geral; (II) Efeitos
genotdxicos da fracdo soluvel de dleo diesel em cavalo-marinho, Hippocampus reidi,
durante exposicao aguda; (III) Biomarcadores em curimatd, Prochilodus vimboides,

expostos a fragdo soluvel de 6leo diesel e (IV) Conclusao Geral.

No primeiro capitulo foi realizada uma revisdo de literatura abordando os principais

assuntos discutidos nesta dissertagao.

O segundo capitulo refere-se aos efeitos da fracdo soluvel de éleo diesel (FSOD) em
cavalo-marinho, Hippocampus reidi, em exposicao aguda, justificando-se pela relevancia
biologica e ornamental de tal espécie. Neste trabalho foram avaliados os efeitos
genotéxicos por meio do ensaio cometa e teste micronucleo. Este capitulo foi submetido
para publicacéo no periddico Neotropical Ichthyology (fator de impacto: 0,856).

O terceiro capitulo refere-se aos biomarcadores em curimata, Prochilodus vimboides,
expostos a fragdo soluvel de 6leo diesel. Neste trabalho foram avaliadas: 1) alteracdes
genotoxicas, pelo ensaio cometa e teste microndcleo; 2) bioquimicas, pela analise de
enzimas Aspartato amimotransferase e Alanina aminotransferase (AST e ALT,
respectivamente); e 3) de bioacumulacdo, pela analise de cobre nas branquias. Esta
espécie foi escolhida por ser representativa de diversas bacias hidrograficas do Brasil, ser
reconhecidamente um bom indicador de poluicdo (Gomes et al., 2009) e ser consumida

pela populagéo brasileira.

Na conclusao geral foi realizado o fechamento da dissertacdo, com as principais
conclusdes obtidas nos trabalhos experimentais.

Gomes, L. C., Chippari-Gomes, A. R., Oss, R. N., Fernandes, L. F. L., Magris, R. A., 2009.
Acute toxicity of copper and cadmium for piaugu, Leporinus macrocephalus, and curimata,
Prochilodus vimboides. Acta Sci., Biol. Sci. (Online). 31, 313 - 315.
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1 INTRODUCAO GERAL

1 POLUICAO HIDRICA

Uma vez que cursos hidricos constituem fontes para uso humano, eles também sdo o
destinatario de grandes quantidades de residuos (Glover e Smith, 2003). Desta forma, a
biota aquatica esta sujeita e exposta a uma infinidade de substancias téxicas, langadas no
meio ambiente, vindas de diversas fontes de emissédo, seja de efluentes industriais,
processos de drenagem agricola e esgotos domésticos (Van der Oost et al., 2003). A
origem da poluicdo hidrica também pode estar associada ao derramamento de produtos
quimicos (Glover e Smith, 2003) e, nestes casos, sao conhecidos prejuizos econémicos

adicionais.

Ohe et al. (2004) revisaram a qualidade da agua em uma série de bioensaios, e
demonstraram que alguns rios no mundo, em especial na Europa, Asia e América do Sul
estdo contaminados. Estas fontes de contaminagdo ou eram parcialmente tratadas ou
ndo, devendo-se em especial as descargas de industrias quimicas e refinarias de
petréleo. O estudo demonstrou que estas misturas ambientais continham substancias
toxicas com potencial carcinogénico. Como a gestdao dos recursos hidricos tem sido
desorganizada em muitos paises, tanto pela falta de consciéncia publica quanto pela
baixa fiscalizacdo para promover a protecdo do ambiente hidrico (Ma et al., 2009),
permanecem algumas questdes como a vulnerabilidade da biota aos contaminantes e que

classes de contaminantes sdo mais provaveis para causar impactos.
2 ACIDENTES EM AMBIENTES AQUATICOS

Acidentes em ambientes aquaticos sdo comuns, por exemplo em 2000, de acordo com
dados noticiados pela imprensa, um problema advindo das tubula¢des da Refinaria Duque
de Caxias (Reduc), ocasionou o langamento de aproximadamente 1,3 milhdes de litros de
6leo cru na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro, Brasil. A mancha de 6leo se estendeu por
uma faixa superior a 50 quilédmetros quadrados, atingindo o manguezal da area de
protecdo ambiental (APA) de Guapimirim, praias banhadas pela Baia de Guanabara,
inUmeras espécies da fauna e flora, além de provocar graves prejuizos de ordem social e

econOmica a populacao.
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Em 2001, constatou-se um importante derramamento de petrdleo em ecossistema de
agua doce. Cerca de 50.000 L de petréleo bruto vazaram acidentalmente no Rio Barigui,
sul do Parand, Brasil (Akaishi et al., 2004). Em 2008, também de acordo com dados
noticiados pela imprensa, cerca de 100 litros de 6leo foram derramados no Rio Doce,
Espirito Santo, Brasil. Embora estes tipos de derrames sejam divulgados nos meios de
comunicacao social, acredita-se que a principal fonte de petrdleo e derivados que causam
a contaminacao das aguas sao pequenos e continuos vazamentos de tanques, atingindo
aguas subterraneas e, posteriormente, os rios (Vanzella et al., 2007).

3 PETROLEO E DERIVADOS

Produtos derivados do petréleo sdo compostos por hidrocarbonetos de cadeias quimicas
longas e curtas. As cadeias curtas sao volateis, mantendo-se menos tempo no ambiente
aquatico, entretanto, tém um alto potencial téxico para a biota. A fracdo soluvel de
petréleo bruto e de seus derivados contem uma mistura de hidrocarbonetos
poliaromaticos (HPAs), fendis e compostos heterociclicos de nitrogénio e enxofre (Saeed
e Mutairi, 1999).

A exposicao aos HPAs pode causar inibicdo da atividade colinesterasica levando a
alteracbes em respostas motoras, formacao de aductos de DNA, pré-neoplasias e
neoplasias hepaticas, alteracdes no epitélio branquial e lesbes em outros tecidos como
rins e bacgo. Entre os efeitos descritos no tecido hepatico pode-se incluir fibrose, infiltracao

leucocitaria, necrose, neoplasias e lipidoses (Akaishi et al., 2004).

Como os compostos mais toxicos sdo também os mais volateis, o peixe pode
rapidamente absorvé-los com consequéncias adversas para organizacao biolégica. Outro
importante aspecto toxicolégico da fragao sollvel é seu potencial carcinogénico (Khan et
al., 1995). A exposicao ao petréleo bruto e aos derivados pode induzir uma variedade de
sintomas téxicos em animais experimentais, podendo agir como mediadores na geracao

de radicais livres em peixes (Achuba e Osakwe, 2003).
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3.1 OLEO DIESEL

Define-se éleo diesel como sendo uma mistura de hidrocarbonetos constituida por fragdes
com ponto de ebulicdo superior ao do querosene e inferior ao dos lubrificantes, que
corresponde aos destilados intermediarios do petréleo e cuja faixa de destilacao se situa,
aproximadamente, entre 190 e 380 °C (Vieira et al., 2007).

Do ponto de vista quimico, o 6leo diesel é constituido basicamente de hidrocarbonetos
parafinicos, olefinicos, nafténicos e aromaticos, em menores quantidades, moléculas de
enxofre, nitrogénio, metais e oxigénio. A fragdo aromatica contem hidrocarbonetos
alquilados de um ou dois anéis conjugados até os policiclos aroméaticos (HPAs). Estes sédo
compostos por moléculas de oito a quarenta atomos de carbono, normalmente possuem
maior peso molecular e sdo menos volateis que a gasolina (Vieira et al., 2007).

Tanto o petréleo como seus derivados quando despejados na agua espalham-se
rapidamente, cobrindo grandes areas com uma camada de 6leo que pode variar em
espessura. Tais poluentes submergem e se dissolvem facilmente na superficie e na
coluna d'agua e, pela acao das ondas e correntes, agua e éleo se misturam produzindo
uma emulsdo. Os movimentos de 6leo na superficie da agua por dissolucdo e emulséo
expdem moléculas e particulas do 6leo aos organismos aquaticos (Albers, 2002). A
toxicidade do petréleo é, portanto, em sua maioria, atribuida a parte soluvel. Esta fragéo
soluvel possui os HPAs, compostos polares de baixo peso molecular e relevantes pelos

danos que podem causar a biota (Pacheco e Santos, 2001).

4 ECOTOXICOLOGIA E TESTES DE TOXICIDADE

Ecotoxicologia € ciéncia que tem como principio basico o estudo dos efeitos dos agentes
fisicos, quimicos e bioldgicos sobre os organismos vivos no ecossistema, incluindo as
formas de transporte, distribuicdo, transformacdo, interacdo e destino final desses
agentes (Walker et al., 1996). Os testes de toxicidade desempenham um papel crucial no

estudo do impacto causado por substancias quimicas no ambiente natural.

As agéncias de controle ambiental do mundo, United States Environmental Protection
Agency (USEPA) e a Environment Canada, ndo s6 adotam os ensaios toxicolégicos no

monitoramento da qualidade ambiental, como utilizam os mesmos como ferramentas de
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gestao do potencial impactante de atividades antrépicas. Tais agéncias criaram protocolos
de realizacdo dos principais testes de toxicidade, que sdo adotados pela maioria dos
laboratérios que conduzem experimentos toxicolégicos no mundo. Isso levou a uma
padronizacdo de metodologias. Normas para realizacdo de testes de toxicidade com

organismos de ambiente marinho e dulcicola tém sido implementadas internacionalmente.

No Brasil, a aplicacdo desses testes ja € uma realidade e a normatizagdo vem sendo
realizada pela Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Alguns testes ja foram
padronizados pela ABNT, dos quais podem ser citados: ensaio de toxicidade aguda com
Daphnia similis Claus, 1876 (Cladocera, Crustacea) pela na norma brasileira (NBR)
12713/93; ensaio de toxicidade aguda com peixes em sistema estatico e semi-estatico
pela NBR 12714/93 e NBR 12715/93, respectivamente; e avaliagcao de toxicidade crbnica,
utilizando Ceriodaphnia dubia Richard, 1894 (Cladocera, Crustacea) pela NBR 13373/95.
Além disso, a resolucdo CONAMA n® 357 (Brasil, 2005) preconiza testes de toxicidade
para monitoramento dos corpos d'agua.

5 BIOINDICADORES E BIOMARCADORES

Segundo Van Gestel e Van Brummelen (1996), bioindicador € o organismo que fornece
informacdes sobre as condicbes de seu habitat por sua presenca ou auséncia e, ainda
pelo seu comportamento. Adams (2002) define bioindicadores como uma espécie capaz
de indicar os primeiros sinais de estresse ambiental causado por contaminantes em

diferentes niveis de organizacao biologica.

Pode-se atribuir o nome de biomarcadores aos parametros que expressam qualquer
alteracdo bioldgica relacionada a presenca de um composto quimico no ambiente medida
dentro do organismo ou em seus produtos (DNA, enzimas), que indica uma mudanca
comparada ao estado normal e que nao pode ser detectada no organismo intacto (Van
Gestel e Van Brummelen, 1996). Adams (2002) define ainda biomarcadores como
alteracbes bioldégicas que expressam a exposicdo e/ou efeito tdxico de poluentes

presentes no ambiente.

Biomarcadores representam qualquer alteracéo bioquimica, fisiolégica e comportamental
que podem modificar o bem-estar de um organismo. Dessa forma, varios componentes

moleculares e celulares em diferentes espécies de peixes tém sido utilizados como
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biomarcadores de exposicao e efeito, incluindo os bioquimicos, parametros imunolégicos
e genéticos (Van der Oost et al., 2003).

A este respeito, a caracterizacdo das respostas biolégicas aos poluentes em
bioindicadores se tornou uma questao importante no monitoramento da qualidade
ambiental e na avaliacdo de riscos. Entre as numerosas respostas bioldgicas, aquelas
baseadas em variagcdées no nivel celular e molecular representam os primeiros sinais de
perturbacao ambiental e tém sido aplicadas em estudos ecotoxicolégicos (Bombail et al.,
2001). Ainda que biomarcadores individuais possam néo refletir de forma abrangente o
comprometimento das condigdes de saude do organismo, o uso de uma série de
biomarcadores é recomendado para se avaliar o impacto dos poluentes quimicos.
Portanto, a utilizacdo simultadnea de varios biomarcadores é importante para minimizar a

ma interpretacdo em casos de situacdées complexas de poluicdo (Flammarion et al., 2002).

6 BIOMARCADORES ESTUDADOS

O ensaio cometa mensura quebras primarias na fita de DNA em células individuais, ndo
dependendo de caracteristicas cromossdémicas e de divisdo celular (Singh et al., 1988).
Neste ensaio, células sdo suspensas em agarose de baixo ponto de fusdo sobre uma
lamina de vidro para microscopia. As laminas sdo colocadas em eletroforese. Durante
este procedimento, os fragmentos de DNA migram para além do corpo nuclear e formam
um cometa com cauda (Pandrangi et al., 1995). Esta cauda, dependendo do tamanho,
representa diferentes classes de danos. Varios autores utilizam o teste cometa
objetivando monitorar a genotoxicidade associada a poluicdo dos rios e mares (Lee e
Steinert, 2003; Jha, 2008), principalmente por ser considerado um método sensivel,

rapido e econdmico (Lemos et al., 2005; Moller, 2006).

