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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é constituida de dois capitulos.

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

assuntos discutidos nesta dissertagao.

O segundo capitulo refere-se aos danos genotoxicos, mutagénicos e morfolégicos
observados em Hippocampus reidi, causados pela exposi¢cdo aguda e sub-cronica

ao petréleo (6leo cru).
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| CAPITULO

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 POLUICAO AQUATICA E CONTAMINACAO POR PETROLEO

A descarga deliberada e a liberacdo acidental de compostos quimicos nocivos para
o0 ambiente perturbam a estrutura e o funcionamento dos ecossistemas naturais.
Uma vez que o ambiente aquético € o ultimo destinatario dos poluentes produzidos
por fontes naturais e antropogénicas, a acumulacdo e a persisténcia dos efluentes
industriais no ambiente aquatico constituem uma ameaca para a vida (FLEEGER et
al., 2003; CAVAS E ERGENE-GOZUKARA, 2005).

Entre os diversos setores que contribuem para a poluicdo aquatica, as refinarias de
petréleo sdo as mais relevantes para a Ecotoxicologia Aquatica (PACHECO E
SANTOS, 2001a). O petroleo € uma mistura complexa de hidrocarbonetos e
compostos organicos contendo geralmente enxofre, nitrogénio e oxigénio, além de
baixas concentracbes de compostos organicos, principalmente niquel e vanadio
(PEDROZO et al., 2002). Entretanto, a composicdo quimica do petréleo é diferente
para cada fonte geografica de extracdo (OVERTON et al., 2004; WAKE, 2005).

Uma vez presente no ambiente, o petréleo pode passar por diversos processos que
envolvem desde a volatilizacéo, hidrélise, fotélise, biodegradacgéo, biotransformacéo,
degradacédo fisica e dissolu¢cdo (PEDROZO et al., 2002). No caso de acidentes
envolvendo derramamento de Oleo, a maior preocupacdo ambiental € atribuida
principalmente aos componentes polares e de baixo peso molecular como os
hidrocarbonetos monoaromaticos (benzeno, tolueno e xileno) e pequenos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs) (INCARDONA et al., 2004; LEE E
ANDERSON, 2005; PACHECO E SANTOS, 2001b), que tendem a volatilizar ou
solubilizar-se com a agua e serem lixiviados para fora da mancha de Oleo
constituindo a chamada Fracéao Soluvel do Petréleo (FSP). Esta fracdo do petroleo é

extremamente danosa aos ecossistemas aquéticos uma vez que apresenta alta



toxicidade para os organismos vivos, sendo uma séria ameaga a biodiversidade
desses ambientes (SARKAR et al., 2006).

A dimensao do impacto gerado e a velocidade de cada um desses processos variam
de acordo com as condic¢des intrinsecas de cada ambiente, tornando-se muito dificil
predizer acuradamente a dissociacdo do petrdleo e a composi¢do dos subprodutos
de degradacao, bem como inferir o potencial de toxicidade dos mesmos (PEDROZO
et al., 2002).

1.2 ESTUDOS ECOTOXICOLOGICOS

Para o estabelecimento da condicdo homeostatica dos ambientes naturais é
necessario que seja realizado o monitoramento dessas areas, 0 que possibilita a
tomada de acgbOes corretivas (MONSERRAT et al, 2007). Entretanto, o
monitoramento e a avaliagdo do risco dos ambientes impactados ndo podem ser
baseados exclusivamente em andlises quimicas de amostras ambientais, uma vez
gue essas andlises ndo sao apropriadas na indicacdo e predicdo dos efeitos
deletérios causados por contaminantes na biota (BARSIENE et al., 2006,
CAJARAVILLE et al., 2000).

Dessa forma, para avaliar os impactos dos poluentes no ambiente é pertinente que
sejam mensurados os efeitos que essas substancias causam nos organismos Vvivos
desses ecossistemas (WELLS et al., 2001). Neste contexto, um grupo apropriado de
respostas bioldgicas, denominados marcadores biol6gicos ou biomarcadores, pode
ser (til para determinar o grau de impacto na biota, além de identificar os
estressores ou contaminantes responsaveis por esses efeitos (FUENTES-RIOS et
al., 2005).

1.3 O USO DE BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AMBIENTAL

Os biomarcadores podem ser definidos como alteragBes bioquimicas, celulares,

moleculares ou mudancas fisiolégicas nas células, fluidos corporeos, tecidos ou



orgdos de um organismo que sao indicativos da exposicdo ou efeito de um
xenobidtico (LAM E GRAY, 2003).

Em geral, os biomarcadores podem ser classificados em trés tipos: biomarcadores
de exposicdo, de efeito e de suscetibilidade. Os biomarcadores de exposi¢cao podem
ser utilizados para o monitoramento tanto ambiental (exposicdo ambiental) como
biologico (dose de exposicdo) e sdo quaisquer alteracdes bioldégicas mensuraveis
que evidenciem a exposi¢cdo. Como monitores de efeito, os biomarcadores podem
integrar efeitos de multiplos estressores e auxiliar na elucidagdo dos mecanismos de
acdo. Ja os biomarcadores de suscetibilidade permitem identificar grupos de
individuos mais sensiveis. Os biomarcadores devem, portanto, apresentar elevada
especificidade, refletir um Unico efeito, ser facilmente determinado e apresentar
estreita relagéo dose-efeito (VAN DER OOST et al., 2003).

Entre os numerosos biomarcadores ecotoxicoldégicos propostos nos ultimos anos,
agueles que sao baseados na resposta ao nivel molecular e celular trazem
respostas sobre o0s primeiros sinais de perturbacdo ambiental e vém sendo
comumente usados em programas de biomonitoramento (NIGRO et al., 2006).
Dentre eles destancam-se: concentracdes de cortisol plasmatico, atividade das
enzimas de detoxificacdo das fases | e Il, como a glutationa S-transferase (GST),
enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT),
formacdo de anormalidades nucleares (AN), como células binucleadas, nucleo
lobado, nucleo segmentado, a presenca de micronicleo e danos no DNA (ensaio
cometa) (STEGEMAN et al.,1992; AYLLON E GARCIA-VAZQUEZ, 2000; PACHECO
E SANTOS, 2001; VAN DER OOST et al., 2003; CAVAS E ERGENE-GOZUKARA,
2003).

O uso de biomarcadores medidos ao nivel celular ou molecular tem sido proposto
como uma ferramenta sensivel de alerta para os efeitos bioldgicos medidos em
avaliacdes da qualidade ambiental (CAJARAVILLE et al., 2000). Como os aspectos
comuns entre organismos diferentes se acentuam principalmente ao nivel molecular,
muitos biomarcadores moleculares possuem a vantagem de poderem ser aplicados
a uma ampla variedade de organismos vivos (LAM e GRAY, 2003). Uma das

caracteristicas mais importantes dos biomarcadores de baixa organizacdo biologica



€ que sua avaliagdo antecipa mudancas de maior relevancia ecologica, isto é,
populacdo, comunidade ou ecossistema. Antes da morte ou de alteracdes
fisiolégicas e morfoléfgicas, os organismos podem responder ao stress, através de

alteracdes moleculares, celulares e etc. (MONSERRAT et al., 2003).

Dessa maneira, 0s biomarcadores podem ser utilizados de forma preditiva,
permitindo que sejam tomadas a¢des de biorremediacdo antes que ocorram danos
ambientais irreversiveis com consequéncias ecologicas severas (CAJARAVILLE et
al. 2000). Estes biomarcadores sédo de grande importancia na avaliagdo da
exposicdo e dos efeitos de diferentes contaminantes, tais como metais, xenobidticos
organicos e compostos organometalicos, podendo ser medidos através de diferentes

abordagens moleculares (ROSS et al., 2002).

Biomarcadores genéticos tém sido utilizados em diferentes organismos aquaticos
para detectar os efeitos de contaminantes ambientais nesses ecossistemas, tais
como planarias, moluscos e anfibios (MA et al., 2000; GUECHEVA et al., 2001;
PRUSKI E DIXON, 2002; GAUTHIER et al., 2004; PRA et al., 2005). Contudo, uma
atencao especial tem sido dada em varios estudos utilizando peixes como possiveis
monitores biol6égicos em muitos campos da ciéncia (BOLIS et al., 2001), incluindo a
poluicdo genotdxica (AL-SABTI E METCALFE, 1995).

1.4 BIOMONITORAMENTO COM PEIXES

Segundo Matsumoto et al. (2006), os peixes podem acumular poluentes diretamente
da &gua contaminada ou indiretamente através da ingestdo de alimentos
contaminados, sendo organismos adequados como bioindicadores de
genotoxicidade ambiental, uma vez que representam o nivel tréfico final da cadeia
alimentar aquatica e reagem com sensibilidade a agentes estressores ou mudancas
ambientais e a baixas concentracdes de substancias genotoxicas presentes no
ambiente e que poderiam afetar a diversidade genética de populacbes aquéticas
(CAVAS E ERGENE-GOZUKARA, 2005). Além disso, esses organismos respondem
a agentes toxicos de forma semelhante aos vertebrados superiores, permitindo uma

melhor avaliacdo das substancias que s&o potencialmente teratogénicas,



mutagénicas e cancerigenas para os seres humanos (TORRES DE LEMOS et al.,
2007)

A exposicdo ao petroleo bruto e seus derivados podem induzir uma variedade de
sintomas téxicos em animais experimentais. Hidrocarbonetos de petréleo podem
atuar como um mediador na geracdo de radicais livres nos peixes (ACHUBA e
OSAKWE, 2003). Estudos com o peixe dourado Carassius auratus tem mostrado um
aumento das defesas antioxidantes nesses animais ap0s a exposicao a diferentes
concentracbes da fracdo soluvel de Oleo diesel em agua (FSDA), em diferentes
tempos experimentais (ZANG et al., 2003, 2004). Outros estudos também indicam
gue a exposicao dos peixes a fracado soltvel do petrdleo em agua, e seus derivados
provocam efeitos diferentes nas concentracdes de cortisol plasmatica (ALKINDI et
al., 1996, PACHECO e SANTOS, 2001a, b), sugerindo que estes contaminantes
podem interferir na resposta ao estresse dos peixes.

1.5 DANOS CAUSADOS PELOS COMPOSTOS QUIMICOS E DANOS
NO DNA

Os compostos quimicos presentes nos mais variados efluentes industriais podem
causar danos na molécula de DNA dos organismos (LEWIN, 2001). As lesbdes
consistem em qualquer modificagdo capaz de introduzir um desvio da estrutura
normal da molécula dupla e podem ser classificados em duas categorias: 1)
modificacdes de uma Unica base ou algumas bases e 2) distor¢Ges estruturais. A
primeira afeta a sequiencia do DNA, o que permite que ocorra a replicacdo e a
transcricdo quando a fita do duplex do DNA é separada. Ja as distor¢cfes estruturais
podem resultar em impedimentos fisicos para a replicacdo e a transcricdo (LEWIN,
2001).

