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RESUMO

Uma grande diversidade faunistica e reprodutiva sdo encontradas em regiées
estuarinas e apresentam muitas espécies de peixes que estdo suscetiveis a
impactos antropogénicos. Espécimes juvenis de Sphoeroides testudineus foram
expostos a dose sub letal de 10: 5: 1 de BTX (4.386ml de benzeno, 2.215ml de
tolueno e 0.445ml de xileno) por 24, 48, 96 e 168 horas de contaminagdo em 75
litros de agua. Depois de 96 horas (4 dias) e 168 horas (7 dias) de contaminacéao, o
figado foi extraido e preparado para as analises bioquimicas. Maiores efeitos foram
observados na atividade da enzima 7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) que
apresentou um aumento significativo, apés 4 dias de contaminacdo. No entanto, ndo
houve aumento significativo na atividade das enzimas como a catalase e glutationa
S-transferase, e a producdo de lipidio hidroperoxidase foi minima e néo
significativamente aumentada. Nas analise morfoldgicas do figado foram observados
hepatécitos afetados pela contaminagédo em todos os periodos experimentais, com
aumento de tamanho significativo apbés 168 horas. Vacuolos lipidicos, nucleos
anormais e lateralizados foram observados em todos os periodos de exposi¢do ao
BTX e as mitocéndrias inchadas. Nas branquias foram observadas em todos os
periodos experimentais, descolamentos severos das lamelas secundarias, presenca
nao significativa de fusdo destas lamelas, assim como de hiperplasias e hipertrofias.
Quantidades decrescentes de células de muco foram observadas, apos 24, 48 e 96
horas evidenciando a reagdo do peixe as substancias xenobidticas, assim como
edemas presentes ap6s 168 horas de contaminacdo. Os resultados indicaram que o
BTX atuou no organismo destas espécies juvenis de peixes, causando alteragdes
histopatologicas e bioquimicas nos figados de S. testudineus.




INTRODUGAO GERAL

O petroleo € o mais sério contaminante dos oceanos e dos mares da Terra.
Todos os anos 6.000 toneladas de petroleo bruto s&o derramados em acidentes
durante o transporte, rebentamentos de pocos de petrdleo, descargas ilegais de
efluentes industriais e limpeza de tanques dos navios no mar (TIBURTIUS et al.,
2004).

O derrame de petroleo no meio aquoso é impulsionado pelos ventos e pelas
correntes locais dispersando-se nas aguas. Inicialmente, o petréleo encontra-se numa
fase, mas a acdo dos processos fisicos faz com que os seus componentes mais
volateis (naftas) evaporem; os de média densidade (6leos) se emulsionem com a
agua, formando um barro flutuante e os mais pesados, apds adsor¢céo das particulas

em suspenséo (alquitranes) sedimentam (HARTE, et al., 1991).

Algumas fragbes mais polares e mais toxicas, sdo soluveis na agua do mar.
Tanto a dissolugdo quanto & emuls&o do poluente, originam uma maior area de
contato do produto com o meio ambiente e consequentemente, um aumento da

abrangéncia da polui¢do.

Além do petroleo decorrente do derramamento devem ser acrescentadas as
perdas naturais provenientes de lengdis petroliferos submarinos, os hidrocarbonetos
evaporados ou produzidos pela combustdo incompleta nos motores e a degradagéo

natural das plantas e animais marinhos (TIBURTIUS ef al., 2004).

Os hidrocarbonetos constituem a maior parte do petréleo, sendo que o efeito
destes sobre a fauna e a flora depende em grande parte da sua composi¢ao quimica,
que é muito variavel. Hidrocarbonetos saturados de elevados e baixos pontos de
ebulicdo e hidrocarbonetos aromaticos estao presentes nos diversos tipos de 6leo cru
com caracteristicas quimicas, biolégicas e toxicoldégicas bastante semelhantes
(McNAUGHTON et al., 1984).

Quando em suspensado na agua, ou apds deposi¢céo, os hidrocarbonetos séo
biodegradados por agéo bacteriana, sobretudo se 0 meio é rico em nitratos e fosfatos.
No entanto, os compostos mais toxicos sdo também mais resistentes a esta agéo.

Uma pelicula de hidrocarbonetos na superficie da agua reduz as trocas gasosas com



a atmosfera e, por conseguinte, a fotossintese e a produtividade primaria
(McNAUGHTON et al., 1984).