O teste microndcleo serve como o primeiro passo no estudo de qualquer substancia
mutagénica. E um teste rapido e de sensivel indicagdo, tanto para detectar alteracdes
cromossémicas estruturais como numéricas (Heddle et al., 1983). Os micronucleos sao
massas de cromatina citoplasmatica com a aparéncia de pequenos nucleos que surgem
da condensacado de fragmentos cromossémicos ou de cromossomos acéntricos inteiros
que nao foram incluidos no nucleo principal, perdidos na anafase. Os micronucleos tém

origem espontanea, mas sua inducdo € normalmente usada na deteccdo de danos
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resultantes da acao de agentes mutagénicos. Assim, a visualizacao de um micronucleo se
da ap6s um ciclo de divisao celular e a freqiéncia de micronucleo dentro de uma

populacao celular é dependente da cinética da divisdo celular (Heddle et al., 1983).

Um dos métodos utilizados para detectar os efeitos de contaminantes em um sistema vivo
€ através do monitoramento das atividades enzimaticas. Dentre as enzimas, avaliou-se a
Aspartato aminotransferase e a alanina aminotransferase (AST e ALT). A ASP é
encontrada em concentragdo muito alta no musculo cardiaco, no figado, musculos
esqueléticos e em menor concentracdo nos rins e pancreas. A ALT é encontrada
predominantemente no figado, em concentracdo moderada nos rins € em menores
quantidades no coracao e nos musculos esqueléticos. Qualquer lesao (injuria) tissular ou
hepatocelular de qualquer etiologia ou doenca afetando o parénquima hepatico (ou uma
lesdo tecidual nos rins, coracdo e nos musculos esqueléticos) liberara uma maior
quantidade destas enzimas para a corrente sanglinea, elevando os niveis séricos das
AST e ALT. Assim, do ponto de vista ecotoxicologico, estas enzimas podem ser usadas

como biomarcadores de exposicao (Sparling et al., 1998).

Metais como cobre, vanadio e niquel podem ser encontrados em petréleo e seus
derivados como elementos que ocorrem associados aos processos de formacgéo
(Reynolds, 2001). Embora presente somente em pequenas quantidades (mg/g ou ng/g
niveis), esses metais sdo muito importantes, pois podem acumular nos tecidos e
contaminar os animais. No ponto de vista ecoldgico, os tracos metalicos no petréleo e
derivados s&o de interesse devido ao seu potencial de contaminar o ambiente (Bettinelli e
Tittarelli, 1994).

Cobre, metal essencial para os organismos vivos, estd presente em aguas naturais e
sedimentos. Este metal desempenha um papel crucial em muitos sistemas biolégicos de
enzimas que catalisam a reagdes de reducao /oxidacao e tem oxigénio molecular como
um co-substrato (USEPA, 2003). Além disso, participa na defesa contra radicais livres, na
neurotransmissao, no metabolismo celular e compde enzimas envolvidas na respiracao
celular (Matsuo, 2004). No entanto, se cobre esta presente em concentracoes
relativamente altas no ambiente, a toxicidade aos organismos aquaticos pode ocorrer
(USEPA, 2003).
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7 USO DE PEIXES NO MONITORAMENTO AMBIENTAL

Ambientes aquaticos sao importantes sumidouros de poluentes derivados de atividades
antropogénicas. Peixes habitantes destas areas tém sido propostos para monitoramento
da poluicao através da avaliacdo de biomarcadores. O uso de espécies-sentinelas
aparece como uma escolha valida, especialmente, quando as analises quimicas sao
integradas aos biomarcadores subcelulares, a fim de avaliar o impacto biolégico da
poluicdo e os mecanismos responsaveis pelas alteracoes biolégicas (Nigro et al., 2002).
Inventarios, baseados no monitoramento quimico de ambientes aquaticos, sdo com
frequéncia restritos a identificacdo de certo numero de poluentes, e podem néo fornecer

informacdes sobre os efeitos adversos para a biota (Livingstone, 1993).

Organismos aquaticos, como teledsteos apresentam respostas biolodgicas rapidas frente a
contaminacdo das aguas por produtos quimicos (Ohe et al., 2004). Alguns trabalhos
observaram a ocorréncia de danos citogenéticos, genotdxicos, além da incidéncia de
neoplasias, em peixes de agua doce ou salgada coletados em ambientes contaminados
(Pacheco e Santos, 2001; Lemos et al., 2005).

8 ORGANISMOS-TESTE

Hippocampus reidi sdo peixes com raios nas nadadeiras e, por tal caracteristica
pertencem a classe Actinopterygii (Nelson, 2006). Incluidos também na ordem
Syngnathiformes e familia Syngnathidae (Nelson, 2006), apresentam como nome popular
cavalo-marinho. Esses organismos possuem altura maxima de 17,5cm; chegam a uma
profundidade de 55m; desenvolvem-se entre algas, macroalgas, corais e esponjas; em
relagdo ao peso e ao comprimento ndo apresentam dimorfismo sexual, e conforme estudo

in situ, distribuem-se aos pares (Foster e Vicent, 2004).

Em sua maioria, os cavalos-marinhos investem no desenvolvimento de cada um de seus
jovens. Durante o acasalamento, a fémea deposita seus ovos na bolsa do macho, onde
sao fertilizados (garantindo a paternidade). Estes peixes detém excelente capacidade de
camuflagem, provavelmente, para facilitar a captura de presa e evitar o predador. Eles
permanecem imoéveis a maior parte do tempo e podem mudar de cor ao longo de alguns
dias ou semanas. Possuem a mesma morfologia corpdrea bésica: cabega posicionada em

um angulo direito ao corpo ereto; olhos que se movem de forma independente; um longo
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tubo nasal (auséncia de dentes) que suga o alimento; um trato digestivo sem estémago
diferenciado; pele esticada sobre uma série de placas 0sseas visiveis como anéis em

torno do tronco e da cauda (Foster e Vicent, 2004).

Como sao nadadores fracos, ancoram-se a vegetacdo ou o substrato com a cauda
preénsil. Caracterizam-se por uma distribuicdo esparsa e baixa fecundidade (Rosa et al.,
2007). Devido as populagbes em declinio, os cavalos-marinhos encontram-se
ameacados. Eles estdo entre os muitos géneros vulneraveis a exploracdo ou a outras
situacées como os danos do habitat. Possuem uma importante funcdo como espécie-
bandeira para promover a conservacao de ecossistemas (Rosa et al., 2007). Assim como
outros singnatideos, fornecem um foco para os esforgos voltados ao uso sustentavel dos
recursos marinhos (Martin-Smith e Vincent, 2006). Entendendo que as populacdes de
cavalo-marinho estejam ameacadas por uma série de fatores antropogénicos, €
necessario um esforco continuo que, promova melhores condigdes a estes organismos e

a seus habitats.

Prochilodus vimboides pertencentes a classe Actinopterygii, ordem Characiformes e
familia Prochilodontidae (Nelson, 2006), apresentam como nomes populares curimata ou
curimbata. Em geral, membros da familia Prochilodontidae podem ser distinguidos de
outros peixes, exceto como larvas, pelos labios proeminentes constituidos por duas séries
de numerosos e pequenos dentes, falciformes ou espatulados (Castro e Vari, 2003). As
duas fileiras de dentes sdo variavelmente separadas, mas convergem para as margens
laterais de cada maxilar. Peixes pertencentes a tal familia possuem tamanhos de

moderados a grandes; alguns considerados robustos, atingindo até 74cm.

Alimentam-se detritos e perifitons em superficies aquaticas. Como consequéncia de seus
habitos alimentares, desempenham um papel significativo no fluxo de energia, sendo
dominantes em alguns ecossistemas. Realizam migracdées em massa, associadas com a
alimentacao e reproducédo. Alguns individuos percorrem quase 1500km entre sua marca e
recaptura, com movimentos didrios de até 43km. S&o famosos por sua habilidade de
transposicao aos obstaculos durante as migracdes. Sob a 6tica da Ecologia Humana,

possuem relevancia na piscicultura comercial e de subsisténcia (Castro e Vari, 2003).

A espécie P. vimboides destaca-se em ambientes bentopelagicos, agua doce. Distribuem-

se na América do Sul e, no Brasil, do rio Jequitinhonha ao rio Paraiba e, na porcéo leste,
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do Rio Parana a Bacia do rio Sao Francisco, incluindo o Rio Doce. Estes organismos
podem chegar a 33cm, possuem moderada vulnerabilidade (Casal e Torres, 2009) e

atuam como potenciais bioindicadores.
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Ib HIPOTESE

Hidrocarbonetos derivados de petrdleo sdo comuns causadores de grandes focos de
contaminagcdo em ambientes aquaticos por serem provenientes de varias atividades
antropicas, mas principalmente em consequiéncia de derrames. A toxicidade aguda destes
compostos pode causar danos genéticos e morfoldgicos em diversos organismos
(Kennedy e Farrell, 2005). Células e tecidos das espécies de peixes tém sido utilizados
para investigar a toxicidade de tais compostos (Jha, 2008). Neste estudo, € sugerida a
seguinte hipbtese:

- (Ho) Cavalo-marinho, Hippocampus reidi, e curimata, Prochilodus vimboides, quando
expostos a fracao soluvel do 6leo diesel, apresentam alteracdes que predizem os efeitos
negativos desse composto quimico.

- (H4) Cavalo-marinho, Hippocampus reidi, e curimata, Prochilodus vimboides, quando

expostos a fracao soluvel do 6leo diesel, ndo apresentam alteracées que predizem os
efeitos negativos desse composto quimico.
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II- Efeitos genotoxicos da fracao soluvel de dleo diesel em cavalo-marinho, Hippocampus

reidi, durante exposicao aguda

RESUMO
O derramamento de 6leo diesel € um problema em ambientes marinhos costeiros em
funcdo da alta toxicidade de seus componentes para a biota. Neste trabalho, avaliou-se o
efeito genotoxico da fracdo soluvel de 6leo diesel (FSOD) em Hippocampus reidi. Os
peixes foram expostos por doistempos: 24h e 96h a trés diferentes diluicdbes da FSOD
(1:1000, 1:500, 1:100) mais um grupo controle. A analise genotoxica foi realizada por
meio do ensaio cometa e do teste micronucleo. Para o ensaio cometa, apds 24h e 96h de
exposicao, os eritrécitos dos peixes expostos a todas as diluicdes apresentaram maior
quantidade de células com danos no DNA para as classes 2 e 3, danos moderados e
pouco severos. Peixes expostos a diluicdo 1:100 da FSOD por 96h apresentaram maior
quantidade de células na classe 4. Peixes expostos as trés diluicobes apresentaram maior
indice de danos no DNA (ID) quando comparados ao controle, em 24h e 96h. Para o teste
micronucleo, em 24h nao houve diferenca significativa entre o controle e as dilui¢cdes.
Apbs 96h, os peixes expostos as diluicoes 1:500 e 1:100 da FSOD apresentaram um
aumento no numero de micronucleos. Houve um aumento no nimero de micronucleos de
24h para 96h nos peixes expostos as trés diluigdes da FSOD. Tanto o ensaio cometa
quanto o teste micronucleo foram eficazes para avaliar a acao genotoxica da FSOD em H.
reidi. A FSOD provoca um efeito genotoxico em H. reidi, sendo este efeito crescente com

0 aumento da concentracao e do tempo de exposigao.

Palavras-chave: cavalo-marinho, diesel, ensaio cometa, micronucleo e toxicidade.
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ABSTRACT

The high toxicity of diesel components make oil spills a problem to the biota in coastal
marine environments. The genotoxic effect of the diesel water-soluble fraction (WSF) on
Hippocampus reidi was assessed. Fish were exposed to three different WSF
concentrations for up to 96h. Control groups were included. Genotoxicity was analyzed
using the comet assay and the micronucleus test. All dilutions increased cells classes 2
and 3 frequencies in the comet assay after 24h and 96h. Fish exposed to WSF 1:100
exhibited a higher class 4 cells frequency in the 96h period. All dilutions increased DNA
damage index as compared to the control in 24h and 96h. No significant difference
between all WSF dilutions and control in the 24h period was observed in the Micronucleus
Test. Micronuclei increased in fish exposed to 1:500 and 1:100 WSF dilutions for 96h. For
all dilutions tested, the same was observed in fish after 96h as compared to those exposed
for 24h. The Comet Assay and Micronucleus Test were efficient to detect WSF genotoxic
action in H. reidi. Diesel WSF exerts genotoxic effect on H. reidi, which increases with

WSF concentration and exposure time.

Keywords: seahorse; diesel; comet assay; micronuclei; toxicity
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1 INTRODUCAO

Poluentes, compostos por agentes genotoxicos, resultantes das descargas industriais,
agricolas e de residuos domésticos na superficie da aguas tem aumentado a
preocupacao quanto aos efeitos adversos sobre ecossistemas aquaticos (Ohe et al.,
2004). Os derramamentos de petréleo e seus derivados, como o éleo diesel combustivel
(Zhang et al., 2004; Simonato et al., 2008) sao importantes fontes de poluicdo marinha e
costeira (King et al., 2005; Albaigés et al., 2006). Estes derramamentos sdo causados
principalmente por embarcacdes durante a navegac¢do nas rotas maritimas, ou quando

atracados em portos ou atracadouros (Gonzalez et al., 2006; Silva et al., 2009).