As consequéncias das atividades destes agentes podem variar desde quebra de fita
simples e de fita dupla na cadeia de DNA, até liga¢gBes cruzadas (cross-links) entre
as bases de DNA ou entre as bases de DNA e proteinas, e formagéo de aductos por
adicdo de compostos quimicos a base do DNA (PRESTON E HOFFMAN, 2001).



Os danos descritos acima sao os precursores das mutagdes no DNA, que podem
ocorrer pontualmente nos genes, assim como nos cromossomos, ambas podendo
ocorrer em células somaticas e/ou germinativas. As mutacfes génicas envolvem
mudanca de uma ou poucas subunidades, por substituicdo, delecdo ou adicdo de
pares de base. Enquanto isso, as mutagdes cromossomicas podem ser classificadas
de acordo com o tipo de dano, sendo os estruturais 0os que envolvem delecao,
duplicacao, translocacéo, ou inversao de partes de cromossomos (aneuploidia), e
também os individuos ou espécies com numeros cromossémicos (n) multiplos do
comum da espécie ou do género (euploidia) (PRESTON E HOFFMAN, 2001).

Deste modo, mutacbes sao alteracBes genéticas hereditarias ndo resultantes de
processos de recombinacdo ou segregacao. Mesmo considerando a alta fidelidade
do mecanismo de replicacdo de DNA somado ao aparato de reparo celular (revisdo),
as mutagbes podem se originar. Quando é resultante de atividades celulares ou
interacdo0 ao acaso com 0 ambiente, as mutacdes sdo chamadas espontaneas,
entretanto, quando o DNA € exposto a compostos chamados mutagénicos, tais
como muitos compostos quimicos, dentre eles o petrdleo e seus constituintes, estes
podem elevar os niveis (nUmeros) de mutacdes espontaneas sendo consideradas
mutacdes induzidas (LEWIN, 2001).

Assim sendo, metodologias de estudo de genética toxicolégica buscam avaliar os
potenciais efeitos da poluicdo ambiental na forma de agentes genotdxicos sobre a
saude dos ecossistemas (KLEIJANS E VAN SCHOOTEN, 2002) essa avaliacao
pode ser feita por medidas continuas de uma variAvel ambiental ou por

monitoramento através de algum organismo biologico (SILVA et al., 2003).

1.6 TESTE DO MICRONUCLEO

Nas técnicas de citogenética classica, cromossomos sédo estudados diretamente,
sendo feita a observacdo e a contagem de aberracdes nas metafases. Apesar
dessas técnicas fornecerem uma analise bastante detalhada, a complexidade e o

trabalho laboratorial em classificar essas aberracdes e os problemas de artefatos



ocasionados pela preparacdo das metafases tém estimulado o desenvolvimento de
sistemas mais simples para avaliar danos cromossoémicos (FENECH, 2000).

A analise de micronucleos foi proposta independentemente por HEDDLE et al.
(1983) e SCHMID (1975) como uma alternativa simples para se avaliar danos
cromossOémicos in vivo com populacdes de células em divisdo, tal como as da
medula 6ssea de roedores, e foi adaptado por HOOFTMAN e RAAT (1982) para o
estudo de células sanglineas de peixes mantidos em laboratério. Ele tem sido
aplicado em estudos de antimutagenicidade (RIBEIRO, 2003), na avaliagdo e
registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no
mercado mundial (CHOY, 2001), e em estudos ecotoxicolégicos (GRISOLIA E
STARLING, 2001), detectando e identificando agentes que alteram o DNA,
presentes no ar, agua e solo (GRISOLIA E CORDEIRO, 2000).

O ensaio do micronucleo em medula 6ssea e sangue periférico € agora um dos mais
estabelecidos ensaios citogenéticos in vivo no campo da genética toxicoldgica.
Entretanto, ndo € uma técnica que é aplicada para outras populacées de células in
Vivo e in vitro, devido ao fato de que os microndcleos podem somente ser expressos
em células eucaridticas em divisdo, ou seja, 0 ensaio ndao pode ser usado
eficientemente ou quantitativamente em populacdes de células que ndo estejam em
divisdo ou em populacdes de células em divisdo nas quais a cinética da divisdo

celular ndo seja bem conhecida ou controlada (FENECH, 2000).

Embora os mecanismos para a formacdo de micronucleos ndo sejam inteiramente
explicados, diversos estudos indicam que as alteracbes morfolégicas nucleares séo
induzidas em resposta a exposicédo aos agentes genotoxicos (SERRANO-GARCIA e
MONTERO-MONTOYA, 2001).

De acordo com Ribeiro (2003), os microndcleos aparecem nas células filhas em
decorréncia de danos, ndo reparados ou reparados erroneamente, induzidos nas
células parentais. Sua origem também pode ocorrer durante a divisdo celular, devido
a guebra cromossdmica (clastogenia)ou ao atraso cromossdmico na anafase

(aneugenia).



No primeiro caso, os fragmentos cromossOomicos, resultantes de quebras, podem
ndo ser incorporados no nudcleo principal das células filhas ap6s a mitose. Um
envoltorio nuclear se forma em torno do fragmento, o qual € visivel como um
pequeno nucleo separado do nucleo principal da célula (RIBEIRO, 2003). Danos
cromossOmicos estruturais estdo relacionados com exposicao direta do agente
mutagénico com o DNA e/ou com defeitos intracelulares na replicacdo do DNA,
recombina¢do ou mecanismo de reparo (FENECH, 2000; SAUNDERS et al., 2000).

No segundo caso, os micronucleos sao formados a partir de um cromossomo inteiro,
quando ocorre falha na segregacdo cromossdmica durante a divisdo celular
(FENECH, 2000). Compostos quimicos que induzem aneuploidia sdo chamados
aneugénicos e caracterizam-se pela interacdo com mais de um alvo, tais como
moléculas envolvidas na unido e separacdo das cromatides (condensacéo
cromossOmica, crossing-over, cinetdcoro, proteinas de ligacdo cromatidicas),
moléculas que séo partes essenciais de estruturas contidas no DNA (centrdmeros e
teldomeros), moléculas envolvidas no controle do ciclo celular (ciclinas, cdks, p53) e
APC (complexos promotores da anafase), moléculas que fazem parte do aparato
mit6tico (tubulina, centriolos) e moléculas envolvidas indiretamente no controle do
ciclo celular (calmodulina e as moléculas da membrana celular ou nuclear) (KIRSCH-
VOLDERS et al., 2002).

1.7 ENSAIO COMETA

Nas duas ultimas décadas, novas metodologias para avaliacdo de danos no DNA
tém sido desenvolvidas. Uma das técnicas mais utilizadas para deteccdo de
genotoxicidade tem sido o ensaio do cometa (KAMMANN et al., 2001; KAMER E
RINKEVICH, 2002; AKCHA et al., 2003). Esta técnica ndo € utilizada para detectar
mutacdes, mas sim lesbes gendmicas, que apos serem processadas, podem resultar
em mutacdo. Diferente das mutacdes, as lesbes detectadas com o teste do cometa
séo passiveis de corre¢cdo (GONTIJO E TICE, 2003), constituindo, portanto, leses
pré-mutagénicas. Por ser considerado sensivel, rapido e econémico, o ensaio do
cometa tem sido indicado como um meétodo capaz de detectar mudangas na
estrutura do DNA (KAMMANN et al., 2001).



Ele foi primeiramente aplicado a ecotoxicologia ha aproximadamente 15 anos atras,
e se tornou um dos testes mais populares para detectar a quebra das fitas de DNA
em animais aquaticos através de experimentos in vitro, in vivo e in situ (OHE et al.,
2004). As vantagens do ensaio cometa para avaliar danos no DNA em animais
aquéticos incluem: (a) o dano no DNA é medido em células individuais; (b) a maioria
dos tipos de células eucaridticas € satisfatéria para o ensaio; (c) s6 um numero
pequeno de células é requerida; (d) é geralmente mais rapido administrar e mais
sensivel que outros métodos disponiveis para a avaliacdo de quebra de fitas de
DNA; (e) a quebra de fitas do DNA se formam rapidamente a partir da exposi¢céo ao
agente genotoxico, permitindo uma avaliagdo antecipada da resposta da biota
(GONTIJO E TICE, 2003).

De acordo com varios autores (HAYASHI et al.,1998; SPEIT E HARTMANN 1999;
TICE et al., 2000; LEE E STEINERT , 2003), o ensaio cometa foi aplicado com
sucesso em eritrocitos de muitas espécies de peixes expostos a diferentes agentes
genotoxicos, permitindo a avaliacdo das alteragbes do DNA induzidas por
xenobidticos. Entre as vantagens desta técnica, também pode ser mencionado que o
tamanho e o numero de cromossomos nao sao importantes e que a atividade
mitotica ndo é necessaria. Este Ultimo € especialmente importante em peixes porque
a taxa metabodlica e indice metabdlico variam consideravelmente com a temperatura

e, portanto, a atividade mitética de tecidos é dificil de isolar (HAYASHI et al.,1998).
1.8 HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS

As branquias sao o primeiro 6rgdo dos peixes de contato direto com o meio externo,
possuindo um fino epitélio que separa a dgua do sangue circulante, onde varias
funcdes sdo desempenhadas como as trocas gasosas, osmorregulacio e excregéo
de produtos nitrogenados (FERNANDES E MAZON, 2003). Esse 6rgao é formado
por quatro arcos branquiais de cada lado da faringe que suportam duas colunas de
filamentos (holobranquias) que variam em nimero e comprimento dependendo da
fase de desenvolvimento e da espécie de peixe. Ele é formado pelo epitélio
respiratorio (lamelas) e néo respiratorio (filamentos). As lamelas, local onde ocorrem

as trocas gasosas, sao regularmente espacadas na parte superior e inferior de cada



filamento. Elas sdo constituidas por duas camadas de células epiteliais ancoradas
na membrana basal que envolve os espacos vasculares formados pelas flanges das
células pilares. O sangue flui nesses espacos em direcdo oposta (contracorrente) a
agua, o que fornece alta eficiéncia das trocas gasosas (FERNANDES E MAZON,
2003).

As alteracGes histopatolégicas tém sido amplamente utilizadas como biomarcadores na avaliacéo da

salide dos peixes expostos a contaminantes, tanto em laboratério, como em estudos de campo, e

constituem ferramentas sensiveis na deteccdo dos efeitos toxicos diretos de
compostos quimicos em Orgaos-alvo sendo indicadores potentes da exposicao
prévia a estressores ambientais (CAMARGO E MARTINEZ, 2007).

1.9 CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE TESTE: Hippocampus reidi

Os cavalos-marinhos (Familia Signathidae) (Figura 1) apresentam uma distribuicdo
mundial, principalmente em regides tropicais de &guas quentes originados no
oceano Atlantico no periodo Eoceno (TESKE et al., 2007; FOSTER e VICENT,
2004). Em sua alimentacdo sdo carnivoros, alimentando-se de microcrustaceos,
larvas de peixes e zooplancton, que sdo sugados através do seu focinho tubular
(ROSA et al., 2005). Sdo caracterizados por uma distribuicdo esparsa, baixa
mobilidade, pequena abrangéncia territorial, baixa fecundidade, cuidado parental
duradouro, e fidelidade entre parceiros (ROSA et al., 2005; VIEIRA E GASPARINI,
2007). A familia Signathidae apresenta individuos populares para aquarios marinhos
por serem atrativos e de aparéncia fraca. Também sé&o utilizados no consumo por

populacdes asiaticas na culinaria, medicina e como suvenires (CASEY et al., 2004).