A fotossintese € reduzida em cerca de 50% pela agdo dos creséis (derivados
dos hidrocarbonetos) em teores de 5 a 10 ppm, sobre as algas. As bactérias
capazes de atacar o petréleo multiplicam-se, ocasionando um empobrecimento da
agua do mar em oxigénio, o que causa a morte do plancton e a fuga dos peixes
(McNAUGHTON et al., 1984). No caso do produto téxico ndo provocar a morte

imediata dos organismos, vai ocasionar-lhes disturbios fisioldégicos e metabdlicos.

Fracdes complexas do petréleo (hidrocarbonetos saturados de baixo e
elevado pontos de ebuli¢do, hidrocarbonetos arométicos de baixo e elevado ponto
de ebuli¢do, hidrocarbonetos parafinicos e olifinicos) s&o as principais responsaveis
pelo seu efeito deletério. Os hidrocarbonetos aroméaticos de baixo ponto de ebulicdo
incluem produtos como o0 benzeno, o tolueno e o xileno, muito téxicos para os seres
vivos (TIBURTIUS et al., 2004).

Apbés a absor¢do, o benzeno é distribuido para os 6rgdos em tempos
variaveis, de acordo com o tempo decorrido apds sua exposi¢do. Inicialmente
deposita-se no sistema nervoso central e posteriormente nos tecidos lipdides, no
figado, sangue e na medula 6ssea (SPIES et al., 1996). Sob o ponto de vista da
toxidade aguda, o benzeno possui efeitos neurotropicos ndo especificos que
caracterizam de uma maneira geral os solventes volateis em fungdo da

lipossolubilidade, e se fixam nos centros nervosos (LARINI et al., 1997).

O tolueno é facilmente absorvido pelas vias aéreas de mamiferos, tendo
absor¢cdo mais lenta pelo trato gastrointestinal, e € irregularmente distribuido pelo
sistema nervoso. Concentra-se mais no bulbo e ponte, e menos no hipotalamo e
talamo. O mecanismo de agdo toxica do tolueno €& ainda desconhecido.
Identicamente a outros solventes organicos, apresenta uma agéo
predominantemente depressora do sistema nervoso central. Estudos em animais,
expostos durante trés dias a concentragdes de 500, 1.500 ou 3.000 ppm de tolueno,
demonstram aumento consideravel na concentragdo hepatica do citocromo P-450
(LARINI, 1997).

O xileno é facilmente absorvido pelo sistema respiratério e cerca de 95%
absorvido € biotransformado e excretado, sendo que seus isémeros sdo capazes de

induzir o sistema enzimatico microssomal de oxidases mistas que contém o



citocromo P-450, sendo faciimente absorvido pelo tegumento. Como efeito,
apresenta uma atividade depressora sobre o sistema nervoso central (LARINI,
1997).

Efeitos subletais podem resultar ou da acumulagdo gradual de substancias
em niveis que causam efeitos bioldégicos nos organismos ou do continuo estresse
exercido pelos poluentes. A concentragéo relativa de hidrocarbonetos poliaromaticos
(PAHSs) no ecossistema aquatico é elevada em sedimentos, média na biota aquatica
e baixa na coluna de agua (TUVIKENE, 1995).

Devido a sua natureza lipofilica, os PAHs podem penetrar facilmente nas
membranas bioldégicas e se acumular nos organismos vivos (TUVIKENE, 1995),
sendo que a taxa de hidrocarbonetos aromaticos acumulados nos organismos

aquaticos € altamente especifica (NORTON, et al.,1985).

Peixes e invertebrados s&o considerados bons bioindicadores, sendo que nos
ultimos anos tém sido amplamente utilizados em estudos de toxicologia e
monitoramento ambiental, na saude dos ecossistemas aquaticos, tanto em relagéo a
presenca quanto aos efeitos de poluentes (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005).

Nos ultimos anos tem sido documentada uma diminuicdo da populagéo de

peixes como, por exemplo, Anguilla rostrata, Microgadus tomcod, Morone saxatilis,

em consequéncia das mudangas fisicas no meio ambiente, da pesca excessiva e de
doengas infecciosas, somadas aos possiveis efeitos da poluicdo quimica
(ROUSSEAUX et al., 1994).

Os efeitos da exposi¢cao de 6leo bruto em érgdos de peixes adultos tém sido
documentados em diversos estudos laboratoriais no aspecto bioquimico, enzimas de
biotransformacgéo existem em quase todos os 6rgéos vitais, mas a sua atividade é
comprovadamente maior no figado, pele, pulméo, intestino e érgaos reprodutores
(KRAHN et al., 1984; MARTY et al., 1999).