Oleo diesel, como outros produtos destilados do petréleo, mostra uma baixa solubilidade
em agua, e por isso, investigacdes laboratoriais destes efeitos envolvem a preparacao da
fracdo soluvel. Analises quimicas mostram que esta fragao sollvel de 6leo diesel contem
compostos polares e hidrocarbonetos de dois grupos relevantes toxicologicamente:
hidrocarbonetos monoaromaticos (benzeno, tolueno e xileno) e hidrocarbonetos
poliaromaticos (HPAs) de baixo peso molecular como naftaleno, fluoreno e fenantreno
(Simonato et al.,, 2008). Entre os componentes do 6leo diesel os que causam maior
preocupacao quanto ao risco ambiental sdo os HPAs, uma vez que estes compostos
apresentam elevada toxicidade (Lee e Anderson, 2005; Ferreira et al., 2006).

Para avaliar a toxicidade de uma substancia como o 6leo diesel, sdo realizados testes
genotoxicos (Martinez-Gomez et al.,, 2006; Vanzella et al., 2007). Ao nivel celular, um
indicador sensivel de dano genético € a quebra de DNA, que pode ser detectada pelo
ensaio cometa (Buschini et al., 2004). Este teste é vantajoso pela sua simplicidade, rapido
desempenho e alta sensibilidade para varios tipos de danos no DNA sendo aplicado no
biomonitoramento de populagdes (Hartmann et al., 2003). Efeitos genotdxicos em peixe
também podem ser avaliados pela analise de micronicleos em eritrécitos do sangue
periférico (MNE). Micronucleos podem ter origem na perda cromossémica quando um
cromossomo inteiro ndo consegue migrar com um dos nucleos formados durante a mitose
(efeito aneugénico) ou pela quebra de um cromossomo (efeito clastogénico) (Fenech,
2000).
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Cavalo-marinho, ordem Gasterosteiformes (Nelson, 2006), sdo peixes de pouca
movimentagao e que ocorrem principalmente entre algas de clima temperado e em corais
tropicais (Foster e Vicent, 2004). A espécie Hippocampus reidi apresenta distribuicao em
todo o mundo (Foster e Vicent, 2004). No Brasil, H. reidi é catalogada como
superexplorada ou ameacada de superexploracédo, categorias que resultam em medidas
de protecdo da pesca e de restricdo do comércio (Rosa et al., 2006). A deplecao do
estoque, que coloca a existéncia da espécie em perigo aliada a sua baixa capacidade de
movimentagao, que impossibilita fugas rapidas em ambiente recentemente contaminado,
além da sua ampla distribuicAo geografica, qualifica esta espécie como potencial
bioindicador de perturbacdo ambiental causada por compostos toxicos em ambientes
costeiros (Rosa et al., 2007). Sendo assim, os objetivos deste trabalho foram: 1) avaliar o
efeito genotdxico da fracado soluvel de 6leo diesel (FSOD) em Hippocampus reidi, cavalo-
marinho e 2) analisar a eficacia do ensaio cometa e do teste micronucleo em detectar os

efeitos genotoxicos do contaminante nesta espécie.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS E ACLIMATAGAO

Os exemplares juvenis de Hippocampus reidi, foram obtidos de um criador particular, no
municipio de Serra, ES. Os peixes (1,94 + 0,479 e 8,47 + 0,68cm; média + desvio padrao)
foram transportados para o laboratério de Ecotoxicologia Aquatica, localizado ao
Complexo Biopraticas do Centro Universitario Vila Velha. Durante a aclimatacao, assim
como, durante os experimentos, foi utilizada agua marinha coletada em um trecho da
Praia de Itapud, Vila Velha, Espirito Santo. O local foi escolhido por apresentar elevado
nivel de balneabilidade de acordo com os padrdes estabelecidos pelo Conselho Nacional
de Meio Ambiente, 0 que assegurou boas condicdes de dgua aos peixes.

No laboratério, os peixes (h=56) foram transferidos para dois aquarios, cada um com
capacidade para 30L contendo 25L de agua filtrada. Nos aquarios, a salinidade da agua
foi ajustada com substancia salina para 30ppt. Os peixes foram alimentados duas vezes
ao dia com Artemia sp. viva. Durante a aclimatacédo, os parametros fisico-quimicos da
agua foram medidos a cada trés dias com um multiparametro YSI 85 e com um pHmetro
digital, e apresentaram o seguinte resultado (médiatdesvio padrdo): temperatura
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22,1+0,4°C; condutividade 39,9+0,9uS/cm ; oxigénio dissolvido 6,6+0,7 mg/L e pH
7,5+0,2.

2.2 PREPARO DA FRAGCAO SOLUVEL DO OLEO DIESEL

O dleo diesel comercial (B2) foi comprado em posto de gasolina comercial e apresentava
uma densidade de 0,849g/cm?>. O recipiente contendo dleo foi revestido por um saco preto

a fim de evitar qualquer alteracao nas propriedades fisico-quimicas da substancia.

A preparacado da fracdo soluvel do Oleo diesel seguiu rigorosamente a metodologia
descrita por Singer et al. (2000). Foram pesados 5g de éleo diesel. Em seguida, o éleo foi
transferido para um baldo volumétrico de 1L. Completou-se o volume do baldo com a
agua marinha. A solucao (6leo e agua) foi colocada em um recipiente ambar, e agitada
por 24h em 9,1G, de maneira a ndo formar um vortex. Pelo sistema, obteve-se a fragéo
soluvel do éleo diesel (FSOD) que, foi separada com auxilio de pipeta. A composi¢ao da
FSOD foi analisada por cromatografia gasosa (Permin-Elkan, Clarus 500). Os parametros
seguintes foram avaliados: HPA total (4,8%vV/v); Benzeno (0,11%V/v); Tolueno (0,59%V/V);
Xileno (2,1%v/v), Naftaleno (4,8mg/L); Fenantreno (0,47mg/L) e Fluoreno (0,36mg/L).

2.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Apbs o periodo de aclimatacao, os peixes foram transferidos para 56 aquarios de 1L,
contendo agua salgada e aeragédo constante. Em cada aquario foi colocado um animal.
Foram estabelecidos quatro tratamentos, sendo um controle (sem FSOD) e trés diferentes
diluicoes de FSOD: 1:1000, 1:500 e 1:100, estas diluicdes foram definidas com base em
trabalho anterior que expés peixe marinho a FSOD (Solé et al., 2008). O experimento teve
duracao total de 96h. Foram amostrados 7 peixes por tratamento ap6s 24h de exposicao
e outros 7 peixes por tratamento apdés 96h de exposicdo. Os aquarios com peixes
expostos por 96h tiveram 50% da agua trocada ap6s 24h de exposicdo. A agua
adicionada durante a troca apresentava a mesma diluicdo de FSOD da agua que estava

no aquario.

Apbs a exposicdo, os peixes foram colocados em uma solugcdo contendo uma
concentracao letal de benzocaina (300 mg/L); e o sangue coletado por puncao da veia

caudal com seringas heparinizadas. Esta metodologia encontra-se em acordo com o0s
27



procedimentos descritos no guia para uso de peixes em pesquisa da American Fisheries
Society (Nickum et al., 2004).

No inicio e no final do experimento, os parametros fisico-quimicos da agua foram medidos
com um multiparametro YSI 85, e apresentaram o seguinte resultado (média + desvio
padrdo): temperatura de 23,2 = 0,2°C; condutividade de 41,3 £ 0,5uS/cm, oxigénio
dissolvido de 6,9 = 0,5 mg/L e salinidade de 30 + 0,01.

2.4 EFEITOS GENOTOXICOS

2.4.1 ENSAIO COMETA

As amostras sanguineas foram diluidas a 1:120 (v/v) com RPMI 1640 médio e usadas
imediatamente. O ensaio cometa alcalino foi realizado conforme descrito por Tice et al.
(2000). Resumidamente, 5uL de cada amostra de sangue diluido foram adicionados a 95L
de 0,75%(w/v) agarose derretida de baixo ponto de fusdo, e uma porcdo da mistura foi
colocada sobre uma lamina de microscopio pré-revestida com 1,5% (w/v), ponto de fuséao
agarose normal e com uma laminula. Depois da agarose solidificada, laminulas foram
retiradas e as laminas foram imersas em uma solucéo de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA
e 10mM Tris, pH 10.0 -10.5) contendo 1% Triton X-100 e 20% de DMSO. As laminas
foram mantidas congeladas em solucao de lise (4°C) e protegidas da luz por pelo menos
2h e no maximo 3h. Posteriormente, as laminas foram incubadas em tampao recém-
preparado alcalino (300mM NaOH e 1mM EDTA, pH = 13, o que foi determinado
experimentalmente) por 20min para o desenrolamento do DNA. Eletroforese (15min a
270mA e 20V [0,8 V / cm]) foi realizada no mesmo tampao. Cada etapa foi realizada sob
luz amarela indireta. Apéds a eletroforese, as laminas foram neutralizadas, Tris 400mM (pH
7,5), lavadas trés vezes em agua destilada, e deixadas para secar durante a noite em
temperatura ambiente. As Iaminas foram fixadas por 10 minutos em acido tricloroacético
15% w/v, sulfato de zinco 5% w/v, 5% glicerol v/v, lavadas trés vezes em agua destilada,
e secas durante 2h a 37°C. As laminas secas foram re-hidratadas por 5min em agua
deionizada e, em seguida coradas (carbonato de s6dio 5% w/v, de nitrato de aménio 0,1%
w/v, nitrato de prata 0,1% w/v, acido tungstosilicico 0,25%, 0,15% de formaldeido w/v,
preparados na hora no escuro), e constantemente agitadas por 35 min. As laminas
coradas foram lavadas duas vezes com agua deionizada e, em seguida, submersas na

solucao tampao (acido acético 1%), lavadas novamente e, reservadas para posterior
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analise. A analise das laminas envolveu 200 células por animal, utilizando a classificacao
visual baseado na migracdo de fragmentos de DNA do nucleo da classe 0 (auséncia de
danos), classe 1 (danos leves - inferior ou igual ao didmetro de um ndcleo), classe 2
(danos moderados - de um nucleo e inferior ou igual ao didmetro maior que o didametro de
dois nucleos), classe 3 (danos pouco severos - superior a duas vezes o diametro de um
nacleo) e classe 4 (danos severos, apoptose) (Kobayashi et al., 1995; Collins et al., 1995).
Os dados foram apresentados como a freqiéncia de células com e sem danos, contagem
e distribuicao de classes. O indice de danos (ID) foi calculado multiplicando o nimero de

nucleos encontrados em uma classe vezes o nUmero da classe.
2.4.2 TESTE MICRONUCLEO

Amostras de sangue periférico foram obtidas a partir da veia caudal dos espécimes e
expandidas em laminas limpas. As laminas foram deixadas para secar no ambiente do
laboratério durante a noite e, em seguida, os esfregacos foram fixados em metanol P. A.
durante 15min e filtrados por 20min, com 5% (w/v), Guiemsa, lavados com agua
deionizada e deixados para secagem no ambiente do laboratério. Apds a secagem, 2.000
eritrécitos por peixe (duas laminas) foram analisados quanto a presenca de micronucleos

em lentes de 100 vezes sob microscoépio éptico (Al-Sabati e Metcalfe, 1995).
2.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com o programa Sigma Stat 3.0. Tanto para o
ensaio cometa como para o teste micronucleo, a diferenca entre cada diluicdo (1:1000,
1:500 e 1:100) em relacdo ao seu respectivo controle em certo tempo (24h ou 96h) foi
determinada pelo teste Kruskal-Wallis Anova e de Dunnet’s (p<0,05). A diferenca entre as
mesmas diluicées nos dois tempos de amostragem foi determinada pelo teste-T (p<0,05).
Para a avaliacdo do indice de Danos, foi comparada a diferenca entre as diferentes
diluicbes (1:1000, 1:500 e 1:100) em relacdo ao seu respectivo controle em certo tempo
(24h ou 96h) por uma Anova e teste de Dunnet’s (p<0,05). A diferenca entre uma mesma
diluicdo nos dois tempos de amostragem foi determinada pelo teste-T (p<0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 EFEITOS GENOTOXICOS

3.1.1 ENSAIO COMETA

Em 24h ndo houve diferenga significativa de cada diluigdo da FSOD em relacdo ao
controle, para a classe 1 que determina danos leves no DNA das células. Para as classes
0, 2 e 3 que determinam, respectivamente, sem danos, danos moderados e danos poucos
severos; H. reidi expostos a todas as diluicdes da FSOD apresentaram quantidade de
células danificadas significativamente maior que os seus controles. Na classe 4, danos
severos, a mediana foi de 0 para todas as diluigdes, ndao havendo diferenga significativa
(Tabela 1). Em 96h, os peixes expostos a todas as diluicbes da FSOD apresentaram
menor quantidade de células pertencentes a classe 0, quando comparado ao controle.
Por outro lado, os peixes expostos as diferentes diluicbes da FSOD apresentaram maior
quantidade de células pertencentes a classe 2 e 3 quando comparado ao respectivo
controle. Os peixes expostos a diluicado 1:100 da FSOD apresentaram maior quantidade
de células pertencentes a classe 4 em relagéo ao controle.