Jones et al. (2003) descrevem que durante a reproducdo, 0os ovos postos pela fémea
sao fertilizados pelo macho, que os guarda numa bolsa na base da sua cauda. Dois
meses mais tarde, 0s ovos rompem-se e 0 macho realiza violentas contor¢des para
expelir a cria. Quando nascem, sao transparentes e medem pouco mais de um
centimetro (ROSA et al., 2005; VIEIRA E GASPARINI, 2007).

Os cavalos-marinhos se localizam de maneira pontual na costa brasileira, indo do

Maranh&o até Santa Catarina. Vivendo em locais abrigados, como regides de recifes


http://pt.wikipedia.org/wiki/Transparente

e estuarinas, apresentando uma variacdo de profundidade de O a 55m (TESKE et
al., 2007). Caracterizam-se por serem maus nadadores, e se ancoram a vegetacao
ou ao substrato através de uma forte cauda preénsil, e raramente se aventuram por
mar aberto para perseguir presas moveis, sendo geralmente considerados
predadores de espera (ROSA et al., 2005).

Recentemente o estado do Espirito Santo apresentou uma lista de espécies
ameacadas de extincdo, na qual se encontram as duas espécies de cavalo-marinho
encontradas no Brasil, Hippocampus erectus, muito raro na regido e Hippocampus
reidi, espécie utilizada no atual trabalho (VIEIRA E GASPARINI, 2007).
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Figura 1. Exemplar de Hippocampus reidi utilizado no experimento

Os cavalos-marinhos estdo entre os muitos géneros vulneraveis a exploracéo ou a
outras situacdes como os danos do habitat, e possuem uma importante fungdo como
espécie-bandeira para promover a conservacdo de ecossistemas (ROSA et al.,
2007). Assim como outros singnatideos, fornecem um foco para os esforgcos
voltados ao uso sustentavel dos recursos marinhos (MARTIN-SMITH E VINCENT,

2006). Entendendo que as populagcbes de cavalo-marinho estejam ameacadas por
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uma série de fatores antropogénicos, é necessario um esforco continuo que,

promova melhores condi¢cfes a estes organismos e a seus hbitats.
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Il CAPITULO
RESUMO

Danos genotéxicos, mutagénicos e morfolégicos em Hippocampus reidi
causados pela exposicao ao petroleo

Dos setores que contribuem para a poluicdo aquatica, as refinarias de petroleo
mostram-se relevantes para a ecotoxicologia. Diante disso, o presente trabalho teve
como objetivo a avaliacdo de biomarcadores em Hippocampus reidi expostos ao
petréleo & concentracdo de 10mL.L™ por periodos que caracterizem efeitos agudos
(12h, 24h, 48h, 96h) e sub-crdnicos (168h e 336h), para a investigacdo de potenciais
danos genotbxicos (ensaio cometa), mutagénicos (teste do micronucleo) e
morfologicos (histopatologia de branquias). Também foi avaliada a recuperacéo dos
organismos por 168h apds terem sido expostos por 96h ao contaminante. Cada
grupo exposto ao petroleo (n=8) foi acompanhado por um grupo controle (sem
contamainante) (n=8). Os resultados indicaram danos genotoxicos em eritrocitos de
todos os exemplares de H. reidi expostos ao petrdleo. Os valores de indice de Danos (ID)
encontrados para todos os tratamentos expostos ao petréleo apresentaram aumento

significativo em relacdo aos seus respectivos grupos controles, e o pico de danos foi
observado nos individuos expostos ao petrdleo por 168h. No experimento de recupera¢éo, houve
uma reducdo significativa dos valores de ID quando comparados com o tratamento de 96h de

exposicdo ao contaminante. OS danos mutagénicos foram observados a partir da
freqUéncia da incidéncia de micronucleos em eritrécitos de H. reidi que, no qual o
grupo exposto por 96h foi o que apresentou os maiores valores entre todos 0s
periodos de exposicdo ao contaminante. O experimento de recuperacdo revelou
uma expressiva reducéo nas frequiéncias de micronucleos observadas nos eritrocitos
de H. reidi quando comparados com os valores encontrados no grupo exposto a 96h
da primeira etapa do trabalho. O exame microscopico das branquias dos exemplares
de H. reidi utilizados no experimento revelou a presenca de diversas alteracdes
histopatoldgicas, todas com estagio de severidade |. As alteracdes mais frequentes
foram hipertrofia e proliferacdo (hiperplasia) das células pavimentosas do epitélio
lamelar, congestédo vascular, descolamento epitelial e fusdo das lamelas. O
experimento de recuperacdo demonstrou que o periodo de 168h (7 dias), livre do
contaminante, é insuficiente para a recuperacdo das histopatologias encontradas
nas branquias de H. reidi apos exposicdo ao petroleo. Esses resultados evidenciam
gque a exposicdo aguda e sub-crbnica ao petroleo é capaz de provocar danos
genotoxicos, mutagénicos e morfologicos em H. reidi e que este provou ser um bom
biomarcador de toxicidade. No presente estudo 0 ensaio cometa demonstrou ser o
biomarcador mais sensivel ao contaminante em relacdo ao teste do microndcleo,
uma vez gue conseguiu identificar um elevado indice de danos no material genético
de H. reidi com apenas 12h de exposicdo e mesmo apds 168h de exposicéo.

Palavras-chave: Hippocampus reidi; Petréleo; Danos genotéxicos, Danos
mutagénicos, Danos morfoldgicos, Recuperacao.



ABSTRACT

Genotoxic, mutagenic and morphological damage in Hippocampus reidi
(Ginsburg, 1933) caused by exposure to crude oil

Considering the industries that most contribute to water pollution, oil refineries play
an important role in the ecotoxicology of aquatic environments. In this scenario, the
present article evaluates the biomarkers in Hippocampus reidi exposed to crude oll
as a 10-mL.L™ solution for periods that characterize acute effects (12, 24, 48 and 96-
h) and subchronic effects (168 and 336-h) to investigate potential genotoxic (comet
assay), mutagenic (micronucleus test) and morphological damage (qill
histophatology). The recovery of organisms was also assessed for 168 h after being
exposed to the contaminant for 96 h. A control group (n=8) was used with each group
exposed to crude oil (n=8). The results revealed the occurrence of genotoxic damage
in erythrocytes of all H. reidi specimens exposed to crude oil. The damage index (DI)
observed for all exposure series was significantly higher in comparison to the
respective control groups, and the highest DI was observed in specimens exposed to
crude oil for 168 h. In the recovery experiment, a significant decrease in DI values
was observed when compared to the 96-h exposure to the contaminant. Mutagenic
damage was observed based on the frequency of the incidence of micronuclei in
erythrocytes of H. reidi. The group exposed to crude oil for 96-h presented the
highest values in comparison to all other exposure times. The recovery experiment
revealed a significant reduction in micronuclei frequencies observed in H. reidi
erythrocytes when compared to the group exposed to crude oil for 96-h in the first
stage of the experiment. The microscopic inspection of gills of H. reidi used in the
experiment revealed the presence of several histopathological changes, all of which
were severity stage | lesions. The most frequent changes were hypertrophy and
proliferation (hyperplasia) of pavement cells of the lamellar epithelium, vascular
congestion, epithelium detachment and lamellar fusion. The recovery experiment
revealed that the 168-h period (7 days) with no exposure to the contaminant is not
enough to recover the histopathologies observed in H. reidi gills after exposure to
crude oil. The results show that the acute and subchronic exposure to crude oil may
cause genotoxic, mutagenic and morphological damage in H. reidi and that the
Hippocampus reidi is a good toxicity marker. In the present study, the comet assay
was shown to be the most sensitive biomarker to the contaminant used, as compared
to the micronucleus test, since it identified a high DI in the genetic material of H. reidi
with only 12-h exposure and even after 168-h exposure.

Keywords: Hippocampus reidi; Crude oil; Genotoxic damage; Mutagenic damage;
Morphological damage; Recovery.



1 INTRODUCAO

O petroleo e seus produtos refinados sdo encontrados em todo o planeta (ALBERS,
2002), o que justifica a preocupacdo global com a contaminacdo provocada por
derrames de petrdleo que, em sua maioria sdo causados pelo transporte maritimo
de produtos (HAMOUTENE et al.,, 2002). A compreensdo do comportamento dos
diferentes componentes do petrdleo no solo, 4gua e ar é muito importante para a
avaliacdo dos efeitos a salde e a biota decorrente dessa exposi¢do, constituindo
hoje um grande desafio para os ecotoxicologistas (PEDROZO et al., 2002).

Muitos relatos na literatura enfocam os efeitos toxicos do petréleo sobre diversos organismos
aquaticos, incluindo peixes, (WENG et al., 2000; ZHOU et al., 2004; PEREZ et al., 2008). Estes

estudos mostram que os peixes podem absorver contaminantes da agua via superficie
branquial e através de sedimento ou alimentos contaminados e, finalmente, terminam por

impactar a cadeia alimentar (VARANASI et al., 1989). Além disso, a contaminag&o pelo petréleo

pode causar a diminuigdo da desova de muitos organismos aquéticos, e aumento das anomalias e da
mortalidade de larvas de peixes (GONZALEZ-DONCEL et al., 2008). Entre os componentes de uma
contaminagdo por petrdleo, aqueles que causam maior preocupagdo envolvendo danos severos ao
ambiente sdo os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS), que apresentam elevada toxicidade
em ambientes aquéticos (INCARDONA et al., 2004; LEE E ANDERSON, 2005).

Os efeitos genotoxicos de toxinas ambientais podem ser monitorados por meio de uma ampla gama
de biomarcadores, tanto in vitro e in vivo. Recentemente, o teste do micronicleo e o ensaio cometa
vém ganhando popularidade sobre os outros ensaios na investigacao de toxicidade aquatica, devido
a sua sensibilidade para detectar danos no DNA e o curto espaco de tempo necessario para
completar seu estudo (AL-SABTI E METCALFE, 1995; TICE et al., 2000; CAVAS E KONEN, 2008).

Essas analises sao utilizadas em estudos de avaliacdo ambiental com o propdsito de
descobrir os efeitos genotoxicos e mutagénicos de substancias quimicas puras ou
misturas de substancias quimicas, ambos sob condi¢cdes de campo ou de laboratério
(LEMOS et al., 2005). O potencial de aplicacdo do ensaio cometa e do teste do
micronulcleo para biomonitoramento ambiental € quase ilimitado, podendo ser
aplicado a diversos organismos aquaticos (HAUMOUTENE et al., 2002; KLOBUCAR
et al., 2003).