Biomarcadores bioquimicos envolvidos nos processos de biotransformacéo
sdo comumente utilizados em programas de monitoramento ambiental. Estes
processos compreendem a fase | e a fase Il do metabolismo organico (GOKS@YR e
FORLIN, 1992; GEORGE, 1994; BUCHELI e FENT, 1995). O citocromo P450 e as
monoxigenases de funcdo mista a ele associadas, € o sistema enzimatico mais
importante da fase | (STEGEMAN e HAHN, 1994), localizado nas membranas do
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reticulo endoplasmatico de células de varios tecidos eucaridticos, principalmente no
figado, nos rins e no intestino. A enzima GST (Glutationa S-Transferase) pertence a
fase Il do metabolismo, sendo importante na desintoxicagdo de compostos

xenobiodticos.

Histologicamente, quantidades subletais de hidrocarbonetos podem provocar
danos estruturais e funcionais nas branquias, figado, tecido cerebral e nas génadas
dos peixes (McDONALD et al., 1996).

Os efeitos da exposigcdo ambiental aos derramamentos de dleo tém sido
muito documentados, mas ainda requerem estudos mais aprofundados que
possibilitem uma maior compreensdo e os possiveis tratamentos (MARTY et al,,
1999; NERO et al., 2006; THAMMAKHET, et al., 2007).

Os tetraodontideos, vulgarmente denominados de baiacu ou peixe-bola,
habitam as regides tropicais de todos 0s oceanos e mais especificamente, as

regibes estuarinas. O Sphoeroides testudineus Linnaeus, 1758 ocorre no Brasil

como uma espécie de baixo valor econdmico, ja que seu preparo geralmente ndo é
adequado para o consumo humano (CORREA, et al., 1992, ROCHA et al., 2002).
Desperta o interesse entre as diversas espécies estuarinas pela sua abundancia,
escassez de literatura e pela sua importancia na cadeia tréfica, e distribui-se nas
principais regides tropicais desde a Nova Jersey (EUA) até o estado de Santa
Catarina (Brasil) (ROCHA et al., 2002).

Baseando-se no fato de que estes compostos causam efeitos téxicos,
subletais e letais em peixes, em diferentes niveis celulares e bioquimicos, este
trabalho teve como objetivo estudar o que a exposicéo subletal aos trés compostos,
benzeno, tolueno e xileno, (BTX) causam em alguns tecidos do Sphoeroides
testudineus, enfatizando a necessidade crescente de se conhecer diferentes

biomarcadores que sejam efetivos no diagndstico de possiveis impactos ambientais.
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CAPITULO 01

RESPOSTA DE BIOMARCADORES BIOQUIMICOS E
HISTOLOGICOS NO FIGADO DO PEIXE Sphoeroides testudineus
EXPOSTO EXPERIMENTALMENTE A CONTAMINAGAO SUB LETAL
COM O BTX (BENZENO, TOLUENO E XILENO).
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RESUMO

Espécimes juvenis de Sphoeroides testudineus foram expostas a dose subletal de
10: 5: 1 de BTX (4.386ml de benzeno, 2.215ml de tolueno e 0.445ml de xileno) em
75 litros de agua. Depois de 4 dias (96 horas) e 7 dias (168 horas) de contaminacéo,
o figado foi extraido e preparado para as analises bioquimicas e morfolégicas.
Maiores efeitos foram observados na atividade da enzima 7-etoxiresorufina-O-
deetilase (EROD) que apresentou um aumento significativo, apdés 4 dias de
contaminagdo. No entanto, ndo houve aumento significativo na atividade das
enzimas como a catalase e glutationa S-transferase, e a producgdo de lipidio
hidroperoxidase foi minima e nao significativamente aumentada. Hepatdcitos foram
afetados pela contaminagéo, depois de 4 dias de exposi¢do ao BTX, mostrando um
aumento no depésito de lipidios, mitocdndrias inchadas que perderam parte da sua
crista. Também apareceram no figado, congestdo sangulinea, macrofagos e
linfécitos. Os resultados indicaram que o BTX atuou no organismo destas espécies
juvenis de peixes, causando alteragdes histopatoldgicas e bioquimicas nos figados
de S. testudineus. A reagdo do peixe para as substancias xenobidticas varia com a
espécie. No entanto foi importante o uso de um peixe nativo da costa brasileira para
bioensaios e estudos de biomarcadores bioquimicos e ultraestruturais para a
compreensdo das consequéncias de sua exposicdo as substancias derivadas do
petréleo e comuns no meio ambiente.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos poliaromaticos especificos (PAH); Peixe, Figado;
Biomarcador; 7-etoxiresorufin-O-deetilase (EROD); Lipidio hidroperoxidase (LPO);
Catalase; Glutathione S-transferase (GST); Histopatologia.
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ABSTRACT