Tabela 1. Frequéncia de danos (%) nos eritrocitos de Hippocampus reidi expostos a diferentes
diluicdes (1:1000, 1:500 e 1:100) da fragao soluvel de 6leo diesel (FSOD) por 24h e 96h. Os
resultados estdo apresentados como mediana. * Indica diferenga significativa do controle por uma
Kruskal-Wallis ANOVA e teste de Dunnet’s (p<0,05).

Classe de cometa

Diluicao

0 1 2 3 4
24h de exposicao
Controle 60,5 37,5 1,5 0,5 0,0
1:1000 19,5* 48,5 30,5* 1,5* 0,0
1:500 7,0* 46,0 39,0* 8,5* 0,0
1:100 45" 25,0 49,5* 25,0" 0,0
96h de exposicao
Controle 66,5 31,00 3,50 0,00 0,00
1:1000 21,00* 45,50 32,50" 1,50* 0,00
1:500 7,50* 38,50 42,00" 10,00* 0,00
1:100 2,50* 13,50 47,50" 36,00" 2,50"
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Os peixes expostos as diluicbes 1:1000, 1:500 e 1:100 da FSOD apresentaram maior
indice de danos (ID) no DNA quando comparados ao grupo controle, em 24h e 96h
(Figura 1). Nao ha diferenca significativa no indice de danos nos dois tempos de
amostragem de uma mesma diluicdo (controle p = 0,368 e T =0,934; 1:1000 p =0,659 e T
=0,452; 1:500 p =0,722 e T =0,364 ; 1:100 p =0,161 e T =-1,994).
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Figura 1. indice de danos no DNA (ID) de Hippocampus reidi expostos a diferentes diluicoes
(1:1000, 1:500 e 1:100) da fragao soluvel de 6leo diesel (FSOD) por 24h e 96h. Os resultados
estdo apresentados como média e desvio padrdo. * Indica diferenca significativa do tratamento
controle em 24h de exposigcao por uma ANOVA e teste de Dunnet’s (p<0,05). ** Indica diferenca
significativa do tratamento controle em 96h de exposigdo por uma ANOVA e teste de Dunnet’s
(p<0,05).

3.1.2 TESTE MICRONUCLEO

Em 24h de exposicao ndo houve diferenga significativa entre o controle e as diferentes
diluicdes testadas. Apds 96h de exposicao, os peixes expostos as diluicdes 1:500 e 1:100

da FSOD apresentaram um aumento significativo no numero de micronucleo em relagcéao
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ao controle (Tabela 2). Houve um aumento significativo (p<0,05) no numero de
micronucleos do tempo 24h para o tempo 96h de exposicdo nos peixes expostos as
diluicdes 1:1000, 1:500 e 1:100 de FSOD. Nao houve diferenca significativa (p=0,825)

entre os peixes controles dos dois tempos analisados.

Tabela 2. Micronlcleos nos eritrécitos (%) de Hippocampus reidi expostos a diferentes diluicdes
(1:1000, 1:500 e 1:100) da fracao soluvel de éleo diesel (FSOD) por 24h e 96h. * Indica diferenca
significativa entre as diluigbes de um determinado tempo em relagdo ao seu respectivo controle
pelo teste Kruskal-Wallis e teste de Dunnet’s (p<0,05). T Indica diferenga significativa de uma
determinada diluigdo nos dois tempos de amostragem (24h e 96h) pelo teste-T (p<0,05).

Tempo de exposicao (h)

Diluicao 24 96
Mediana Min Max Mediana Min Max
Controle 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 1,0
1:1000 0,5 0,0 1,5 2,07t 1,0 2,5
1:500 1,0 0,0 2,5 3,5t 0,5 5,5
1:100 1,5 0,0 2,5 6,0t 2,0 8,5
4 DISCUSSAO

4.1 EFEITOS GENOTOXICOS

Os resultados obtidos com H. reidi mostram que a FSOD foi o fator determinante na
inducado dos micronucleos e de danos no DNA (revelados pelo ensaio cometa). Vanzella
et al. (2007) propdem que HPAs presentes na fracao soluvel de éleo diesel geram
compostos eletrofilicos. Estes, associados a molécula de DNA levam a inUmeros danos
celulares. larmacovai et al. (2008) relatam ainda que as imperfeicbes nos sistemas de
defesa responsaveis pela protecao contra a fixacdo de danos no DNA e a diminuicao da
eficacia no reparo do DNA podem levar a um acumulo de mutagdes que, sozinhas ou em

combinagdo com outras alteragdes, contribuem para o desenvolvimento de patologias.

Vanzella et al. (2007) avaliaram efeitos da FSOD sobre o peixe Prochilodus lineatus, em
exposicdo aguda e as freqliéncias relativas dos eritrocitos foram maiores para peixes
expostos ao xenobionte a partir de 96h. O dano nos eritrécitos de H. reidi também foi mais
evidente em 96h de exposicdo. Uma hipdtese para esse resultado € que o tempo de 24h
nao € suficiente para promover danos severos nas células eritrociticas, as quais teriam

apenas iniciado o processo de divisdo. Ja em 96h, o aumento da freqléncia de
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micronucleos apés a exposicdo a FSOD esta relacionado as lesdes celulares que nao
foram reparadas.

Neste trabalho, foi observado um efeito genotéxico crescente com o aumento da
concentragdo da FSOD. Resultado semelhante foi obtido por Ergene et al. (2007)
estudando trés espécies de peixe do delta do Goksu, na Turquia, onde os autores
evidenciaram uma correlacao positiva entre freqiéncia de anormalidade em eritrocitos

dos peixes, com o teor de xenobiontes presentes na agua.

4.1.1 ENSAIO COMETA

De acordo com Maria et al. (2003) o processo de biotransformacdo de HPAs em peixes,
freqientemente converte esses xenobiontes em substancias reativas intermediarias
altamente téxicas e que causam um dano oxidativo no DNA. O resultado do teste cometa
evidenciou danos na fita de DNA nos H. reidi expostos as diferentes diluicdes da FSOD,
induzidas pelos compostos genotdxicos presentes. Existe um aumento no indice de dano
(ID) no DNA com o aumento da concentracdo da FSOD (figura 1), mas este dano nao
esta relacionado com o tempo de exposicdo, uma vez que ndo houve diferenca

significativa no ID entre os tempos de exposicao para nenhuma diluicao testada.

No ensaio cometa é possivel distinguir e quantificar células com diferentes taxas de dano
no DNA, desta forma, a analise do valor médio para cada grupo € importante para
entender a magnitude do dano causado pelo xenobionte (Vanzella et al., 2007). Houve
uma predominéancia de classe 0 e 1 nos peixes do grupo controle. Os danos das classes 2
e 3 foram mais freqlentes em todas as diluicbes (1:1000, 1:500 e 1:100) e nos dois
tempos de exposicao (24h e 96h) quando comparado ao controle. Danos severos que
correspondem a classe de dano 4 s6 foram observados na diluicdo 1:100 em 96h de
exposicdo, assim mesmo, em uma freqléncia bastante baixa (2,5%).0s resultados
obtidos com o ensaio cometa em H. reidi exposto a FSOD mostram ser suficientes para
deteccdo de genotoxicidade ambiental. Este resultado é semelhante ao observado por
Akcha et al. (2003) em relacdo aos efeitos dos HPAs em Limanda limanda, onde os
resultados do ensaio cometa foram sensiveis ao xenobionte. Por outro lado, a
classificacao visual de cometas usada em Tilapia rendalli mostrou que, danos no DNA de
células eritrociticas nédo foram suficientes para a detecgdo de genotoxicidade em

ambiental natural (Lemos et al., 2005).
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4.1.2 TESTE MICRONUCLEO

Sob a 6tica celular, os micronucleos sao constituidos por fragmentos cromossémicos ou
por cromossomos que se atrasam durante a anafase (Fenech, 2000). A formacao de
micronucleos na divisdo da célula resulta da quebra de cromossomo, por ma reparacao
de lesoes; e da falha na segregacado de cromossomos, por mau funcionamento mitético
(larmacovai et al., 2008). Esses erros podem ser induzidos por defeitos genéticos no ciclo
celular, estresse oxidativo e exposicao a contaminantes (larmacovai et al., 2008), como
neste trabalho.

Hoshina et al. (2008), indicaram a tilapia, Oreochromis niloticus, como organismo-teste
adequado para avaliar a inducdo de danos genéticos causados por petréleo, pois a
exposicao ao petrdleo provocou inducdo de micronucleos e processo de morte celular.
Para a tilapia a quantidade de micronucleos variou de um a trés, valor bem inferior ao
constatado em 96h para H. reidi, que foi de trés a seis. No presente estudo, a alta
freqiéncia de micronucleos pode estar relacionada com a maior sensibilidade da espécie
de peixe estudada ao xenobionte. O teste micronucleo demonstrou ser eficaz para
detectar a magnitude dos efeitos genotéxicos da FSOD em H. reidi, uma vez que, foi
observado um aumento do nimero de micronucleos com o aumento da concentracao e

do tempo de exposicao.

5 CONCLUSAO

A frequéncia de células danificadas, tanto para o micronicleo quanto para o ensaio
cometa, foi inversamente proporcional as diluicdes (1:1000; 1:500 e 1:100) e diretamente
proporcional ao tempo de exposicao (24h e 96h a FSOD. Assim, H. reidi expostos a
maiores diluicbes da FSOD e por pouco tempo, apresentaram menos danos celulares.
Com base nos métodos utilizados (ensaio cometa e teste micronucleo) pode-se afirmar
que a espécie Hippocampus reidi € sensivel aos efeitos téxicos da FSOD, sendo entdo,
esta espécie sugerida como bioindicador dos efeitos toxicos deste tipo de xenobionte em

ambientes costeiros.
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I1I- Biomarcadores em curimata, Prochilodus vimboides, expostos
a fragao soluvel de 6leo diesel

RESUMO

Derivados de petréleo podem ser focos de contaminacdo em ambientes aquaticos,
principalmente, em consequéncia de derrames. Neste trabalho, avaliou-se o efeito da
fracao soluvel de 6leo diesel (FSOD) em eritr6citos e em branquias de Prochilodus
vimboides. Os peixes foram expostos por 96h a trés diferentes diluicbes da FSOD mais
um grupo controle. As analises genotoxicas foram realizadas pelo ensaio cometa,
micronucleo e citometria de imagem; as bioquimicas pela atividade de enzima Aspartato
aminotransferase e a alanina aminotransferase (AST e ALT) e as fisiolégicas pelo
acumulo de metal cobre nas branquias. Peixes expostos por 96h apresentaram maior
indice de danos que aqueles expostos por 24h. Pela citometria, a area dos nucledides
aumentou conforme as diluicdes e os tempos de exposi¢cdo. Danos no DNA foram
diretamente proporcionais a area dos nucledides. Nao houve diferenca significativa
quanto a presenca de micronucleos entre peixes expostos e o controle e também entre
24h e 96h. Para AST, ndo houve diferenca significativa para os dois tempos de
amostragem e uma mesma diluicdo. Peixes expostos a diluicdo 1:100 apresentaram
maior atividade da enzima ALT em relacdo ao controle, durante 24h de exposicdo. Nao
houve bioacumulacdo de metal cobre nas branquias. Os efeitos genotdxicos da FSOD
foram mais evidentes que os efeitos bioquimicos e fisiolégicos em P. vimboides durante

exposicao aguda.

Palavras-chave: curimba; diesel; biomarcadores; toxicidade; ecotoxicologia.
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ABSTRACT

Petroleum products can be sources of contamination in aquatic environments, mainly as a
result of spills. The effects of diesel water-soluble fraction (WSF) on Prochilodus
vimboides were assessed. Fish were exposed to three different WSF concentrations for up
to 96h. Control groups were included. Genotoxicity was analized using the comet assay,
the micronucleus test and the image cytometry. Biochemical activity was analized using
enzyme (AST and ALT). Physiological effects was analized using accumulation of metal in
the qills. Fish exposed for 96h had higher rates of damage than those exposed for 24h.
For cytometry, the cell area increased with the dilutions and exposure times. DNA damage
was directly proportional to the cell area. There was no significant difference regarding the
presence of micronuclei between exposed and control fish and between 24h and 96h. For
AST, no significant difference for the two sampling times and the same dilution. Fish
exposed to 1:100 dilution showed higher activity of the enzyme ALT in the control during
24h of exposure. There was no bioaccumulation of copper in the gills. The genotoxic
effects of WSF were more evident that the biochemical and physiological effects on P.

vimboides during acute exposure.

Keywords: curimba; diesel; biomarkers; toxicity; ecotoxicology
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1 INTRODUCAO

Certos poluentes, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) tém sido
produzidos e, em parte, liberados no meio ambiente. O destino final de muitos destes
compostos é o0 meio aquatico, quer devido a descargas diretas ou a processos
hidrologicos e atmosféricos (Van der Oost et al., 2003).

Hidrocarbonetos derivados de petréleo sdo agentes causadores comuns de grandes focos
de contaminagdo em ambientes aquaticos por serem provenientes de varias atividades
antropicas, mas principalmente em consequiéncia de derrames. A toxicidade aguda destes
compostos pode causar danos genéticos e morfolégicos em diversos organismos
(Kennedy e Farrell, 2005). Células e tecidos das espécies de peixes tém sido utilizados
para investigar a toxicidade de tais compostos (Jha, 2008).