As alteracbes histologicas em tecidos de peixes também constituem ferramentas

sensiveis para detectar os efeitos toxicos diretos de compostos quimicos em 0rgaos-



alvo e, portanto, sdo indicadores potentes da exposicdo prévia a estressores
ambientais, uma vez que andlises morfolégicas constituem um dano em um nivel
biolégico maior do que alteracdes genotoxicas e/ou mutagénicas (SCHWAIGER et
al.,, 1997). Estes biomarcadores sao excelentes para monitorar a saude do
ecossistema aquatico e tém sido incluidos em varios programas de monitoramento
ambiental de paises desenvolvidos (WALKER et al., 1996).

Os cavalos-marinhos (Hippocampus spp.) geralmente vivem em habitats costeiros,
em aguas temperadas e tropicais (TESKE et al., 2007). Apresentam uma densidade
populacional baixa e distribuicAo esparsa, caracterizam-se por serem maus
nadadores e por ancorarem a vegetacao ou ao substrato através de uma forte cauda
preénsil, e raramente se aventuram por mar aberto para perseguir presas moéveis, ou
colonizarem novos ambientes (ROSA et al., 2005; VIEIRA E GASPARINI, 2007). A
familia Signathidae apresenta individuos populares para aquariofilia e também é
utilizada no consumo por populacdes asiaticas para praticas de culinaria, medicina
tradicional e como suvenires (CASEY et al., 2004). No estado do Espirito Santo, a

espécie Hippocampus reidi figura na lista de espécies ameacadas de extincao.

Diante disso, 0 presente trabalho teve por objetivos a avaliacdo de biomarcadores
em exemplares de Hippocampus reidi expostos ao petrdleo por periodos que
caracterizem efeitos agudos e sub-cronicos, para a investigagéo de potenciais danos
genotdxicos, mutagénicos e morfoldgicos, além de uma avaliacdo da recuperacédo

desses possiveis danos apos exposicdo ao petréleo.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS E CONDICOES LABORATORIAIS

Foram utilizados 112 exemplares adultos de Hippocampus reidi (cavalo-marinho),
com aproximadamente 5 meses de vida (9,35 + 0,68cm e peso médio de 2,08 +
0,42g), com proporcdo igual entre os sexos, (50% machos e 50% fémeas). Os
animais foram adquiridos do criadouro de cavalos marinhos Juan Pablo de Marco e
Irméo Ltda., Serra - ES, e transferidos para o Laboratério de Ecotoxicologia
Aquatica, no complexo Biopraticas do Centro Universitario Vila Velha - UVV. No
laboratorio, os individuos foram aclimatados em aquérios de vidro, com capacidade
de 40L (Figura 1), por um periodo minimo de 15 dias, com troca periodica de agua,

duas vezes por semana.

A 4gua salgada para o abastecimento dos aquarios de manutencdo e dos aquarios
testes foi proveniente de um ponto localizado na orla de Vila Velha, ES, (20°21°13”S,
40°17°02”0) com indices de balneabilidade classificado como excelente pelo
Instituto Estadual do Meio Ambiente do ES, o IEMA de acordo com a resolucéo
CONAMA N° 274/00. Ao ser levada para o Laboratério de Ecotoxicologia Aquética, a
agua foi filtrada utilizando filtros de papel e, quando necessario, a salinidade foi
corrigida utilizando agua deionizada preparada no dia ou com o acréscimo de sal
marinho sintético (marca Coralife), com a finalidade de manter as mesmas condicdes

de salinidade encontradas no criadouro (28 + 1).

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia com misidaceos coletados na
natureza e congelados, fornecidos pelo préprio criadouro. A alimentacdo foi

suspensa 24h antes dos animais serem transferidos para os aquarios testes.
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Figura 1. Aquario de aclimatacéo (40L) dos exemplares de Hippocampus reidi.
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2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

2.2.1 Exposicdo ao petréleo em diferentes periodos — 1% Etapa

ApoGs o periodo de aclimatacdo, os exemplares de H. reidi tiveram seu status de
saude averiguado, sendo avaliada a mobilidade dos individuos nos aquarios e as
boas condicBes fisicas de cada um, e s6 entdo as séries de experimentos foram
iniciadas. Sendo assim, os animais foram transferidos individualmente para os
aquarios testes: aquarios de polietileno, com capacidade de 3L e aeragdo constante
(Figura 2). A 4gua dos aquarios testes possuia as mesmas caracteristicas fisico-

quimicas da agua dos aquarios de aclimatacao, especificados a seguir.

Vinte e quatro horas apds os animais terem sido transferidos para os aquarios
testes, foi adicionada a agua a quantidade de 10mL de petréleo (6leo cru) por litro de
agua marinha (Figura 3). Os animais foram mantidos nesta condicdo por diferentes



periodos de exposicao: 12h, 24h, 48h, 96h, 168h (7 dias) e 336h (14 dias). O
experimento ocorreu em condi¢cdo estatica e durante o periodo de exposi¢cdo o0s
individuos ndo foram alimentados.

Figura 2. Aquarios testes com capacidade de 3L nos quais os exemplares de
Hippocampus reidi foram expostos ao petréleo (10mL.L™) acompanhados do grupo
controle (n=8).

Figura 3. Momento da contaminacéo dos aquérios testes com petréleo (10mL.L™).

Em cada tempo de exposicdo oito exemplares de H. reidi foram expostos

individualmente em cada aquario teste, sendo que cada um desses periodos foi



acompanhado por um grupo controle (dgua sem contaminante), com n=8, também

expostos individualmente em aquérios testes similares ao dos grupos expostos.

A concentracdo de petroleo utilizada no presente trabalho € resultado de uma
pesquisa realizada anteriormente no Laboratério de Ecotoxicologia Aquética, em que
grupos de cavalos-marinhos foram expostos por 96h a trés concentracfes distintas
de petrdleo (10, 20 e 30mL de petréleo por litro de agua), sendo que na menor
concentracdo de petroleo testada ja foram observadas alteracdes significativas em

andlises genotoxicas e mutagénicas.
2.2.2 Recuperacdo — 2% Etapa

Oito exemplares de H. reidi foram expostos individualmente a concentracdo de
petréleo de 10mL.L™ por um periodo de 96h, nos mesmos aquérios testes usados no
experimento anterior e também com as mesmas caracteristicas fisico-quimicas da
dgua. ApoOs este periodo de exposicdo, os individuos foram transferidos
individualmente para aquarios com capacidade de 3L, e aeracdo constante, onde
permaneceram por 168h (7 dias), a fim de se verificar uma possivel recuperacao
significativa dos parametros avaliados nos individuos que compuseram a primeira
etapa do trabalho. A agua desses aquarios de recuperacédo também foi mantida com
as mesmas caracteristicas fisico-quimicas da agua de aclimatacdo e dos
experimentos e sem indicacdo de contaminacdo. O mesmo procedimento foi

realizado para o grupo controle (n=8, expostos individualmente).

2.3 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DA AGUA DE
ACLIMATACAO E DOS EXPERIMENTOS

As caracteristicas fisico-quimicas da agua nos aquarios de aclimatacdo foram
medidas com o auxilio do Multiparametro YSI 85: temperatura 22°C + 1°C, oxigénio
7mgO,/L + 0,5mgO-/L, e salinidade 28 + 1. O pH foi medido com um potencidémetro

digital Quimis 400, os valores medidos foram: 8,14 + 0,14.



2.4 ORIGEM E COMPOSICAO DO PETROLEO

O petréleo utilizado nos experimentos foi referente a uma amostra doada pela

Petrobras do Espirito Santo. A composigéo do petrleo bruto foi analisada por cromatografia

gasosa (modelo Clarus 500, Permin-Elkan) e apresentou as seguintes caracteristicas: 15,2% v/v de
PAHSs totais; 0,48% v/v de benzeno; 1,9% v/v de tolueno; 3,5% v/v de xileno; 28,6 mg/L de naftaleno;

0,97 mg/L de fenantreno e 1,9 mg /L de fluoreno.

2.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Ao término dos experimentos, os animais foram anestesiados com uma solucdo de
benzocaina 0,1g.L™ . O sangue foi coletado por puncéo caudal, utilizando seringas
previamente heparinizadas (Figura 4), para ser utilizado nas técnicas do teste do
Micronucleo e do Ensaio Cometa. Imediatamente ap0s a retirada do sangue, 0s
peixes foram sacrificados por secc¢ao cervical, de acordo com Winkaler et al. (2007),
para a remocao dos dois arcos branquiais centrais (DIAZ et al., 2005) e fixados em

formaldeido 4% até o momento das analises.

Figura 4. Momento da puncdo caudal do sangue de um exemplar de Hippocampus
reidi.



2.6 ENSAIO DO MICRONUCLEO

O sangue de cada animal foi coletado e gotejado sobre duas laminas para a
realizacdo de extensdes sanglineas. ApOs secas em temperatura ambiente por um
periodo de 24h, as laminas foram submetidas a um banho de 30 minutos em
Metanol P. A. (100%) para fixacdo das células eritrocitarias. Sendo coradas em
seguida com uma solucdo de Giemsa 5% por 40 minutos; lavadas posteriormente
com agua destilada e secas em temperatura ambiente por 24h, como descrito por
Grisolia et al. (2005). Depois de seco, o material foi observado em microscopio de
luz em resolucdo de 400x. Mil células sanguineas (eritrocitos) foram contadas em
cada lamina para a quantificacdo dos micronucleos presentes (Figura 5). Os valores
de micronucleos obtidos no presente trabalho correspondem a uma média realizada
a partir da contagem de duas laminas por peixe exposto em cada periodo de

exposicao.

Os micronucleos (MNs) foram identificados seguindo o critério proposto por Fenech
et al. (2003).

Figura 5. Eritrocitos de um exemplar de Hippocampus reidi com a presenca de
micronucleos.