Specimens of Sphoeroides testudineus juveniles were exposed to the sub lethal
dose of BTX (10:5:1) of 4.386 mL benzene, 2.215 mL toluene and 0.445 mL xylene,
in 75 litres of water. After 4 days (96 hours) and 7 days (168 hours) of contamination,
the liver was extracted and prepared for biochemical and morphological analyses.
After 4 days of contamination the enzyme 7-etoxiresorufine-0O-deetilase (EROD) level
increased significantly. However the two other enzymes that were tested, catalase
and glutathione S-transferase presented no changes in their activity levels. The
production of lipid hydroperoxides was minimal and did not change significantly after
exposure to BTX. Hepatocytes were affected after 4 days of contamination: there
was an increase in the number of lipid deposits, and the mitochondria showed less
cristae. Blood congestion and the presence of lymphocytes and macrophages were
observed in the liver. Results indicated that BTX acted on these juvenile fish
organisms, causing histopathologies and biochemical changes in the liver. The
reaction to xenobiotics varies with the species. Therefore it was important to test a
native fish of the Brazilian coast to help to understand the potential consequences of
their exposure to petrol derivates that are common in the environment.

Key-words: Polycyclyclic aromatic hydrocarbon (PAH); Sub lethal effects; Fish; Liver;
Biomarker; 7-etoxiresorufine-0-deetilase (EROD); Lipid hydroperoxides (LPO);
Catalase; Glutathione S-transferase (GST); Hystopathology.
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1. INTRODUGAO

Estuarios e aguas costeiras adjacentes sdo geralmente vulneraveis a presenca de
compostos xenobidticos. Estas regides tém apresentado niveis crescentes de
contaminagdo como consequéncia das atividades antropogénicas, seja através de
residuos industriais e urbanos, deposicdo atmosférica ou drenagem terrestre
(KENNISH, 1992; SHAILAJA e CLASSY D'SILVA, 2003; FERNANDES et al., 2006).

Nos ultimos anos tem sido constante a necessidade de detectar e avaliar os
diferentes efeitos de contamina¢do em organismos marinhos que habitam estas
regibes costeiras. Entre as técnicas de avaliagdo, o uso integrado de analises
quimicas e bioquimicas e as respostas celulares para os poluentes sdo o0s
procedimentos mais usuais para a deteccdo do impacto de contaminantes no
ecossistema aquatico (FERNANDES et al., 2006).

Os hidrocarbonetos benzeno, tolueno e xileno (BTX) constituem um
importante volume da producéo de petréleo nas refinarias, compondo derivados de

importancia econémica e social como a gasolina (CUNHA e LEITE, 2000).

Estudos relacionados aos efeitos deletérios de hidrocarbonetos nos
organismos vivos tém sido realizados ha muitas décadas, destacando-se os efeitos
carcinogénicos do benzeno nos seres humanos (THAMMAKHET, et al., 2007) e
sérios danos a saude dos organismos vivos, sejam estes vertebrados ou
invertebrados, causados pela associacdo ordenada do benzeno com o0s
hidrocarbonetos tolueno e xileno formando o BTX (JEONG e CHO, 2007).

As enzimas citocromo P450 microssomais envolvidas na biotransformagéo de
xenobiédticos pertencem a trés principais familias, que apresentam mais de 40% de
similaridade: sdo agrupadas na mesma familia (CYP1, CYP2 e CYP3), sendo que
cada uma destas familias pertence a uma unica subfamilia que é representada por
uma letra apés o numero arabico indicativo da familia (CYP1A, CYP3A e CYP4A)
(GOKS@YR e FORLIN, 1992).

A Dbiotransformac¢do dos hidrocarbonetos do petréleo tem fundamental
importancia na eliminagdo desses compostos do organismo. Aproximadamente 90%

do xileno, 80% do tolueno e 60% do benzeno absorvidos passam pela etapa da
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biotransformacgéo, principalmente hepatica, através do complexo enzimatico P-450,

antes de serem eliminados do organismo (WHOQO, 1993).