Infelizmente, pouca atencao tem sido reportada aos efeitos de derivados de petréleo, éleo
diesel, no ambiente aquatico. Ainda assim, alguns trabalhos avaliaram efeitos genot6xicos
(Vanzella et al.,, 2007), bioquimicos e fisiol6gicos (Simonato et al., 2008) no peixe
neotropical Prochilodus lineatus. Outros estudos também com peixes, Carassius auratus,
direcionaram os efeitos do 6leo diesel a defesa antioxidante (Zhang et al., 2004) do
organismo-teste. Estes estudos confirmam a acédo de poluentes que podem, inicialmente,
causar alteragdo estrutural nas biomoléculas dos organismos aquaticos, e,
posteriormente, levar a alteragdo das propriedades funcionais dessas moléculas
envolvidas nos processos biolégicos (Amado et al., 2006).

Os peixes tém um papel importante para o fluxo de energia nos ecossistemas aquaticos,
estdo expostos continuamente a poluentes no hébitat natural e constituem uma parte
importante da dieta humana (Jha, 2008). Uma vez que peixes respondem com freqtiéncia
a substancias téxicas de maneira semelhante aos vertebrados superiores, eles podem ser
usados para estudos de produtos quimicos que tém o potencial de causar efeitos
teratogénicos e carcinogénicos em seres humanos. No entanto, a principal aplicacao para
o modelo de sistemas com peixe é determinar a distribuicdo e os efeitos téxicos de

contaminantes quimicos no ambiente aquatico (Al-Sabati e Metcalfe, 1995).

Mudancas bioldégicas em peixes que podem estar relacionadas a exposicao ou aos efeitos
de quimicos e sdo denominadas biomarcadores (Van der Oost et al., 2003). O ensaio
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cometa foi aplicado com sucesso em eritrécitos de muitas espécies de peixes expostos a
diferentes agentes genotdxicos, permitindo a avaliacdo das alteracoes do DNA induzido
por xenobioticos (Frenzilli et al., 2009). Entre as vantagens desta técnica, também pode
ser mencionado que o tamanho e o nimero de cromossomos nao sao importantes e que

a atividade mitética ndo é necessaria (Frenzilli et al., 2009).

O DNA nuclear tem sido estudado por meio da citometria de imagem. Este método é
empregado com o objetivo de fornecer informagdes mais precisas sobre o comportamento
biolégico em adicdo ao método citologico tradicional (Kimball, 1996). A analise por
citometria de imagem é uma das novas tecnologias que vem sendo utilizada com sucesso
em paises desenvolvidos, como complemento para andlises laboratoriais de rotina
(Bocking e Nguyen, 2004). Pode ser aplicada a pequeno numero de células e permite
medidas seletivas de células classificadas morfologicamente (Bocking, 1995). A imagem
capturada é convertida em Pixels, que estao relacionados a uma cor e uma intensidade
especificas, e processada automaticamente pelo software, gerando valores de
absorbancia relacionados com a area, denominados valores de densidade O&ptica
integrada (DOI) (Hardie et al., 2002).

Um outro teste genotdxico consiste no teste microndcleo cuja aplicagdo é ampla e busca
investigar danos no DNA causados por propriedades de varios produtos quimicos. O teste
micronucleo é muito utilizado para deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram
cromossomos) € aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacdo cromossémica
anormal). Quando isso acontece, o material genético fragmentado ou perdido nao se
incorpora corretamente ao ndcleo da célula-filha, originando um novo ndcleo de tamanho

menor que o principal, o micronucleo (Fenech et al., 1999).

Para alteracées ao nivel tecidual, analises fisioldégicas de peixes podem ser realizadas
pelo processo de bioacumulacdo. No processo de absorcdo dos metais pesados estao
envolvidas quatro possiveis rotas de absorcao: 1) pele; 2) branquias e 3) alimentacao. Ao
entrar no organismo os metais sao transportados no sangue ligados a proteinas e acabam

por acumular nas branquias, na gordura, nos rins, no musculo e no figado (Heath, 1995).

Suscetiveis aos xenobiontes, espécies de peixes do género Prochilodus tém sido usadas
na Ecotoxicologia (Vanzella et al., 2007). Estas espécies sdo abundantes e distribuidas

nos rios da América do Sul, que fluem para o Oceano Atlantico. Alimentam-se tanto de
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particulas suspensas na coluna d'agua como daquelas que se acumulam no sedimento.
Sao peixes de extensos héabitos migratérios, de grande valor comercial € consumo
humano (Orti et al., 2001).

Prochilodus vimboides pertencentes a classe Actinopterygii, ordem Characiformes e
familia Prochilodontidae (Nelson, 2006) apresentam como nomes populares curimata ou
curimbata. Destacam-se em ambientes bentopelagicos, agua doce. Distribuem-se na
América do Sul e, no Brasil, do rio Jequitinhonha ao rio Paraiba e, na porcao leste, do Rio
Parana a Bacia do rio Sao Francisco. Estes organismos podem chegar a 33cm (Casal e
Torres, 2009).

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos genotdxicos, bioquimicos e
fisioldgicos da fracdo soluvel do éleo diesel (FSOD) em curimatd, Prochilodus vimboides,

durante exposicao aguda.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS E ACLIMATAGAO

Os exemplares juvenis de Prochilodus vimboides foram obtidos na Escola Agrotécnica
Federal de Colatina, Espirito Santo. Os peixes (9,83 + 5,849 e 9,48 + 1,60cm; média +
desvio padrao) foram transportados para o laboratério de Ecotoxicologia Aquatica,
localizado ao Complexo Biopraticas do Centro Universitario Vila Velha. Durante a
aclimatacdo, os peixes foram mantidos por 15 dias em um de tanque de 500L com

aeracdo constante.

No tanque, os peixes (n=72) foram alimentados duas vezes ao dia com ragédo extrusada
40% proteina (Nutriave). Durante a aclimatagao, os parametros fisico-quimicos da agua
foram monitorados a cada trés dias com um multiparametro YSI 85 e com um pHmetro
digital, e apresentaram o seguinte resultado (médiatdesvio padrdo): temperatura 25,6 +
0,4°C; condutividade 148,6 £ 33,3uS/cm; oxigénio dissolvido 6,2 = 0,4mg/L, pH 7,3 £ 0,2 e
dureza total 27,75 + 0,01 mg/L CaCO:s.
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2.2 PREPARO DA FRAGCAO SOLUVEL DO OLEO DIESEL

O dleo diesel comercial (B2) foi comprado em posto de gasolina comercial e apresentava
uma densidade de 0,832g/cm?. O recipiente contendo 6leo foi revestido por um saco preto
a fim de evitar qualquer alteracao nas propriedades fisico-quimicas da substancia.

A preparacado da fragdo soluvel do Oleo diesel seguiu rigorosamente a metodologia
descrita por Singer et al. (2000). Foram pesados 5g de 6leo diesel. Em seguida, o éleo foi
transferido para um baldo volumétrico de 1L. Completou-se o volume do baldo com a
agua do tanque. A solugéo (6leo e agua) foi colocada em um recipiente ambar, e agitada
por 24h em 9,1G, de maneira a ndo formar um vortex. Pelo sistema, obteve-se a fragéo
soluvel do éleo diesel (FSOD) que, foi separada com auxilio de pipeta. A composi¢ao da
FSOD foi analisada por cromatografia gasosa (Perkin-Elmer, Clarus 500) e apresentou as
seguintes caracteristicas: HPA total (4,3mg/L); Benzeno (0,10%v/v); Tolueno (0,56%V/v);
Xileno (2,0%v/v); Naftaleno (4,6 mg/L); Fenantreno (0,31mg/L) e Fluoreno (0,24mg/L).
Uma amostra da FSOD foi devidamente digerida e submetida ao aparelho de
espectrometria de absorcao atbmica em forno de grafite (EAA-FG; GBC Avanta 932, IL,
USA) para analise da concentracao de vanadio, cobre e niquel. As concentracbes desses
metais na FSOD foram 1,922ng/mL, 3,904ng/mL e 4,00ng/mL, respectivamente.

2.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Apés o periodo de aclimatagéo, os peixes foram transferidos para 72 aquarios de 2L, sob
aeracao constante. Em cada aquario foi colocado um animal. Foram estabelecidos quatro
tratamentos, sendo um controle (sem FSOD) e trés tratamentos com diferentes diluicoes
de FSOD: 1:1000, 1:500, 1:100. Estas diluicées foram definidas com base em trabalhos
anteriores que expuseram peixes a FSOD (Solé et al., 2008). O experimento teve duracao
total de 96h. Foram amostrados 9 peixes por tratamento ap6s 24h e outros 9 peixes por
tratamento ap6s 96h de exposicao. Os aquarios com peixes expostos por 96h tiveram
50% da agua trocada a cada intervalo de 24h de exposi¢édo. A agua adicionada durante a
troca apresentava a mesma diluicdo da FSOD que a 4gua que estava no aquario.

Apbés a exposicdo, os peixes foram colocados em uma solugcdo contendo uma
concentracao letal de benzocaina (300 mg/L); e o sangue coletado por puncao da veia

caudal com seringas heparinizadas. Esta metodologia encontra-se em acordo com 0s
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procedimentos descritos no guia para uso de peixes em pesquisa da American Fisheries
Society (Nickum et al., 2004). As branquias dos animais foram retiradas e condicionadas
em refrigerador a -20°C para analise de bioacumulacéo de cobre.

Durante o experimento, os parametros fisico-quimicos da agua foram medidos com um
multiparametro YSI 85, e apresentaram o seguinte resultado (médiatdesvio padrao):
temperatura 25,5+0,3°C; oxigénio dissolvido 6,9+0,5 mg/L; condutividade 87,5+2,9uS/cm;
pH 7,05+0,3 e dureza total 28+0,3mg/L CaCOs.

2.4 EFEITOS GENOTOXICOS

2.4.1 ENSAIO COMETA

As amostras sanguineas foram diluidas a 1:120 (v/v) com RPMI 1640 médio e usadas
imediatamente. O ensaio cometa alcalino foi realizado conforme descrito por Tice et al.
(2000). Resumidamente, 5uL de cada amostra de sangue diluido foram adicionados a 95L
de 0,75%(w/v) agarose derretida de baixo ponto de fusdo, e uma porcdo da mistura foi
colocada sobre uma Iamina de microscopio pré-revestida com 1,5% (w/v), ponto de fuséao
agarose normal e com uma laminula. Depois da agarose solidificada, laminulas foram
retiradas e as laminas foram imersas em uma solugéo de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA
e 10mM Tris, pH 10.0 -10.5) contendo 1% Triton X-100 e 20% de DMSO. As laminas
foram mantidas congeladas em solucéo de lise (4°C) e protegidas da luz por pelo menos
2h e no maximo 3h. Posteriormente, as laminas foram incubadas em tampéo recém-
preparado alcalino (300mM NaOH e 1mM EDTA, pH = 13, o que foi determinado
experimentalmente) por 20min para o desenrolamento do DNA. Eletroforese (15min a
270mA e 20V [0,8 V / cm]) foi realizada no mesmo tamp&o. Cada etapa foi realizada sob
luz amarela indireta. Apéds a eletroforese, as laminas foram neutralizadas, Tris 400mM (pH
7,5), lavadas trés vezes em agua destilada, e deixadas para secar durante a noite em
temperatura ambiente. As Iaminas foram fixadas por 10 minutos em acido tricloroacético
15% w/v, sulfato de zinco 5% w/v, 5% glicerol v/v, lavadas trés vezes em agua destilada,
e secas durante 2h a 37°C. As laminas secas foram re-hidratadas por 5min em agua
deionizada e, em seguida coradas (carbonato de sédio 5% w/v, de nitrato de amébnio 0,1%
w/v, nitrato de prata 0,1% w/v, acido tungstosilicico 0,25%, 0,15% de formaldeido w/v,
preparados na hora no escuro), e constantemente agitadas por 35 min. As laminas

coradas foram lavadas duas vezes com agua deionizada e, em seguida, submersas na
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solucao tampao (acido acético 1%), lavadas novamente e, reservadas para posterior
analise. A analise das laminas envolveu 200 células por animal, utilizando a classificacéo
visual baseado na migracéo de fragmentos de DNA do nucleo da classe 0 (auséncia de
danos), classe 1 (danos leves - inferior ou igual ao diametro de um ndcleo), classe 2
(danos moderados - de um nucleo inferior ou igual ao didmetro maior que o diametro de
dois nucleos), classe 3 (danos pouco severos - superior a duas vezes o diametro de um
nacleo) e classe 4 (danos severos, apoptose) (Kobayashi et al., 1995, Collins et al., 1995).
Os dados foram apresentados como a freqiiéncia de células com e sem danos, contagem
e distribuicao de classes. O indice de danos (ID) foi calculado multiplicando o nimero de

nucleos encontrados em uma classe vezes o nimero de classes.