2.7 ENSAIO COMETA

A analise de fragmentos de DNA foi realizada utilizando ensaio alcalino do cometa
alcalino e coloracdo com nitrato de prata modificado de Tice et al. (2000) e Andrade
et al. (2004). O método consiste na deteccdo de fragmentos de DNA em um
microgel de agarose. Para isso laminas de microscopia, duas para cada exemplar de
H. reidi, foram previamente cobertas com agarose 1,5% (1,809 de agarose e 120mL
de tampéo fosfato alcalino, pH 7,4). As amostras de sangue foram diluidas 20 vezes
em tampao fosfato e posteriormente, 10uL do sangue diluido foi misturado com
100uL de agarose de baixo ponto de fusdo ou “low melting” (0,15g de agarose em
20mL de tampéo fosfato alcalino, pH 7,4) a 40°C. Em seguida foram colocadas
sobre as laminas com pré-cobertura e recobertas com laminulas para o gel se aderir
uniformemente até solidificar. Apds a retirada das laminulas, as laminas foram
colocadas em uma solugao de lise (146,1g NaCl (2,5M), 37,2g EDTA (100mM), 1,29
de Tris (10mM), 1 litro de 4gua destilada e o pH da solucéo foi ajustado para 13 com
NaOH e no momento do uso foram adicionados 1% de Triton X-100 e 10% DMSO)
por no minimo 2h, em geladeira e protegidos da luz. Apos o periodo da lise celular,
as laminas foram colocadas em uma cuba eletroforética e mergulhadas em tampéo
eletroforético (300mM NaOH e 1mM EDTA em pH>13) por um periodo de 20 min.
Em seguida foi realizada a corrida eletroforética em 25V e 300mA por 15 min. Apos
esta etapa as laminas foram neutralizadas com tamp&o Tris (48,59 de Tris em 1 litro
de &gua destilada) durante 5 min. por trés vezes e lavadas com agua destilada por
duas vezes. As laminas foram secas por 2h a 37°C. Apos esse periodo as laminas
foram fixadas em solucéo fixadora (15% de acido tricloroacetico, 5% de sulfato de
zinco (heptahidratado), 5% de glicerol e 1 litro de agua destilada) por 10 min. Apés
esta etapa, as laminas foram lavadas por trés vezes com agua destilada e secas por
2h a 37°C. Depois de secas as laminas foram hidratadas por 5 min com agua
destilada e coradas com solucdo de coloragdo com prata (66mL da solucdo de
carbonato de calcio (12,59 de carbonato de calcio para 250mL de agua) e 34mL da
solucéo de nitrato de prata (50mg de nitrato de prata, 50mg de nitrato de amaonio,
250mg de &cido tungstosalicilico e 125ul de formaldeido) por 15 min a 37°C. Depois
de coradas as laminas foram lavadas trés vezes com agua destilada e entédo

submersas por 5 min em solucédo stop (acido acético 1%). Passado os 5 min de



reacao, foram novamente lavadas por trés vezes e secas em temperatura ambiente

por um periodo de 24h.

Foram contabilizadas 100 células por animal, selecionadas aleatoriamente e n&o-
sobrepostas. Cinqlienta células foram analisadas por lamina, com duas laminas por animal, as
quais foram classificadas de acordo com o dano que apresentavam, ou seja, O
tamanho da cauda formado por arraste de DNA fragmentado, em 4 classes: 0,
auséncia de dano; 1, dano minimo, 2, dano médio e 3, dano maximo, de acordo com Kobayashi et al.
(1995) (Figura 6). O indice de danos (ID) analisado pelo ensaio cometa foi calculado com a
somatdria do nimero de nucleoides observados em cada classe de dano multiplicado pelo valor de
sua respectiva classe de danos (0, 1, 2 ou 3). Esses valores demonstram os danos
apresentados nos tratamentos de acordo com Heuser et al. (2008). Os resultados foram

expressos como a média de dano, para cada periodo de exposicdo. Em todo o experimento, as

células foram analisadas em teste cego e sempre pelo mesmo observador.
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Figura 6. Ensaio Cometa: (A) classe de dano nivel 0; (B) classe de dano de nivel 1;
(C) classe de dano nivel 2.

2.8 HISTOLOGIA BRANQUIAL

2.8.1 Histopatologia

Para a observacdo de possiveis histopatologias branquiais foram utilizados cinco
individuos de cada periodo de exposicdo ao petroleo (incluindo dos grupos
controles), dos quais retirou-se amostras das branquias que foram posteriormente
lavadas em solugéo salina 0,9% e fixadas em formaldeido 4%. As branquias foram

desidratadas em bateria crescente de alcoois e incluidas em metacrilato (Historesina



Leica). Cortes sagitais ndo seriados de 3um de espessura foram realizados para a
confeccdo das laminas, os quais foram corados com Azul de Toluidina e
posteriormente analisados em microscépio de luz (Leica). A ocorréncia de alteracdes
histopatoldgicas nos érgaos foi avaliada semi-quantitativamente de duas formas: a)
Célculo do Valor Médio de Alteracao (VMA), com base na incidéncia de lesdes, de
acordo com Schwaiger et al. (1997). Para tanto, atribui-se um valor numérico para
cada animal conforme a escala: grau 1 (auséncia de alteracGes histopatoldgicas),
grau 2 (ocorréncia de lesdes pontualmente localizadas) e grau 3 (lesbes
amplamente distribuidas pelo 6rgdo); b) Calculo do Iindice de AlteracBes
Histopatoldgicas (IAH), com base na severidade de cada lesdo de acordo com
Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994). Para tanto, as alteracGes foram classificadas
em estagios progressivos quanto ao comprometimento das fungbes teciduais
(Tabela 1): alteracdes de estdgio I, que ndo comprometem o funcionamento do
tecido; de estagio Il, mais severas e que prejudicam o funcionamento normal do
orgao; e de estagio Ill, muito severas e irreversiveis. Um valor de IAH foi calculado
para cada animal através da férmula: IAH = 10° ZI + 10" ZIl + 10% ZIII, sendo I, Il e 1l
corresponde ao numero de alteracbes de estagio I, Il e Ill, respectivamente. Os
valores de IAH entre 0 e 10 indicam um funcionamento normal do érgéo; valores
entre 11 e 20 indicam danos de leves a moderados no érgao; valores entre 21 e 50
indicam danos de moderados a severos e valores maiores que 100 indicam danos

irreparaveis no tecido.



Tabela 1. Listagem dos tipos de histopatologias mais freqientes em branquias de

peixes.

ESTAGIOS

Hipertrofia do epitélio lamelar Aneurisma Lamelar Necrose focal
Ruptura epitelial

: Necrose total
(hemorragia)

Hiperplasia do epitélio lamelar

Congestéao vascular
Dilatacao capilar
Descolamento epitelial
Constricao capilar
Proliferacdo de células cloreto
Proliferacdo de células mucosa
Fusédo das lamelas
Edema

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos no teste do Micronucleo foram expressos como mediana e
erro padréo da mediana. Os resultados encontrados a partir do ensaio cometa foram
expressos como média e erro padrao da média (SEM). Os resultados obtidos nos
diferentes periodos de exposicdo foram submetidos a uma analise de variancia
(ANOVA) e teste a posteriori de Tukey (p<0,05), utilizando o pacote estatistico
Sigma Stat 2.0. O teste t (student) foi aplicado para a observacdo de possiveis
diferencas estatisticas entre 0S grupos expostos e seus respectivos grupos

controles.

Para a avaliacdo da distribuicdo normal das médias encontradas na observacéo dos
danos morfolégicos a partir da histopatologia de branquias, foi aplicado um teste
post-hoc de Kolmororov-smirnov. ApOs a avaliacdo da distribuicdo normal das
meédias foram aplicados dois testes parameétricos para a observacdo de possiveis
diferencas estatisticas entre os tratamentos (tukey-krumer) e entre os tratamentos e

seus respectivos grupos controles (Teste T).



3 RESULTADOS

3.1 ANALISE DA AGUA E MORTALIDADE

A composicao da fracdo soluvel do 6leo bruto foi analisada por cromatografia gasosa
(modelo Clarus 500, Permim-Elkan) e apresentou as seguintes caracteristicas:
10,1% v/v de PAHSs totais; 0,12% v/v de benzeno; 0,9% v/v de tolueno; 2,1% v/v de
xileno; 12,0 mg/L de naftaleno; 0,41 mg/L de fenantreno e 0,87mg/L de fluoreno.

No presente experimento, no grupo exposto ao contaminante por 336h, houve
mortalidade de um individuo em 312h (13dias), que néo foi reposto, sendo que este

grupo apresentou n=7.

3.2 EFEITOS MUTAGENICOS

3.2.1 Teste do Micronucleo

Com o intuito de avaliar o potencial mutagénico do petrdleo, o Teste do Micronucleo
foi realizado em eritrocitos de H. reidi expostos ao 6leo cru em uma concentracao de
10mL.L* em seis periodos de exposicdo distintos. A ocorréncia de eritrocitos

micronucleados observadas neste trabalho esta demonstrada na Figura 7.

Observa-se, a partir da figura 7, que no primeiro periodo de exposi¢ao (12h) nao foi
encontrado nenhum micronudcleo nos eritrocitos dos individuos testados, se
igualando aos grupos controles dos demais periodos de exposi¢cdo. Foi encontrado
guantidade significativa de micronucleos nos animais expostos aos periodos de 48h,
96h e 168h, sendo a frequiéncia da incidéncia de micronucleos encontrada no grupo
exposto por 96h foi a maior entre todos 0s periodos de exposi¢cdo ao contaminante,
e depois deste periodo, os valores da freqiiéncia de micronucleos encontrados em
eritrocitos de H. reidi expostos ao 6leo por 168h tendem a cair e, apesar de serem
estatisticamente superiores ao seu grupo controle, os resultados encontrados séo

semelhantes aos encontrados no grupo exposto por 48h ao petréleo. Ap6s 336h de



exposicdo, a frequéncia de microndcleos encontrada ndo é diferente daquelas

encontradas nos organismos que ficaram sob 12h e 24h de exposicao.

Teste do Micronucleo

Bl Grupos controles
[ Grupos expostos %

Frequéncia de microntcleo (%o)

BB P $ S ST & &

Figura 7. Frequéncia de micronucleos em eritrécitos de Hippocampus reidi expostos
a concentracdo de petréleo de 10mL.L™ em seis periodos distintos: 12h, 24h, 48h,
96h, 168h e 336h, e seus respectivos grupos controles. Além do experimento de
recuperacédo, onde os individuos foram expostos por 96h a mesma concentracao de
petréleo e em seguida, transferidos para aguarios sem o contaminante por 7 dias, e
seu respectivo grupo controle. * Indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle com p<0,05. Os dados estdo apresentados em Mediana + Erro Padrao da
Mediana.

O experimento de recuperacdo revelou uma reducdo nas frequéncias de
micronucleos observadas nos eritrocitos de H. reidi quando comparados com 0sS

valores encontrados no grupo exposto as 96h da primeira etapa do trabalho. Os



valores de MNs encontrados no grupo recuperado apos exposi¢do ao petroleo foram

similares aos encontrados no seu respectivo grupo controle.

3.3 EFEITOS GENOTOXICOS

3.3.1 Ensaio Cometa

Os efeitos genotoxicos do petréleo em eritrocitos de Hippocampus reidi, medidos
através do ensaio cometa em individuos expostos & concentracdo de 10mL.L™* em
seis periodos distintos: 12h, 24h, 48h, 96h, 168h e 336h e respectivos grupos
controles, além do experimento de recuperacao, estdo apresentados na Tabela 2.

Os valores de indice de Danos (ID) encontrados para todos os tratamentos expostos ao petroleo

apresentaram aumento significativo em relacdo aos seus respectivos grupos

controles (Figura 8).

Observa-se que os tratamentos de 12h e 24h apresentam os menores valores de ID, ndo diferindo
estatisticamente entre si. Também é possivel observar que a medida que aumenta o periodo de
exposicdo ao petroleo, ha um aumento gradativo dos valores de ID, e que o pico de danos foi
observado nos individuos expostos ao petrdleo por 168h. Apés este periodo de exposicao os valores
tendem a cair, e o ID do tratamento de 336h é estatisticamente equivalente ao encontrado no

tratamento de 96h de exposi¢éo ao contaminante.