Existem muitos relatos a respeito do papel da subfamilia CYP1A em varios
processos de ativacdo metabdlica, incluindo metagénese ou carcinogénese em
animais experimentais. De um modo geral esta subfamilia esta envolvida no
metabolismo oxidativo de substancias exdgenas como o0s hidrocarbonetos
poliaromaticos especificos (PAHs), aminas heterociclicas € aminas aromaticas
(OLIVEIRA e PACHECO, 2006). Esses compostos podem induzir a CYP1A, e os
PAHs com fragdo aromatica entre os C5 e C9, como o BTX, s&o muito tdxicos para
0s seres vivos, inclusive para os organismos aquaticos como os peixes (VARANASI
et al., 1989; OLIVEIRA e PACHECO, 2006).

Uma das maneiras de medir a indugdo do CYP1A & pela atividade catalitica
da EROD (7-etoxiresorufina-O-deetilase) que tem sido reconhecida como um util
biomarcador em varias espécies de peixes expostos a compostos xenobidticos como
PAHs. Ao contrario do observado na fase de hidrélise, reducéo e oxidagdo, enzimas
ligadas @ membrana microssomal da fase Il s&o soluveis e encontradas livres na

fracado citosdlica, principalmente de procariotos (NICARETA, 2004).

A enzima GST (Glutationa S-Transferase) que pertence a fase Il do
metabolismo catalisa a conjugacédo da glutationa reduzida (GSH) com uma
variedade de compostos enddgenos e exdgenos, tendo uma importancia crucial na
conjugacao e desintoxicacdo de compostos xenobidticos (GEORGE, 1994) e na
prevencéo da peroxidagao lipidica. Atualmente é utilizada como biomarcador no
estudo de vertebrados e invertebrados, assim como em disturbios metabdlicos e
danos celulares em 6rgéos especificos (CASILLAS et al., 1983; LENARTOVA et al.,
1997; CASTRO et al., 2004; MOREIRA et al., 2004; MOREIRA e GUILHERMINO,
2005; VENKATESWRA RAQ, 2006).

Durante o metabolismo dos xenobidticos pode haver a formagéo de radicais
livres que séo eliminados pelas enzimas antioxidantes. A catalase € responsavel
pela decomposi¢céo do peroxido de hidrogénio (H.O,) em agua e oxigénio molecular.
Além de seu papel como espécie reativa de oxigénio e portanto, causadora de
estresse oxidativo, o H>O, em excesso causa oxidagdo da hemoglobina e,

conseqientemente, diminuicdo das concentragcbes de oxigénio, acarretando
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infeccbes, Ulceras e até necroses nos organismos (CLAIBORNE, 1985; SAINT-
DENIS et al., 1999).

Se ocorrer um desequilibrio no sistema das enzimas antioxidantes, os
hidroperéxidos de lipidios sdo indicadores do processo de peroxidagéo lipidica
(LPO), constituindo o evento citotoxico primario que desencadeia as injurias
mediadas por diferentes agentes téxicos (LIMA et al., 2002). Por ser definida como
uma reagdo em cadeia, a LPO se propaga continuamente, levando a formagéo de
lipoperéxidos e a destruicdo e morte celular. O aumento da LPO, como uma
consequUéncia da deterioracéo oxidativa dos lipidios das membranas €, geralmente,
utilizado como referéncia em tecidos biolégicos de estresse oxidativo, influenciando
varios caminhos metabdlicos (KAPPUS e SIES, 1981; McMORD, 2000) e ainda, nas
condigdes patogénicas e carcinogénicas (CERUTTI, 1989; MATES et al., 2000;
VURAL et al., 1999; AHMED et al., 1999).

Os biomarcadores histopatolégicos sdo também ferramentas importantes nos
programas de monitoramento ambiental. O tecido hepatico € comumente estudado
no metabolismo de substancias toxicas, embora outros tecidos também demonstrem

com eficiéncia lesées causadas por agentes xenobiodticos (REYNOLDS et al., 2003).

Respostas oxidativas e histopatoldgicas de peixes diferem dependendo da
espécie, do habitat e habito alimentar, sendo que os biomarcadores tém a vantagem
de medir respostas quantitativamente com informa¢des valiosas de relevancia

ecolégica nos efeitos agudos e crénicos da poluicdo aquatica.