2.4.2 CITOMETRIA DE IMAGEM

Apés serem analisadas em microscopio éptico, as laminas referentes ao ensaio cometa
foram levadas ao Laboratorio de Investigacdo Cardiovascular do Complexo Biopréaticas do
Centro Universitario Vila Velha. Neste caso, aplicou-se a técnica da citometria de imagem
cuja funcao foi complementar a analise visual realizada anteriormente. Com um software
gratuito disponivel da Internet (CellProfiler ®, www.cellprofiler.com), as imagens foram
analisadas para identificar area do nucledide de P. vimboides. Utilizaram-se varias
categorias “moédulo”. Dentro de cada médulo, varias tarefas foram resolvidas. O primeiro
moédulo foi usado para “carregar as imagens" do arquivo, onde as imagens foram
carregadas a partir do disco rigido. Como as imagens eram coloridas, a cor do "médulo de
gray", foi aplicada a partir da categoria de processamento de imagem. A intensidade
invertida "médulo” foi utilizada a fim de ter objetos brilhantes com um fundo escuro. O
médulo de "identificagdo primaria automatica" foi escolhido. Um algoritmo para
identificacdo automatica (segmentacédo) Ridler Calvard adaptativa foi aplicado. Foram
definidas as areas minimas (15,50Pixels) e maximas (30,10Pixels) a fim de excluir
duplicados e restos. Com os objetos identificados, 0 médulo de "medida de forma de area
objeto" a partir da medicdo da categoria foi aplicado para quantificar o arredondamento
(ou seja, fator forma) dos objetos identificados inicialmente. O filtro "mo6dulo de medicao
objeto" foi aplicado para excluir objetos em desacordo com o padrao estabelecido. Como
Ultima etapa, a area de "forma do objeto da medida" foi realizada para quantificar o
tamanho dos objetos remanescentes.
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2.4.3 TESTE MICRONUCLEO

Amostras de sangue periférico foram obtidas a partir da veia caudal dos espécimes e
expandidas em laminas limpas. As laminas foram deixadas para secar no ambiente do
laboratério durante a noite e, em seguida, os esfregacos foram fixados em metanol P. A.
durante 15min e filtrados por 20min, com 5% (w/v), Guiemsa, lavados com agua
deionizada e deixados para secagem no ambiente do laboratério. Apds a secagem, 2.000
eritrécitos por peixe (duas laminas) foram analisados quanto a presenca de micronucleos
em lentes de 100 vezes sob microscépio éptico (Al-Sabati e Metcalfe, 1995).

2.5 EFEITOS BIOQUIMICOS

2.5.1 ASPARTATO AMINOTRANSFERASE E ALANINA AMINOTRANSFRASE (AST E
ALT)

As amostras de sangue foram mantidas em microtubos de plastico (eppendorfs). Estes
foram centrifugados a 151,2G, por 10 minutos. O plasma foi separado dos outros
componentes sanguineos com auxilio de pipeta automatica. Por tal componente
sanguineo foi possivel analisar as atividades das enzimas Aspartato aminotransferase e
Alanina aminotransfrase (AST E ALT), com kit enzimatico Bioclin (k034 e k035).

2.6 FEITOS FISIOLOGICOS

2.6.1 BIOACUMULAGAO DE COBRE

Amostras de branquias foram enxaguadas com EDTA durante 30s para retirar qualquer
resquicio de contaminante (vindo da agua ou do material da dissecagado) e o excesso da
agua foi retirado com papel filtro. As amostras foram pesadas e digeridas em acido nitrico
10% durante 24h em estufa a 80°C. As amostras digeridas foram submetidas ao aparelho
de espectrometria de absorcao atbmica em forno de grafite (EAA-FG; GBC Avanta 932,
IL, USA). Os resultados sdo expressos em mg de cobre/g de peso fresco (Menezes,
2005). O cobre foi escolhido para o estudo de bioacumulacao por sua toxicidade, além de
ser um dos mais abundantes durante a analise da FSOD.
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2.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com o programa Sigma Stat 3.0. A frequéncia de
danos nos eritrocitos dos peixes expostos as diluicbes para seus respectivos controles foi
comparada por Kruskal-Wallis ANOVA e teste de Dunn’s (p<0,05). O indice de danos no
DNA e o micronucleo nos eritrcitos dos peixes expostos as diluicoes foram comparados
com 0s seus respectivos controles, por uma ANOVA e teste de Dunnet’s (p<0,05). A area
da célula dos peixes expostos as diluicbes foi comparada com o0s seus respectivos
controles, por uma Kruskal-wallis ANOVA e teste de Dunn’s (p<0,05). A mesma diluicao
nos dois tempos de amostragem foi comparada pelo teste Man-Whitney (p<0,05). As
atividades das enzimas AST e ALT e a concentracdo de cobre na branquia, dos peixes
expostos as diluicbes foram comparadas com seus respectivos controles, por uma
ANOVA e teste de Dunn’s (p<0,05). A mesma diluicdo nos dois tempos de amostragem

foi comprada pelo teste T (p<0,05).

3 RESULTADOS

3.1 EFEITOS GENOTOXICOS

3.1.1 ENSAIO COMETA

Exceto para P. vimboides expostos a diluicdo 1:1000 da FSOD, durante 24h, ndao houve
diferenca significativa das diluicdes 1:500 e 1:100 da FSOD em relacao aos respectivos
controles, para a classe 1 que determina danos leves no DNA dos eritrdcitos. Para as
classes 0 e 2 que determinam, respectivamente, sem danos e danos moderados; P.
vimboides expostos as diluicdes 1:500 e 1:100 da FSOD apresentaram maior quantidade
de células danificadas em relacao aos seus respectivos controles, sendo estas diferencas
significativas. Na classe 3, que determina danos pouco severos, apenas peixes expostos
a diluicdo 1:100 da FSOD apresentaram maior quantidade de células danificadas em
relacdo ao seu controle, sendo esta diferenca significativa. Na classe 4, que determina
danos severos, a mediana foi 0 para todas as diluicbes, ndo havendo diferenca
significativa em relacao aos respectivos controles (Tabela 1).
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Em 96h, P. vimboides expostos as diluicbes 1:1000, 1:500 e 1:100 da FSOD
apresentaram menor quantidade de células pertencentes a classe 0, quando comparados
aos respectivos controles. Para tal classe, esta diferenca em relagdo ao controle foi
significativa para as diluigdes 1:500 e 1:100 da FSOD. Peixes expostos a diluicao 1:100
da FSOD também apresentaram menor quantidade de células pertencentes a classe 1,
quando comparados ao controle, sendo essa diferenca significativa. Por outro lado, os
peixes expostos as diferentes diluicbes da FSOD apresentaram maior quantidade de
células pertencentes a classe 2 e 3 quando comparado ao respectivos controles. Para tais
classes, esta diferenca em relagdo ao respectivo controle foi significativa para peixes
expostos as diluicoes 1:500 e 1:100 da FSOD. Os peixes expostos a diluicdo 1:500 e
1:100 da FSOD apresentaram ainda maior quantidade de células pertencentes a classe 4

em relacdo aos respectivos controles, sendo esta diferenca significativa (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de danos (%) nos eritrocitos de Prochilodus vimboides expostos a diferentes
diluicées (1:1000, 1:500 e 1:100) da fracdo soluvel de 6leo diesel (FSOD) por 24h e 96h. Os
resultados estdo apresentados como mediana. * Indica diferenga significativa do controle por uma
Kruskal-Wallis ANOVA e teste de Dunn’s (p<0,05).

Classe de cometa

Diluicao

0 1 2 3 4
24h de exposicao
Controle 69,50 30,00 0,00 0,00 0,00
1:1000 30,00 43,00" 24,00 0,00 0,00
1:500 26,00” 32,00 41,00" 0,50 0,00
1:100 21,50* 31,50 44,00" 2,50" 0,00
96h de exposicao
Controle 67,00 32,50 0,50 0,00 0,00
1:1000 14,50 57,50 26,50 0,50 0,00
1:500 10,50* 25,00 48,00" 15,50* 0,50*
1:100 6,50" 15,50" 49,00" 45,25" 0,50

Os peixes expostos as diluices 1:1000, 1:500 e 1:100 da FSOD apresentaram maior
indice de danos no DNA quando comparados ao grupo controle, tanto para 24h quanto
para 96h (Figura 1). Considerando os dois tempos de amostragem (24h e 96h) e uma
mesma diluicdo, peixes expostos por 96h apresentaram maior indice de danos que
aqueles expostos por 24h, sendo essa diferenca significativa de um tempo para o outro,

inclusive, entre os controles.
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Figura 1. indice de danos no DNA (ID) de Prochilodus vimboides expostos a diferentes diluicdes
(1:1000, 1:500 e 1:100) da fragao soluvel de 6leo diesel (FSOD) por 24h e 96h. Os resultados
estdo apresentados como média e desvio padrdo. * Indica diferenga significativa de cada diluicao
em 24h ou 96h em relacdo ao controle pelo teste de Dunnet's (p<0,05). ** Indica diferenca
significativa entre a mesma diluicdo nos dois tempos de amostragem (24h e 96h) pelo teste T
(p<0,05).

3.1.2 CITOMETRIA DE IMAGEM

Prochilodus vimboides expostos as diluicbes 1:1000, 1:500 e 1:100 da FSOD
apresentaram maior area de nucledide quando comparados ao grupo controle, tanto para
24h quanto para 96h. Considerando os dois tempos de amostragem (24h e 96h) e uma
mesma diluicao, peixes expostos as diluicdes 1:500 e 1:100 por 96h apresentaram maior
area de danos que aqueles expostos por 24h, sendo essa diferenca significativa de um
tempo para o outro, inclusive, entre os controles (Figura 2).
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Figura 2. Area do nucledide (Pixels) de Prochilodus vimboides expostos a diferentes diluigdes
(1:1000, 1:500 e 1:100) da fracao soluvel de 6leo diesel (FSOD) por 24h e 96h. A caixa
representa a amplitude interquartil que contem 50% dos valores. Linhas externas (na vertical)
correspondem aos maiores € menores valores encontrados e linhas internas (horizontal) a
mediana. * Indica diferenca significativa de cada diluigdo em 24h ou 96h em relagdo ao controle
por uma Kruskal-Wallis ANOVA e teste de Dunn’s (p<0,05). ** Indica diferenga significativa entre
a mesma diluicdo nos dois tempos de amostragem (24h e 96h) pelo teste de Man-Whitney
(p<0,05).

Eritrocitos danificados (nucledides) analisados pelo método convencional, de leitura com
auxilio do microscépio éptico, apresentaram maior indice de danos a medida que os
peixes foram expostos a FSOD e no transcorrer do tempo, de 24h para 96h (Figura 1).
Pelo método da citometria, a area do nucledide também aumentou de acordo com as
diluicdes e com os tempos de exposicao (Figura 2). Considerando as variaveis x (area da
célula) e y (indice de danos), a regressao linear evidenciou uma relacao positiva entre as
mesmas. Constatou-se que danos nos eritrocitos foram diretamente proporcionais a area
do nucledide (Figura 3).
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Figura 3. Analise de regressao linear entre o indice de danos do DNA (ID) por microscépio éptico
e area do nucledide (Pixels) por citometria de imagem de Prochilodus vimboides expostos a
diferentes diluicdes (1:1000, 1:500 e 1:100) da fragao soluvel de 6leo diesel (FSOD) por 24h e
96h.

3.1.3 TESTE MICRONUCLEO

Na comparacao entre P. vimboides expostos as diluicdes 1:1000, 1:500 e 1:100 com os
respectivos organismos do controle, durante 24h (p=0,413) e 96h (p=0,268) nao foi
constatada diferenca significativa quanto a presenca de micronucleos nos eritrécitos
(Tabela 2). Para os dois tempos de amostragem e uma mesma diluicdo também nao foi
constatada diferenca significativa quanto a presenca de micronucleos (controle p=1,00 e
F=1,00; 1:1000 p=0,641 e F=0,221; 1:500 p=0,777 e F=0,813; 1:100 p=0,595 e F=0,288).
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Tabela 2. Micronlcleos nos eritrocitos (%) de Prochilodus vimboides expostos a diferentes
diluicdes (1:1000, 1:500 e 1:100) da fragao soluvel de 6leo diesel (FSOD) por 24h e 96h. Valores

apresentados em mediana, minimo e maximo.

Tempo de exposicéo (h)

Diluicao 24 96
Mediana Min Max Mediana Min Max
Controle 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1:1000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1:500 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1:100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3.2 EFEITOS BIOQUIMICOS

3.2.1 ASPARTATO AMINOTRANSFERASE E ALANINA AMINOTRANSFERASE (AST E

ALT)

Em relacdo a AST (Figura 4), ao comparar P. vimboides expostos as diluicbes 1:1000,

1:500 e 1:100 com os respectivos organismos do controle, durante 24h (p=0,121) e 96h

(p=0,572) nao foram constatadas diferencas significativas quanto a atividade dessa

enzima. Para os dois tempos de amostragem e uma mesma diluicdo também nao foi
constatada diferenca significativa (controle p=0,428 e F=0,622; 1:1000 p=0,312 e
F=1,088; 1:500 p=0,789 e F=0,740; 1:100 p=0,365 e F=0,870).
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Figura 4. Enzima Aspartato aminotransferase (U RF/mL) em plasma de Prochilodus vimboides
expostos a diferentes diluigdes (1:1000, 1:500 e 1:100) da fracao soluvel de 6leo diesel (FSOD)
por 24h e 96h. Valores apresentados em média e erro padrao.