No experimento de recuperacdo, houve uma reducdo significativa dos valores de ID quando
comparados com o tratamento de 96h de exposicdo ao contaminante, e esses resultados foram

similares aos encontrados para o seu grupo controle (Figura 9).

Analisando a distribuicdo dos cometas em cada classe (Tabela 2), é possivel
observar que nos tratamentos de 12h e 24h de exposi¢do ao contaminante houve
um predominio da classe 0 sobre as demais classes, e nas classes | e Il os valores
encontrados foram significativamente maiores que em seus respectivos controles. O
tratamento de 48h também revelou que os valores das classes | e Il foram
estatisticamente superiores que seus respectivos grupos controles. No tratamento

de 96h a classe de cometa mais encontrada foi a de classe Il. No presente experimento,

a classe 0 teve seu menor valor encontrado nos individuos expostos ao 6leo cru por 168h, neste

grupo a classe Il foi a mais representativa, e os valores da classe Il foram os mais altos quando



comparados aos grupos expostos aos demais tempos. O grupo em que os individuos foram expostos
ao petréleo por 336h também apresentou a classe Il como a mais freqiientemente encontrada nos

eritrécitos do sangue periférico.

N&o foram encontradas neste estudo células apresentando dano maximo no material
genético (apoptose), classificadas como pertencentes a classe lll, em nenhum dos periodos de

tratamento.

Os exemplares de H. reidi utilizados no experimento de recuperacao tiveram uma
excelente recuperacéo averiguada, visto que ocorreu uma diminui¢do significativa na
incidéncia de danos no DNA nas classes | e Il quando comparados aos peixes
expostos ao petrdleo por 96h, sendo estes valores similares aos encontrados para o

seu respectivo grupo controle.
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Figura 8. Freqiiéncia do indice de Danos no DNA em eritrécitos de Hippocampus
reidi expostos ao petréleo na concentracédo de 10mL.L™ em seis periodos distintos:
12h, 24h, 48h, 96h, 168h e 336h e seus respectivos grupos controles. Letras indicam
diferenca em relacdo aos diferentes periodos de exposicdo ao petréleo. * indica
diferenca em relagéo ao grupo controle com p<0,05. Os dados estao apresentados
em Média + Erro Padrao da Média.
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Figura 9. Freqiiéncia do indice de Danos no DNA em eritrécitos de Hippocampus reidi
expostos ao petréleo na concentracdo de 10mL.L™ por 96h e do experimento de
recuperacdo, onde os individuos foram expostos por 96h a mesma concentracdo de
petréleo e em seguida, transferidos para aquarios sem o0 contaminante por 7 dias, e
seus respectivos grupos controles. Letras indicam diferenca em relacéo aos diferentes
periodos de exposicdo ao petrdleo. * indica diferenca em relacdo ao grupo controle
com p<0,05. Os dados estdo apresentados em Média + Erro Padrdo da Média.



Tabela 2. Efeitos genotoxicos do petréleo, através do ensaio cometa, observados por meio das classes de danos no DNA em
eritrécitos de Hippocampus reidi expostos ao petréleo na concentracdo de 10mL.L™ em seis periodos distintos: 12h, 24h, 48h, 96h,
168h e 336h e seus respectivos grupos controles. Além do experimento de recuperacdo, onde os individuos foram expostos por
96h a mesma concentracao de petroleo e em seguida, transferidos para aquarios sem contaminante por 7 dias e seu respectivo
grupo controle.

Tempo Tratamentos Classe O Classe 1 Classe 2 Classe 3
Lon Controle 87,250 + 3,912 11,125 + 3,241 1.625 + 1.068 0.000
Petréleo 10mL.L* 56,938 + 7,296*2 30,500 + 2,355*% 12,563 + 5,789** 0.000
o Controle 95,250 + 1,439 4,750 + 1,439 0.000 0.000
Petréleo 10mL.L* 50,250 + 5,192*% 35,563 + 5,240** 14,188 + 3,842* 0.000
agh Controle 90,625 + 1,805 7,938 + 1,465 1.438 + 0.804 0.000
Petréleo 10mL.L* 33,250 + 8,788*™ 30,313 + 4,364** 36,438 + 10,926* 0.000
o6h Controle 67,125 + 4,170 32,875+ 4,170 0.000 0.000
Petréleo 10mL.L* 20,625 + 2,114*™ 31,875 + 3,668% 47,500 + 5,313*¢ 0.000
L68h Controle 85,688 + 2,950 13,125 + 2,465 1,188 + 0,597 0.000
Petréleo 10mL.L* 8,750 + 2,691*% 11,125 + 2,682 80,125 + 5,211*° 0.000
a36h Controle 80,125 + 3,845 13,938 + 2,306 5,938 + 1,774 0.000
Petréleo 10mL.L* 14,417 + 4,384* 35,917 + 4,816% 49,667 + 8,683*C 0.000
Controle 86,500 + 2,622 12,313 + 2,489 1,188 + 0,779 0.001
Recuperacao L
Petréleo 10mL.L° 80,563 + 4,788** 18,125 + 4,086** 1,313 + 0,812** 0.002

Letras indicam diferenca em relacdo aos diferentes periodos de exposicdo ao petrdleo. * indica diferenca em relacdo ao grupo
controle com p<0,05; ** indica diferenga entre o grupo exposto de 96h e o grupo do experimento de recuperagcdao com p<0,05. Os
dados estédo apresentados em Média + Erro Padréo da Média.



3.4 EFEITOS MORFOLOGICOS

3.4.1 Histopatologia de Branquias

A estrutura branquial de H. reidi é semelhante & de outros peixes. A regido
respiratéria é constituida por filamentos e lamelas continuas ao arco branquial e
dispostas na cavidade opercular. As unidades respiratorias, as lamelas, estdo

localizadas acima e abaixo do filamento.

O exame macroscopico das branquias dos exemplares de H. reidi utilizados no
experimento apresentou branquias com aparéncia normal, ou seja, cor vermelha
indicando boa vascularizacdo e auséncia de lesGes. ApOs 0 processamento das
amostras de tecido branquial, o exame microscopico mostrou a presenca de diversas
alteracOes histopatoldgicas que foram quantificadas e, entdo, foi determinado o grau

de comprometimento funcional do 6rgao.

A estrutura normal e as histopatologias das branquias encontradas H. reidi estdo
apresentadas na figura 9. As alteracdes histopatologicas branquiais encontradas nos
animais expostos por diferentes periodos ao petréleo e suas respectivas freqiéncias

estdo apresentadas na Tabela 3.

Dentre os varios tipos de alteracdes que podem ser observados em branquias,
apenas alguns foram observados no presente trabalho, inclusive nos grupos
controles. As alteracBes histopatoldgicas mais comuns em todos os periodos de
exposicao foram as de estagio de severidade |. Durante todo o experimento as
alteracdes mais frequentes foram hipertrofia e proliferacéo (hiperplasia) das células
pavimentosas do epitélio lamelar, congestdo vascular, descolamento epitelial e fuséo

das lamelas. Nao foram encontradas alteracdes do estagio Il e Ill.

O grupo exposto por 336h ao 6leo se mostrou o0 mais prejudicado pela exposi¢cédo ao
contaminante, onde todas as histopatologias presentes no estudo foram encontradas

de maneira extremamente frequente.



O experimento de recuperagdo demonstrou que o periodo de 168h (7 dias), livre do
contaminante, € insuficiente para a recuperacéo das histopatologias encontradas em
exemplares de H. reidi apds exposicao ao petréleo. Ao término dos experimentos, as
frequéncias das histopatologias encontradas nos individuos do grupo recuperacéo

sdo iguais a dos individuos expostos ao petroleo por 96h (Tabela 3).

A andlise histolégica das branquias de H. reidi mostrou que as alteracdes
encontradas estdo pontualmente localizadas neste 6rgao, ja que o Valor Médio de
Alteracdo - VMA - (Figura 10 A) ficou entre 1 e 2 para todos os periodos de

exposicao, ndo apresentando variacdes significativas entre eles.

O indice de alteracdo histopatolégica (IAH) das branquias (Figura 10 B) né&o
apresentou variacdes significativas entre os periodos de exposicdo ao petréleo,
exceto entre os periodos de 12h e 336h, que se mostraram diferentes
estatisticamente. Entretanto, quando comparados os valores de IAH dos grupos
testes com seus respectivos grupos controles, estes se mostraram significativamente

superiores em todos os periodos de exposi¢éo.



Figura 9. Histopatologias branquiais encontradas em Hippocampus reidi exposto ao
petréleo na concentracdo de 10mL.L™. (A) Estrutura normal da branquia; (B) Fusdo
das lamelas; (C) Hipertrofia das células pavimentosas do epitélio lamelar; (D)
Descolamento epitelial; (E) Hiperplasia lamelar; (F) Congestéo vascular.



Tabela 3. Frequéncia de alteracdes histopatolégicas encontradas nas branquias de
Hippocampus reidi expostos ao petréleo na concentracdo de 10mL.L™ em seis
periodos distintos: 12h, 24h, 48h, 96h, 168h e 336h, e seus respectivos grupos
controles. Além do experimento de recuperagdo, onde os individuos foram expostos
por 96h a mesma concentracdo de petréleo e em seguida, transferidos para
aquarios sem o contaminante por 7 dias, e seu respectivo grupo controle.

ALTERACAO
Hipertrofia do Hiperplasia do Congestao Descolamento Fuséo das
epitélio lamelar epitélio lamelar vascular epitelial lamelas
Estagio | I | | |
C 12h 0 0+ 0 0 0
E 12h 0+ 0+ 0 0 +
C 24h 0+ 0+ 0 0 0+
E 24h + + 0 0 +
C 48h 0 0+ 0 0 0+
E 48h + + 0 0 +
C 96h 0+ 0+ 0 0 0+
E 96h + + 0+ 0 +
C 168h 0+ 0+ 0 0+
E 168h ++ ++ + 0 ++
C 336h 0+ 0+ 0 0 0+
E 336h +++ +++ +++ +++ +++
Crec. 0+ 0+ 0+ 0 0
E rec. + + 0+ 0 +

0 = ausente; 0+ = raramente frequente; + = frequiente; ++ = muito frequiente; +++ =
extremamente frequente
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Figura 10: (A) Valores médios de alteracdo (VMA) e (B) indice de alteracéo
histopatoldgica (IAH) das branquias de Hippocampus reidi expostos ao petrdleo na
concentracdo de 10mL.L™" em seis periodos distintos: 12h, 24h, 48h, 96h, 168h e
336h, e seus respectivos grupos controles. Letras indicam diferenca em relacdo aos
diferentes periodos de exposicao ao petréleo. * indica diferengca em relagdo ao grupo
controle com p<0,05; ** indica diferenca em relacdo ao grupo controle com p<0,001.
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Figura 11: (A) Valores médios de alteracdo (VMA) e (B) indice de alteracéo
histopatolégica (IAH) das branquias de Hippocampus reidi expostos ao petréleo na
concentracdo de 10mL.L™ por 96h e do experimento de recuperacdo, onde os
individuos foram expostos por 96h a mesma concentragdo de petréleo e em
seguida, transferidos para aquarios sem 0 contaminante por 7 dias, e seus
respectivos grupos controles. Letras indicam diferengca em relagcdo aos diferentes
periodos de exposicao ao petroleo. * indica diferenca em relagdo ao grupo controle
com p<0,05.