Quanto a ALT (Figura 5), ao comparar P. vimboides expostos as diluicbes 1:1000, 1:500 e
1:100 com os respectivos organismos do controle, durante 24h, apenas os peixes
expostos a diluicao 1:100 apresentaram maior atividade enzimatica, sendo essa diferenca
significativa. Em 96h, ndo foi constatada diferenca significativa entre as diluicbes e o
controle (p=0,946). Para os dois tempos de amostragem e uma mesma diluicao também
nao foi constatada diferencga significativa (controle p=0,442 e T=-0,790; 1:1000 p=0,361 e
T=-0,941; 1:500 p=0,302 e T=-1,071; 1:100 p=0,204 e T=1,329).
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Figura 5. Enzima alanina aminotransferase (U RF/mL) em plasma de Prochilodus vimboides
expostos a diferentes diluigbes (1:1000, 1:500 e 1:100) da fragcao soluvel de 6leo diesel (FSOD)
por 24h e 96h. Os resultados estdo apresentados em média e em erro padrao. * Indica diferenca
significativa do controle por uma ANOVA e teste de Dunn’s (p<0,05).

3.3 EFEITOS FISIOLOGICOS
3.3.1 BIOACUMULAGAO DE COBRE

Na comparacao entre P. vimboides expostos as diluicdes 1:1000, 1:500 e 1:100 com os
respectivos organismos do controle, durante 24h (p=0,160) e 96h (p=0,356) nao foi
constatada diferenca significativa quanto a bioacumulagao de metal cobre nas branquias
(Figura 6). Para os dois tempos de amostragem e uma mesma diluicdo também nao foi
constatada diferenca significativa quanto a presenca de cobre neste tecido (controle
p=0,603 e F=0,286; 1:1000 p=0,881e F=0,234; 1:500 p=0,248 ¢ F=1,472; 1:100 p=0,125
e F=2,668).
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Figura 6. Concentracdo de cobre na branquia (Sulfato de cobre, CuS0O,.5H,0) de Prochilodus
vimboides expostos a diferentes diluicdes (1:1000, 1:500 e 1:100) da fragao soluvel de éleo diesel
(FSOD) por 24h e 96h. Valores apresentados em média e erro padrao.

4 DISCUSSAO

4.1 EFEITOS GENOTOXICOS

4.1.1 ENSAIO COMETA

As alteracbes na estrutura do DNA, incluindo rupturas e modificacées na sequéncia de
bases nitrogenadas, tem sido associadas com a exposicdo a um grande numero de
contaminantes, em especial os HPAs (Pandrangi et al., 1995). Conforme Speit e
Hartmann (1995), varios mecanismos de formagcdo das quebras na cadeia de DNA tém
sido propostos para vertebrados, particularmente, para exposicdo aos HPAs. Assim, o
reparo incompleto do DNA e falhas no sistema de reparo parecem induzir essas quebras.
Como o presente estudo utilizou FSOD constituida em sua maioria por HPAS, é possivel
que tais compostos tenham contribuido para uma acao genotéxica em P. vimboides.

Vanzella et al. (2007) também evidenciaram danos genotoxicos em P. lineatus expostos a

FSOD. No ensaio cometa, foram constatadas elevadas frequéncias médias de células
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danificadas obtidas nos grupos expostos, frente aos valores obtidos com os peixes
controles. Comparando P. vimboides expostos a FSOD e seus respectivos controles,
durante 24h, constatou-se que quanto menor a diluicdo da FSOD (1:100), maior a
quantidade de células pertencentes a classe 3 (danos pouco severos). Para 96h, as
diluicées 1:500 e 1:100 evidenciaram células com danos severos, pertencentes a classe
4. Estes dados mostram células danficadas e indicam uma alta genotoxicidade da FSOD,
corroborando com os resultados obtidos por Vanzella et al. (2007).

Santos et al. (dados nao publicados) constataram que o indice de danos no DNA (ID) de
Hippocampus reidi expostos a FSOD foi maior quando comparado ao controle, em 24h e
96h. Prochilodus vimboides expostos a FSOD durante 96h apresentaram maior indice de
danos que aqueles expostos por 24h. Como os autores estudaram outra espécie de
peixe, € sugerido que o efeito genotéxico da FSOD seja observado tanto em organismos

marinhos quanto dulcicolas.

Lemos et al. (2005) mostraram a eficacia do ensaio do cometa, quando este foi utilizado
em Tilapia rendalli. Os organismos do ambiente contaminado apresentaram o dobro de
dano de DNA em relacdo ao grupo controle. Altos indices de danos também foram
relatados no DNA em eritrocitos de Zoarces viviparus coletados em um estuario cujo
sedimento era contaminado por inimeros compostos, incluindo HPAs (Frenzilli et al.,
2004). Pandrangi et al. (1995) evidenciaram um aumento dos danos no DNA em
eritrécitos dos peixes Ameiurus nebulosus e Cyprinus carpio apds a captura em regides
contaminadas por HPAs. Embora tenha sido realizado sob condi¢gbes laboratoriais, o
presente estudo estd em consonancia aos trabalhos in situ. Prochilodus vimboides
expostos a FSOD apresentaram danos no DNA, para os dois tempos de amostragem
(24h e 96h).

Um trabalho sobre os efeitos genotéxicos dos HPAs foi conduzido por Akcha et al. (2003)
em Limanda limanda coletados de diferentes pontos no Canal Inglés (Franca). Dois
grupos de locais que pareciam em acordo com o nivel de poluicdo puderam ser
distinguidos pelo ensaio cometa. Este ensaio mostrou-se sensivel a agdo genotdxica da
FSOD em P. vimboides. Os dados obtidos podem ir além da relagéo entre FSOD e danos
genéticos. Pensando em diversos ecossistemas, principalmente, ambientes dulcicolas; a
atencdo volta-se para um possivel vazamento de derivados do petroleo com efeitos

negativos a biota.
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4.1.2 CITOMETRIA DE IMAGEM

Quando as células sdo coradas de forma adequada, a analise visual pode revelar
mecanismos biolégicos. Neste caso, os observadores pontuam uma ou, no MAaximo,
algumas caracteristicas celulares. De forma complementar, a citometria de imagem
detecta simultaneamente muitas medidas inerentes as células. A analise baseada na
imagem é versétil e pode resultar em elevado teor de informagao, com amostras distintas
(Carpenter et al., 2006). Eritrécitos de P. vimboides foram analisados por método
convencional e por citometria. Embora danos no DNA tenham sido constatados
visualmente, foram necessarias semanas para a realizacdo completa da leitura de
laminas. Os resultados obtidos pelo método da citometria requereram menos tempo frente

a inspecao visual.

Comparando os dois métodos de leitura de lamina (convencional e por imagem), observa-
se uma semelhanga muito grande nos resultados obtidos, indicando que a citometria de
imagem pode ser utilizada com eficacia para avaliacdo do dano no DNA. Para suportar
esta afirmacéao, a regressao linear, constatou uma forte relacdo entre o indice de danos
no DNA (ID) e a area do nucledide (Pixels) (r? =0,89) para os peixes expostos as trés
diluicdes (1:1000, 1:500, 1:100) da FSOD. O maior problema desta anélise é que existe

uma baixa relacéo entre os métodos analiticos para o grupo controle.

A analise por citometria de imagem, em especial, 0 uso do programa CellProfiler pode
tratar uma variedade de questbes biolégicas de forma quantitativa, incluindo ensaios
normalizados como contagem e o tamanho de células, niveis de proteina celular e
complexas analises morfolégicas, como por exemplo, formas de organelas subcelulares,
padroes de DNA ou proteina de coloracdo (Carpenter et al., 2006). Evidenciando a
importancia da citometria no estudo de aspectos biolégicos, o presente estudo avaliou as
areas das células. Estas foram diretamente proporcionais aos indices de danos no DNA
dos eritrocitos.

Ameiurus nebulosos sob acao de um HPA cancerigeno (benzopireno) foram avaliados por

18 meses. Analises de citometria do conteido de DNA de hepatécitos indicaram um

aumento na sintese de DNA para os peixes expostos. Apds 14 dias de exposicdo, as
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variaveis de citometria retornaram aos niveis iniciais. Neste caso, 0 método nao produziu
evidéncias de alterac6es de DNA a longo prazo, considerando uma unica exposicao ao
HPA. No entanto, as diferencas detectadas pela anélise do DNA logo apds o evento
toxico sugeriram que a citometria, usada na analise do ciclo celular, foi util para
documentar uma exposicdo continua (Grady et al., 2006). Os dados obtidos em A.
nebulosos corroboram com os obtidos em P. vimboides. Ainda que os ultimos tenham
sido expostos a FSOD, houve um aumento na area da célula para a maioria das dilui¢cdes,

de 24h para 96h, logo apés o evento téxico.

Os resultados obtidos em Scophthalmus maximus expostos a combustivel sugerem que
danos cromossdmicos, analisados por citometria, também podem ser usados como uma
resposta a agentes genotoxicos (Goanvec et al., 2004). Pela anélise de citometria em P.
vimboides e pela relagdo estabelecida entre o indice de danos no DNA e a &rea da célula,

infere-se que a FSOD tenha efeitos genotoxicos para a espécie estudada.
4.1.3 TESTE MICRONUCLEO

Alteracdes nucleares tém sido estudadas em peixes como biomarcadores de danos
genotoxicos, tanto em condi¢cées de laboratorio quanto em campo (Al-Sabati e Metcalfe,
1995; Cavas e Ergene, 2003). Assim, o teste micronulcleo torna-se uma importante
ferramenta para avaliar a poluicdo ambiental e os efeitos de diferentes compostos
quimicos nos organismos (Ergene et al., 2007). Os dados obtidos pelo teste de
micronucleo pisceo e o registro de alteracbes morfoldgicas nucleares em avaliagdes
genotéxicas confirmam sua utilidade e eficiéncia em estudos de biomonitoramento (Rao et
al., 1997).

Embora alguns mecanismos relacionados aos micronucleos ndo estejam inteiramente
explicados, a literatura sugere que essas alteracdes morfolégicas nucleares possam ser
induzidas em resposta a exposicao aos agentes genotoxicos (Serrano-Garcia e Montero-
Montoya, 2001; Ferraro et al., 2004). E possivel que a formacao de alteracdes nucleares
seja decorrente de problemas durante a segregacdo das cromatides no processo de

divisao celular, ou mesmo durante a amplificagcao génica (Ferraro et al., 2004).
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Segundo Buschini et al. (2004), micronucleos sao considerados o ponto final (edpoint) da
genotoxicidade, uma vez que, podem surgir apos divisdo celular. Como esta divisédo é

menor em individuos maduros, os mesmos tendem a responder pouco ao referido teste.

Apos exposicdao a HPAs e ao naftaleno, as espécies Dicentrarchus labrax (Gravato e
Santos, 2002) e Anguilla anguilla (Teles et al., 2003) apresentaram baixa quantidade de
micronucleo. Esses resultados estdo em concordancia com o presente estudo no qual
foram constatados muitos eritrécitos sem micronucleos, principalmente, para P. vimboides
expostos a diluicao 1:1000 da FSOD em 24h e 96h.

Cavas e Ergene (2003) demonstraram a inducdo de alteragdes em eritrécitos de O.
niloticus expostos a residuos de refinaria do petréleo. Prochilodus lineatus expostos a
FSOD de forma aguda (6h, 24h, 96h) e sub-cronica (15 dias) obtiveram um aumento
consideravel na frequéncia de micronucleos em todas as exposi¢des, quando estes foram
comparados aos respectivos controles-negativos. Este fato foi atribuido aos possiveis
compostos com potencial clastogénico e/ou aneugénico presentes na FSOD testada
(Vanzella et al., 2007). Para P. vimboides expostos a diluicdo 1:100 no tempo 96h, é
sugerido, por meio da mediana, um aumento de micronucleos em relagdo ao controle e as
demais diluicbes da FSOD.

Barsiene et al. (2004) constataram em eritrécitos de peixes, Scophthalmus maximus,
expostos a 0,5ppm de 6leo cru, um aumento de micronlcleo em relacdo ao controle.
Quando HPAs foram adicionados ao 6leo cru, a indugcao de micronucleos foi ainda maior.
Neste caso, foi remetida a idéia de HPAs como potencias compostos genotoxicos. A
quantidade de micronucleos em S. maximus variou de 0 a 1,6 para contagem de 1000
células por lamina. Tais valores corroboram com os obtidos em P. vimboides que

apresentaram poucos micronucleos, de 0 a 2, em contagem similar.

Uma andlise do teste micronucleo foi realizada em eritrécitos de Cyprinus carpio e
Oncorhynchus mykiss. Foram utilizados dois agentes mutagénicos, um de acéao direta e o
outro, indireta. A presenca de micronucleos foi maior entre os animais expostos as
maiores concentragcdes dos agentes (Kim e Hyun, 2006). Santos et al. (dados néao
publicados) constataram em peixe marinho, Hippocampus reidi, expostos as diluicdes
1:500 e 1:100 da FSOD durante 96h, um aumento no numero de micronucleos em relacao

aos peixes de 24h. Em comparacdo aos outros trabalhos, € provavel que o teste
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micronucleo em P. vimboides expostos a FSOD néo tenha sido suficiente para detectar
alteracbes celulares, fato que pode estar relacionado ao reparo de danos durante o
processo de divisao celular.

4.2 EFEITOS BIOQUIMICOS

4.2.1 ASPARTATO AMINOTRANSFERASE E ALANINA AMINOTRANSFERASE (AST E
ALT)

Biomarcadores bioquimicos e fisiologicos tém sido aplicados para detectar danos em
organismos, comunidades e ecossistemas (Lopez-Barea e Pueyo, 1998). Enzimas
hepaticas (por exemplo, AST e ALT) tém sido usadas como uma indicacao de danos nos
tecidos ou alteracoes metabdlicas induzidas por contaminantes (Teles et al., 2003).

Sob a visao bioldgica, AST e ALT sao enzimas que catalisam a remoc¢édo do grupo amino
(NH3z) de um composto carbonado para outro, funcionando tanto na degradacao quanto
na biossintese de aminoacidos (Fivelstad et al.,1995). Assim, tais enzimas tornam-se
ferramentas uteis no acompanhamento do impacto de estressores antrdpicos sobre os

peixes (Teles et al., 2003).

Para tilapia, Oreochromis mossambicus, durante exposicdo aguda (96h-CL50) a
hidrocarbonetos (naftaleno, tolueno) nao foi observada qualquer alteracdo nas atividades
da AST e ALT no figado ou no musculo. No entanto, considerando 10 semanas de
exposi¢ao crénica subletais (50% 24h-CL50), houve um aumento na atividade enzimatica
em ambos os tecidos. Esta mudanca foi acompanhada de alguns grupos por niveis
reduzidos de tecido de proteinas soluveis e aminoacidos livres, 0 que sugere maior

protedlise tecidual nesta tilapia sob estresse subletal (Dangé,1986).

Trabalhos in situ também utilizam biomarcadores enziméaticos. A fim de analisar os efeitos
induzidos por contaminantes presentes na agua de Pateira de Fermentelos (Portugal),
Teles et al. (2007) utilizaram exemplares de Anguilla anguilla L. (enguia européia) como
bioindicadores. As enguias foram confinadas por 48h em quatro locais, diferindo em suas
distancias da principal fonte de poluicdo conhecida. Em termos de respostas hepaticas,
ndao foram observadas alteracdes significativas para a atividade transaminase, em

especial, AST.
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Em estudo sobre o efeito da agua contaminada (em especial, com ciclohexano) no
sistema celular de Clarias gariepinus, ensaios enzimaticos padrées foram conduzidos por
AST e ALT. Os peixes permaneceram em agua contaminada durante um periodo de 56
dias. Foi observado um aumento significativo na atividade de enzimas plasmaticas dos
organismos mantidos em agua contaminada, quando estes foram comparados ao grupo
controle (p<0,05). Considerando que tenha havido uma transposi¢cdo de enzimas para o
fluido extracelular, a elevada atividade de enzimas plasmaticas remete a idéia de que
agua contaminada tenha causado danos aos C. gariepinus (Adeyemi, 2009).

Uma vez que, em sua maioria, P. vimboides ndo apresentaram diferenga significativa em
relacdo ao controle e entre os tempos de exposi¢do, os resultados obtidos por Dangé
(1986), Teles et al. (2007) e Adeyemi (2009) corroboram com o presente estudo. Diante
do exposto anteriormente para outros peixes, existe a possibilidade para P. vimboides de
que enzimas, em especial AST e ALT, tenham maior significAncia em relacdo a sua
atividade a partir de uma exposicdo que, considere os efeitos do contaminante por
periodos maiores (dias ou semanas). A completar esta idéia, segundo Fivelstad et al.
(1995), um pequeno aumento nos valores de AST e ALT em relagcao ao controle e a nao
diferenca entre os tempos, sugere um estado de baixo nivel de estresse, ou ainda, uma

adaptacdo do organismo ao contaminante, neste caso, a FSOD.

4.3 EFEITOS FISIOLOGICOS

4.3.1 BIOACUMULACAO DE COBRE

A toxicidade aguda do cobre tem sido avaliada em diversas espécies tropicais como P.
scrofa (Mazon e Fernandes, 1999) e P. vimboides (Gomes et al., 2009). A respeito do
ultimo trabalho, a concentracdo letal de cobre para P. vimboides foi cerca da metade do
que para Leporinus macrocephalus, evidenciando a sensibilidade daquela espécie aos
efeitos do cobre (Gomes et al., 2009).

Peixes do género Prochilodus podem apresentar respostas similares quanto a toxicidade
do cobre, o que os torna potenciais bioindicadores (Gomes et al.,, 2009). No presente
estudo, dentre os metais da FSOD, o cobre foi o mais abundante; sugerindo uma

interacao desse metal com as branquias dos organismos analisados.
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Um dos primeiros 6rgaos relacionados aos poluentes aquaticos sdo as branquias, devido
ao contato direto com o ambiente. O contato com os metais ativa a hipersecrecao de
muco nas branquias que serve como mecanismo de protecdo contra a absorcdo dos
metais por meio de quelacao (formacao de complexo com o cobre de forma a reduzir sua
toxicidade) (Heath, 1995). Porém, esse mesmo mecanismo benéfico para reduzir o efeito
toxico do contaminante, acaba sendo prejudicial para o peixe, pois pode impedir as trocas

gasosas e causar desordem na osmorregulacdo (Heath, 1995).

Martins e Bianchini (2008) constataram para Trachinotus marginatus expostos a uma
concentracao letal de cobre, que apés 6h de exposicdo houve saturacdo do metal,
indicando que os sitios de ligacdo do cobre nas branquias pudessem ter sido
completamente ocupados nas primeiras horas de exposicdo. Mazon (1997) observou o
acumulo de cobre em P. scrofa expostos a baixas concentracoes do metal. Para tais
trabalhos, infere-se que o cobre em pouco tempo e em baixas concentracbes pode

acumular no organismo.

Os resultados obtidos por Martins e Bianchini (2008) e Mazon (1997) diferem dos obtidos
para P.vimboides expostos as diluicoes 1:1000, 1:500 e 1:100 da FSOD, durante 24h e
96h. No presente estudo, apesar da concentracdo de cobre nas branquias ter variado de
0 a 0,45mg/uL, nao houve bioacumulacdo do metal. Esta constatacdo pode ser explicada
pela analise estatistica. Peixes expostos as diluicdes da FSOD nao apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao controle e nem em relacdo aos tempos de
amostragem. Assim, ndao é possivel afirmar, pela analise do cobre nas condicdes

testadas, que a FSOD tenha causado efeitos negativos na fisiologia de P.vimboides.

5 CONCLUSAO

A frequéncia de células danificadas e o indice de danos para o ensaio cometa, foram
inversamente proporcionais as diluicbes (1:1000; 1:500 e 1:100) e diretamente
proporcionais ao tempo de exposicao (24h e 96h) a FSOD. P. vimboides expostos a
maiores diluicdes da FSOD e por pouco tempo, apresentaram menos danos no DNA dos
eritrocitos. A relagdo entre a area do nucledide e o indice de danos reforgou a idéia do
ensaio cometa como biomarcador para P. vimboides expostos a FSOD. Simultaneamente,

foi apresentado um método complementar ao ensaio cometa: a citometria. O teste do
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micronucleo mostrou-se pouco eficiente para os estudos de contaminacdao por FSOD
utilizando a espécie P. vimboides como bioindicadora. As atividades das enzimas AST e
ALT né&o diferiram para os tempos de amostragem, 24h e 96h. Nao houve bioacumulacao
de cobre para P. vimboides expostos as diluicbes 1:1000, 1:500 e 1:100 da FSOD. Os
efeitos genotdxicos da fracao soluvel do 6leo diesel (FSOD) foram mais evidentes que os
efeitos bioquimicos e fisioldgicos em P. vimboides durante exposi¢cao aguda.
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IV-CONCLUSAO GERAL

Cavalo-marinho, H. reidi, e curimata, P. vimboides apresentaram alteragcdes no DNA dos
eritrécitos, evidenciando alguns efeitos genotéxicos da FSOD para as duas espécies
durante exposicdo aguda. Nos tempos de amostragem (24h e 96h), sob uma otica
bioguimica e fisiol6gica, ndo foi possivel predizer os efeitos negativos da FSOD para P.
vimboides ainda que tenham sido utilizados potenciais biomarcadores, como enzimas

(AST e ALT) e 6rgaos (branquias).
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ANEXO 1

Aquisicao do 6leo diesel e
preparacao da fracdo soluvel de 6leo diesel (FSOD)
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1A 1B

Figura 1. Aquisi¢ao do 6leo diesel comercial. (A) Posto de combustivel, bandeira-branca, do qual o
6leo diesel foi adquirido. (B) Material usado no teste de densidade do 6leo diesel a fim de certificar
a qualidade da substancia. (C) Armazenamento do 6leo diesel em recipiente coberto por saco
plastico preto a fim de manter estaveis propriedades fisico-quimicas do 6leo. Observagéao: novo
6leo diesel a cada experimento, tanto para cavalo-marinho, Hippocampus reidi, quanto para
curimata Prochilodus vimboides.

Figura 2. Preparagcédo da fracdo soluvel do éleo diesel (FSOD). (A) Adicdo de agua em balao
volumétrico contendo 5g de dleo diesel até completar o volume de 1L. (B) Homogeneizacao da
mistura (dgua + Oleo diesel) em agitador magnético, por 24h. (C) Descarte do 6leo diesel com
auxilio de pipeta. (D) Separacao da FSOD para uso imediato. Observagao: nova fragcao soluvel de
6leo diesel (FSOD) a cada experimento, tanto para cavalo-marinho, Hippocampus reidi, quanto
para curimata, Prochilodus vimboides.
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ANEXO 2

Aparelhos, procedimentos e testes aplicados
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Figura 3. Aparelhos usados na andlise de parametros fisico-quimicos da agua. (A) Multiparametro
YSO 085 que analisa condutividade, oxigénio dissolvido e salinidade. (B) pHmetro digital.
Observacdo: usado na agua dos bioensaios e da aclimatagdo, tanto para cavalo-marinho,
Hippocampus reidi, quanto para curimatd, Prochilodus vimboides, expostos ou ndo a fragéo
soluvel do 6leo diesel (FSOD).

Figura 4. Algumas etapas dos testes genotdxicos e visualizagdo de danos em microscopio optico.
(A) Procedimento de eletroforese do ensaio cometa (foto: Larissa Novaes). (B) Visualizagcado de
danos no DNA; numeros 0, 1, 2, 3 e 4 indicam, respectivamente, auséncia de danos, danos leves,
danos moderados, danos pouco severos e severos. Quanto maior o dano, maior a cauda (foto:
Michel Galéao). (C) Procedimento de fixagao e coloragao do teste micronucleo, laminas contendo
extensdes sanguineas foram dispostas perpendicularmente ao estrado branco como mostram as
setas. (D) Visualizacdo de micronucleos apontados pelas setas (foto: Bruno Ferreira).
Observagao: Etapas realizadas tanto para eritrocitos de cavalo-marinho, Hippocampus reidi
,quanto para os eritrécitos de curimata, Prochilodus vimboides, expostos a fragdo soluvel do éleo
diesel (FSOD), durante exposi¢ao aguda.
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Figura 5. Algumas etapas do método citometria de imagem. (A) Captura de imagens por software,
lAminas com os eritrécitos. (B)Programa Cell Profiler, com funcdo de determinar a area das
células. Observacao: usado para curimatd, Prochilodus vimboides, expostos a fragdo soluvel do
6leo diesel (FSOD), durante exposigao aguda.

Figura 6. Aparelhos usados no teste de bioacumulagdo de cobre em branquias (A)
Espectrofotobmetro de absorcédo atdémica (EAA) (B) Software acoplado ao EAA que realiza leitura
de cobre. Observagao: usado para curimata, Prochilodus vimboides, expostos a fragcao sollvel do
6leo diesel (FSOD), durante exposicao aguda.
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ANEXO 3

Organismos-teste: cavalo-marinho, Hippocampus reidi e
curimata, Prochilodus vimboides
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Figura 7. Delineamento experimental. (A) Desenho esquematico para 24h e 96h, considerando
quatro tratamentos (controle, 1:1000, 1:500, 1:100) tanto para cavalo-marinho, Hippocampus reidi,
quanto para curimata, Prochilodus vimboides. Um peixe por aquario é representado por cada
ponto no retangulo verde. NUumero amostral de cavalo-marinho e curimata diferentes, sendo 7e 9,
respectivamente. (B) Disposi¢do assimétrica dos bioensaios, modelo valido para as duas espécies
estudadas (Foto: Frederico Delunardo).

Figura 8. Organismo-teste cavalo-marinho, Hippocampus reidi. (A) Aclimatagdo em aquarios de
30L contendo 25L de agua marinha ajustada para salinidade 30. (B) Coleta de sangue por pungao
da veia caudal usando seringa com agulha heparinizada. (C) Biometria de H. reidi (Fotos A, B, C:
Bruno Ferreira).
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Figura 9. Organismo-teste curimata, Prochilodus vimboides. (A) Peixes provenientes de tanques-
rede da Escola Agrotécnica Federal de Colatina (EAFCOL), Espirito Santo, Brasil. (B) Aclimatagao
em tanque de 500L contendo igual volume de agua declorada (C) Coleta de sangue por pungao
da veia caudal usando seringa com agulha heparinizada. (D) Biometria de P. vimboides. (Fotos C

e D: Frederico Delunardo).
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