4 DISCUSSAO

4.1 TESTE DO MICRONUCLEO

O teste do micronucleo, um dos mais populares e promissores testes de
mutageniciade ambiental, vem servindo como um indicativo de danos citogenéticos
durante mais de 30 anos e é considerado um indicador bem estabelecido de
genotoxicologia (FENECH et al., 2003; CAVAS et al., 2005). E uma técnica
relativamente rapida e sensivel na indicacdo de alteracfes estruturais, na perda de
material genético, e de anomalias cromossémicas numéricas (BOLOGNESI et al.,
2004). Este biomarcador em eritrocitos periféricos € uma ferramenta muito Gtil para
monitorar os efeitos de agentes genotdxicos ambientais em peixes (LEMOS et al.,
2005). Entretanto, os micronucleos podem somente ser expressos em ceélulas
eucaridticas em divisdo, ou seja, 0 ensaio ndo pode ser usado eficientemente ou
quantitativamente em populacdes de células que ndo estejam em divisdo ou em
populacdes de células em divisdo nas quais a cinética da divisdo celular ndo seja
bem conhecida ou controlada (FENECH, 2000).

A baixa frequéncia de eritrécitos danificados no grupo exposto por 12h pode estar
relacionada ao fato de que esse periodo de exposi¢cdo ao 6leo cru ndo foi suficiente
para induzir danos no ciclo celular a tempo de se manifestar no momento do teste.
Quanto a baixa frequéncia de células micronucleadas no grupo exposto por 14 dias,
acredita-se que esse fator esteja relacionado com a renovagado dos eritrécitos. As
células sangiiineas sdo continuamente renovadas, e eritrécitos danificados tendem a ser
eliminados do organismo mais rapidamente do que aqueles que néo estédo danificados (DE FLORA et
al., 1993). Um resultado semelhante foi encontrado por Vanzella et al. (2007), ap0S a exposi¢cao
de exemplares de Prochilodus lineatus a fracdo soluvel do 6leo diesel por 6h, 24h,
96h e 15 dias. Eles observaram que as menores freqiéncias de micronucleos foram

encontradas nos grupos expostos por 6h e 15 dias.

Segundo Al-Sabti e Metcalfe (1995) a maxima inducdo de micronucleos
normalmente ocorre de um a cinco dias de exposi¢cdo, concordando com 0s
resultados de Grisolia e Cordeiro (2000), que observaram que a maior inducéo de

micronucleos ocorreu entre dois e sete dias pos-tratamento. Segundo os resultados



observados por estes mesmos autores foi observada tendéncia a diminuicdo da

frequéncia de micronucleos a partir do décimo quarto dia de exposicao.

Diante disso, apesar do teste do Micronucleo ser reportado como um biomarcador
de genotoxicidade em peixes, alguns estudos de exposi¢ao crénica ou sub-cronica a
poluentes, demonstraram que a frequéncia de eritr6citos micronucleados tende a
diminuir apds 15° ou 21° dia de exposicdo (CAVAS E ERGENE-GOZUKARA, 2005;
VANZELLA et al., 2007).

No presente trabalho, as maiores freqiéncias de micronucleos foram observadas
nos individuos expostos ao petroleo por 96h. Isso demonstra que este periodo, nas
condicBes em que ocorreu o experimento, foi o mais adequado para a avaliacao de
mutacdo em H. reidi, provavelmente devido ao fato de que até este intervalo de
tempo, as lesdes celulares que ocorreram no nucleo nao foram reparadas
acuradamente antes de se iniciar o processo de divisao celular, e dessa forma foram
perpetuados para as células filhas, os danos (micronucleo) induzidos nas células

parentais.

As industrias de refino de petréleo, em especial, estdo entre as quatro maiores
fontes de emissédo de quimicos téxicos no ambiente (ar e agua) nos EUA, segundo o
U.S. EPA (2001), e seus despejos caracterizam-se por apresentar toxicidade alta,
atribuida, na maior parte das vezes, a parte sollvel, que contém compostos
inorganicos (sais, metais pesados), e organicos (6leos, graxa, PAHs e BTEX)
(ALMEIDA-VAL et al., 2002). Por anélises quimicas, foi determinada a presenca de
BTEX e PAHs na amostra em estudo. O histdrico dessa classe de quimicos revela
gue em populacdes de peixes, os PAHs presentes na agua e no sedimento, estao
relacionados com o aparecimento de neoplasias, demonstrando propriedades
carcinogénicas (PACHECO E SANTOS, 2001; WHITE, 2002).

Muitos PAHs e seus metabdlitos sdo conhecidos pelo seu potencial mutagénico
(AAS et al., 2001) sendo considerados os compostos derivados do petréleo de maior
potencial téxico (YANIK et al., 2003). Alguns dos metabdlitos produzidos por PAHs
sdo altamente reativos e possuem uma alta afinidade com a molécula de DNA,

realizando pontes covalentes com essa e resultando na formacdo de aductos



(PISONI et al., 2004). Embora os mecanismos para sua formacdo nao sejam
inteiramente explicados, diversos estudos indicam que as alteracdes morfoldgicas
nucleares sdo induzidas em resposta a exposicdo aos agentes genotoxXicos
(SERRANO-GARCIA E MONTERO-MONTOYA, 2001).

Ha de se considerar ainda que alguns dos compostos quimicos monoaromaticos
presentes no petroleo estudado no presente trabalho (benzeno e tolueno) mostraram
efeitos positivos quanto a mutagenicidade, assim como em alguns estudos revisados
por Ohe et al. (2004).

A genotoxicidade do petréleo foi comprovada a partir do teste do MN em eritrécitos maduros (sangue

periférico) e eritrocitos imaturos (provenientes do rim cefalico) de turbot (Scophthalmus

maximus), e em eritrocitos imaturos de bacalhau do Atlantico (Gadus morua) apés a exposigao

ao petroleo. Contelldo complementar do alquilfen6is e PAHs no tratamento com 0,5 ppm de 6leo

causou maior inducdo de MN (em eritrécitos maduros e imaturos de turbot) do que no grupo com

somente 0,5 ppm de O6leo. Deve-Se salientar que alquilfenéis e PAHs s8o compostos bem

conhecidos presentes em aguas contaminadas a partir de plataformas de petréleo (BARSIENE et

al., 2006).

No presente estudo, a avaliacdo da inducdo de micronucleos em eritrocitos de H.
reidi expostos ao petrdleo por periodos distintos revelou que este teste é eficiente
em detectar o potencial mutagénico dos compostos presentes no Oleo cru,

principalmente entre 48h e 168h de exposicéo.

4.2 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa detecta quebras na fita de DNA e locais alcali-labeis através da
medicdo da migracdo do DNA (SINGH et al., 1988). De acordo com diretrizes
internacionais, o ensaio do cometa € um método de quantificacdo de danos no DNA
bem validado que pode ser usado com confiabilidade elevada na avaliacdo de
alguns organismos expostos a efluentes (GRAZEFFE et al., 2008). Este ensaio
oferece vantagens consideraveis sobre o0s outros métodos citogenéticos, por
exemplo, os testes de identificacdo da presenca de aberragbes de cromossoma, da

troca de cromatide irma e até mesmo do teste do micronucleo usados para a



deteccdo de dano ao DNA. Uma vez que no ensaio cometa as células ndo precisam
estar em fase mitdtica ativa, € possivel sua utilizacdo em qualquer tecido de
interesse, além de sua relativa facilidade e a geracdo de dados ao nivel celular
individual (ANDRADE et al.,, 2004). A avaliagdo dos danos do DNA através do
Ensaio Cometa tem sido considerada um método eficaz para o monitoramento dos
efeitos de PAHs, como comprovado neste estudo, assim como tem sido eficaz na
deteccdo de danos gerados por PAHs e outros compostos xenobiéticos (PADRANGI
et al., 1995; STEINERT et al., 1998; AAS et al., 2000).

Exposicdes a agentes genotdxicos, presentes no meio aquatico, podem levar a
perda da integridade do DNA (ROJAS et al., 1999), como demonstrado no presente
estudo pelo alto indice de quebras, resultando em cometas de classes | e i
encontradas no material genético dos eritrocitos de Hippocampus reidi expostos ao
petrleo. Mitchelmore et al. (1998), também observaram em células de hemolinfa de
Mytilus edulis, quebras em DNA devido a exposicdo a xenobiontes como PAHS.
Laffon et al. (2006), também observaram aumento significativo de quebras de DNA
em tecidos branquiais de Mytilus galloprovincialis no monitoramento do naufragio do
petroleiro Prestige na costa da Galicia. Também foram detectados danos pelo
ensaio cometa em hepatécitos de Salmo truta, expostos ao benzo[a]pireno e ao
nitropireno (MITCHELMORE E CHIPMAN, 1998).

O processo de biotransformacdo dos PAHS em peixes, contrariamente ao que ocorre com a maioria

dos compostos quimicos, muitas vezes converte estes xenobidticos em intermediarios reativos

altamente téxicos que podem causar dano oxidativo ao DNA (VAN DER OOST et al., 2003)
Embora os diferentes organismos sejam dotados de um sistema de defesa
intracelular e extracelular para proteger os tecidos contra a lesdo oxidativa
provocada pelas espécies reativas de oxigénio (ERO), se a velocidade de producéo
dos radicais livres exceder a capacidade dos mecanismos de defesa, ocorre a lesdo
celular (CADET et al, 2003). Vanzella et al. (2007), atribuem os danos genéticos
observados para P. lineatus, submetidos a exposicdo aguda (6, 24 e 96h) e
subcronica (15) dias a fracdo soluvel do oleo diesel, aos processos oxidativos
resultantes da metabolizacdo de hidrocarbonetos monoaromaticos e poliaromaticos
presentes nesta fracdo do 6leo. Assim, € possivel supor que o0 aumento de danos no

DNA de eritrécitos de H. reidi, detectado pelo ensaio cometa em todos os periodos



de exposicdo ao Oleo cru pode estar relacionado a metabolizacdo do mesmo, a qual
poderia ter gerado espécies reativas de oxigénio (ERO), que agiram sobre o DNA

dos animais expostos, resultando nas lesfes detectadas pelo ensaio cometa.

No presente estudo 0 ensaio cometa demonstrou ser mais sensivel ao contaminante
em relacdo ao teste do micronucleo, uma vez que conseguiu determinar um elevado
indice de danos no material genético de H. reidi com apenas 12h de exposicéo e
mesmo apos 168h de exposicdo. De acordo com os resultados obtidos através do
teste do micronucleo, o periodo de 168h revelou ser o que mais causa danos
mutagénicos nos organismos expostos a ele. Kim e Hyun (2006) ao comparar 0s
resultados dos testes de micronucleo e ensaio cometa em organismos aquaticos
verificaram elevada concordancia entre os ensaios, com maior sensibilidade do
ensaio cometa frente a dois diferentes agentes mutagénicos (N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina e benzopireno), concordando com Hartmann et al. (2001), Dixon et
al. (2002), Klobucar et al. (2003) e com o presente trabalho.

A avaliacao da recuperacdo de animais apos exposicao a efluentes é fundamental
para saber o grau de dano sofrido no organismo e suas consequéncias. Quando a
recuperacdo é mais rapida indica danos leves ocorridos e que o organismo foi capaz
de se defender como descrito por Amado et al. (2006). No entanto quando ha
lentiddo na recuperacéo indica que esse organismo foi seriamente afetado, podendo
ter atingido ndo apenas 0s niveis mais baixos da organizacao bioldgica (molecular e

bioquimico), mas também os niveis fisioldgicos e morfolégicos.

Para avaliar se os danos produzidos ap6s a exposicdo de 96h ao petréleo eram
reparaveis, os animais foram transferidos para aquarios contendo agua sem o
contaminante, durante 168h (7 dias), o qual mostrou ser suficiente para a correcao
dos danos genotdxicos observados, visto que os resultados obtidos para estes
individuos, tanto com relacdo ao ID quanto em relacdo aos niveis de classes de
danos, foram significativamente menores quando comparados aos animais expostos

por 96h ao petroéleo.

Tendo conhecimento da presenca de agentes potencialmente genotoxicos neste

contaminante, uma das hipoteses para justificar esta recuperacao seria o reparo por



excisdo de nucleotideos de aductos que tenham sido introduzidos por alguns dos
componentes do petréleo. Esta via de reparo é conhecida por envolver a retirada de
um fragmento de DNA em torno da lesdo e se constitui na principal via de reparo de
danos induzidos por PAHs (SCICCHITIANO, 2005).

Este trabalho mostrou que Hippocampus reidi fornece respostas de genotoxicidade e
de recuperacao de danos avaliados pelo ensaio cometa, podendo ser considerado

um bom indicador de toxicidade.

4.3 HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS

Andlises histopatoldgicas tém sido reconhecidas como ferramentas muito Uteis no
estudo e diagnoéstico dos efeitos agudos e crénicos de poluentes em teledsteos
(AKAISHI et al., 2004; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2002a, 2002b, 2005). Além disso,
as caracteristicas histopatoldgicas de o6rgdos alvos especificos podem expressar
condicbes ambientais e representar o tempo de exposicdo aos quais estdo
submetidos os organismos (SCHMALZ et al., 2002). Sendo assim aparecem como
uma resposta a estressores subletais fornecendo um método rapido na avaliacdo do
comprometimento de tecidos e 6rgdos de espécimes expostos a agentes quimicos
estressores (JOHNSON et al., 1993).

As branquias dos peixes sao 06rgdos essenciais por ser nelas que ocorre a
respiracdo desses animais. A obtencdo adequada de oxigénio do meio aquatico é
importante para o metabolismo aerébico. Além da funcédo relacionada a respiracéo,
esses O0rgaos tém importante papel na regulacdo iénica e osmdtica, na excrecao de
produtos nitrogenados e no equilibrio acido-base. Devido a grande extensdo da
superficie branquial, a distancia agua-sangue muito pequena (4-7 ym) e ao grande
volume de agua que passam sobre as branquias para a obtencdo do oxigénio, as
branquias sdo, um dos principais 6rgaos alvos de todas as substancias dissolvidas
na A&gua, as quais podem facilmente penetrar no organismo por difusédo
(FERNANDES et al., 2003, 2007).

Para todos 0s grupos expostos ao petroleo no presente trabalho, os danos descritos

foram classificados como leves, ndo caracterizando risco a sobrevivéncia dos



individuos, por serem pontuais e reversiveis. Apesar disso, os individuos que
apresentam essas alteracdes se tornam mais vulnerdveis em situa¢cdes como a
necessidade de fuga ou de captura de alimento, uma vez que apresentam uma
reducdo na capacidade de oxigenacdo sanguinea. Deve-se ressaltar, entretanto,
gue O grupo que participou do experimento de recuperagdo, ndo demonstrou uma
reducdo significativa das frequéncias histopatoldgicas encontradas em relagdo ao
grupo exposto por 96h ao contaminante, revelando que o periodo de 7 dias livre do
contaminante, foi insuficiente para reverter o quadro de danos nos tecidos

branquiais.

As alteracdes identificadas nas branquias de H. reidi sdo denominadas respostas de
defesa (inflamatérias) ou compensatérias (proliferacdo celular) a acdo de
substancias presentes na dgua. Ambas as respostas auxiliam a reduzir a entrada
dessas substancias no organismo e a prevenir possiveis danos que possam ser
causados, direta ou indiretamente por elas. Entretanto, essas alteracdes, se muito
intensas, podem resultar em distarbios respiratérios com consequente reducdo da
absorcdo de oxigénio e desequilibrio hidroeletrolitico (SIMONATO et al., 2006;
FERNANDES et al., 2003).

A proliferagdo celular no filamento (hiperplasia) reduz a superficie das lamelas
disponiveis para a troca de gases respiratorios (oxigénio e gas carb6nico) (MAZON
et al., 2002). Em algumas regides do filamento a proliferacdo celular acarretou na
fusdo total de grupos de lamelas, o que contribui para a reducdo da superficie
respiratéria. O descolamento do epitélio lamelar, outra alteracdo histopatoldgica
comum nas branquias de H. reidi estudadas deve-se, em geral, a formacdo de edemas
que é o deslocamento do plasma do interior dos vasos sanguineos para o epitélio
lamelar e promovem um aumento da distancia de difusdo entre a 4gua e o sangue
(CERQUEIRA E FERNANDES, 2002, MAZON et al., 2002, SAKURAGUI et al.,
2003).

Engelhardt et al. (1981) observaram descolamento epitelial e fuséo lamelar em trutas

arco-iris (Oncorhynchus mykiss) exposta a residuos de petréleo. Alteracdes similares
também foram relatados nas branquias de peixes expostos a metais traco (OLIVEIRA RIBEIRO et al.,
2000, CERQUEIRA E FERNANDES, 2002; MARTINEZ et al, 2004) e a contaminantes organicos
(ROSETY-RODRIGUEZ et al., 2002; FANTA et al., 2003). Segundo Mallat (1985), tais alteracdes n&o



sédo especificas e podem ser induzidas por diferentes tipos de contaminantes. Como consequéncia do
aumento da distancia entre agua e sangue, devido a dilatacao epitelial, o consumo de oxigénio é

prejudicado. No entanto, os peixes tém a capacidade de aumentar a sua taxa de ventilacdo, para

compensar o consumo de oxigénio baixo (FERNANDES E MAZON, 2003). A ocorréncia de
proliferacdo celular e fusdo das lamelas em areas contaminadas por multiplos

xenobiontes incluindo PAHs, também foi observada por Stentiford et al. (2003).

A maior parte das lesdes branquiais decorrentes de exposi¢des sub-cronicas afeta o
epitélio lamelar; entretanto, algumas alteracbes em vasos sanglineos também
podem ocorrer, quando peixes sofrem um tipo mais severo de estresse. Nesse caso,
células pilares danificadas podem resultar em um fluxo sangtiineo aumentado dentro
das lamelas, causando dilatacdo do canal marginal e, consequientemente congestao
sangilinea (SIMONATO et al., 2006). A congestao vascular reduz a transferéncia de
oxigénio da agua para os eritrocitos resultando em uma reducéo na absorcdo de
oxigénio e na liberacdo do gas carbbnico que pode alterar o equilibrio acido-base e a
absorcdo de ions do meio (SIMONATO et al., 2006; CAMARGO E MARTINEZ,
2007).

Alteracdes branquiais como desorganizacdo das lamelas secundarias, proliferacéo
celular, descolamento de epitélio branquial, fusdo lamelar, descolamento de epitélio
e hiperplasias em peixes expostos ao petrdleo ou seus derivados ja foram descritas
em trabalhos prévios (SPIES et al., 1996; NERO et al., 2006; OLIVEIRA RIBEIRO et
al., 2005). Rudolph et al. (2001) constataram em branquias de Oncorhyncus mykiss
expostos a hidrocarbonetos de petrdleo, descolamentos de epitélio e hipertrofia
celular nas bases das lamelas, assim como constatado em microscopia de luz neste
trabalho.

Os resultados obtidos no atual trabalho com a exposicdo de H. reidi exposto ao
petréleo na concentracdo de 10mL.L™, revelam que este contaminante ndo provocou
toxicidade suficiente capaz de modificar o epitélio branquial de forma irreversivel em
nenhum dos periodos de exposi¢cdo, como demonstrado pelo indice de alteragcéao
histopatolégica (IAH). Embora tenham sido encontradas lesbes nas branquias de
todos os exemplares expostos aos diferentes periodos de tempo ao petréleo, estas
foram classificadas como leves e reversiveis. Os indices calculados de IAH foram

menores do que dez, o que indica que apesar das histopatologias observadas, as



branquias apresentavam fungéo normal. De acordo com Cengiz e Unlu (2006), os
niveis de altera¢des branquiais variam de acordo com o efluente utilizado e o prazo

de exposicao.

Rombough (2007) descreve a hip6tese que mesmo apresentando contato direto com
0 meio externo, as branquias apresentam protecdo maior do opérculo, variando em
fases de vida dos individuos e espécie. Caracteristica essa bem evidente na
morfologia de H. reidi que além da protecdo do opérculo apresenta uma pequena
membrana que diminui o contato com as substéncias xenobidticas presentes na
adgua. Este fator pode ter influenciado nos resultados encontrados no presente
trabalho, fazendo com que apenas poucas alteracdes fossem encontradas nas

branquias dos individuos expostos e todas elas com estagio de severidade I.



5 CONSIDERACOES FINAIS

A analise conjunta dos resultados apresentados neste trabalho demonstra de forma
incontestavel o potencial genotdxico e mutagénico dos componentes do petréleo em

individuos de Hippocampus reidi expostos a ele;

A genotoxicidade do petréleo se mostrou passivel de reparo em um periodo de

tempo relativamente curto na espécie Hippocampus reidi,

O periodo de exposicao ao petréleo foi insuficiente para provocar danos severos nas
branquias de Hippocampus reidi, uma vez que as mesmas apresentaram fungao
normal de suas estruturas. Apds o experimento de recuperagdo, ndo houve uma

mudangca significativa dos resultados

As lesdes observadas pelas analises histopatolégicas também n&do puderam ser

recuperadas apos

Embora tenha sido observadas alteracbes morfolégicas nas branquias de
Hippocampus reidi expostos ao petroleo, as mesmas apresentaram funcdo normal, o
que indica que nas condicBes em que ocorreu este experimento, o petréleo néo foi
capaz de provocar danos severos neste 6rgdo, entretanto, os danos morfolégicos

observados pela histopatologia de branquias ndo puderam ser recuperados

A espécie Hippocampus reidi mostrou-se um organismo capaz de expressar 0S
efeitos toxicos de componentes do petroleo, como PAHs, comportando-se

satisfatoriamente como uma espécie bioindicadora para o presente estudo.
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