O modo de acdo dos contaminantes nos organismos e as respostas dos
biomarcadores podem ser significantemente afetados pela rota de exposi¢édo do
contaminante no organismo, seja por via respiratéria ou oral, 0 que sugere a
necessidade de realizarmos experimentos diversificados e/ou abrangentes para uma
melhor compreenséo e consequente, colaboragdo no ambito cientifico (FANTA et al,
2003). Além disso, muitas pesquisas envolvendo condigdes patoldgicas tém enfoque
em mamiferos e, em contraste, existem relativamente poucas informacgbes

disponiveis em peixes dulcicolas e marinhos.

A utilizagdo de hidrocarbonetos poliaromaticos especificos (PAHs) como
exemplos tipicos de contaminantes ambientais e a resposta de biomarcadores
enzimaticos e histoldégicos para nosso estudo, tornam-se muito importantes, por

utilizarem uma espécie nativa com ampla distribuicdo na costa brasileira, abundante
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em zonas estuarinas, aonde freqlentes episodios de contaminacdo podem ser
observados. Assim, este trabalho teve por objetivo, avaliar o efeito de uma mistura
de Benzeno, Tolueno e Xileno (BTX) em concentracdo subletal, no peixe
Sphoeroides testudineus, através de biomarcadores bioquimicos (atividade
enzimatica da EROD, CATALASE, GST e LPO) no figado, e possiveis

consequéncias para a integridade da ultraestrutura dos hepatocitos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Peixes experimentais

A espécie estuarina escolhida para este estudo foi o Sphoeroides testudineus

Linnaeus, 1758, da familia Tetraodontidae que engloba os peixes conhecidos
vulgarmente como baiacus. Habitam abundantemente as baias e os estuarios, ao
longo de toda a costa brasileira. Sdo espécies tolerantes a baixas salinidades
(FIGUEIREDO e MENEZES, 2000), bem como se adaptam facilmente a condicbes

de tanques e laboratérios.

Exemplares juvenis de Sphoeroides testudineus com aproximadamente 12

cm de comprimento e 50g de peso foram coletados na Barra do Sai, litoral norte de
Santa Catarina (Brasil), utilizando-se da pesca artesanal com linha e anzol, durante

a maré de enchente.

Os peixes foram aclimatados por um periodo de sete dias no Laboratério de
Biologia Integrativa de Peixes (BioPx) da Universidade Federal Federal do Parana -
UFPR, baseado em experiéncia prévia pessoal com a espécie, sob condi¢cbes
abiéticas controladas e constantes: fotoperiodo (12 horas Luz/ 12 horas Escuro),
salinidade (34%,), temperatura (25°C) e aeracgdo constante, em aquérios de 75litros,

abastecidos com agua marinha do local de coleta.

2.2 Determinagdo do LCs, para o Benzeno

Para determinacdo da dose subletal do BTX foram realizados 10 bioensaios
com a contaminagéo pelo benzeno, determinante das concentra¢des de tolueno e
xileno (GOBATO e LANCAS, 2001). Em cada um deles, apo6s aclimatagdo, 20
exemplares foram separados aleatoriamente como grupo controle e 20 peixes foram
separados em dois grupos experimentais com dez peixes cada. Os dois grupos
experimentais foram contaminados com uma fragdo dos hidrocarbonetos que foi

misturada nos aquarios até que fosse determinada a dosagem subletal. As
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concentragdes benzeno utilizadas para a determinacéo desta dosagem foram 0,586;
0,686; 0,786; 0,886; 0,986; 1,886; 2,886; 3,886; 4,886; e 5,886 mL de benzeno,
utilizadas como paréametro para as concentragdes subsequientes de tolueno e xileno,
na proporcéo de 10:5:1 (GOBATO e LANCAS, 2001). A dosagem letal foi a de 4,886

mL de benzeno, e consequentemente 2,467 mL de tolueno e 0,496 mL de xileno.

2.3 Bioensaios com dose subletal de BTX

Os bioensaios foram realizados contaminando-se os dois aquarios
experimentais de 75L de agua, cada um contendo 10 peixes aleatoriamente
escolhidos, com a dose subletal de BTX compreendendo 4,386mL de benzeno,
2,215mL de tolueno e 0,445mL de xileno, determinada por uma redugcdo na
quantidade dos compostos classificados anteriormente como letais. O aquario
controle foi mantido sem contaminagdo. As condi¢gdes abiodticas dos aquarios
experimentais e do controle foram idénticas as da aclimatagdo, incluindo
alimentac&o dos grupos experimentais e controles, uma vez ao dia, com camarbes

frescos.

Apbs 4 e apods 7 dias de exposigdo ao contaminante BTX, dez peixes controle
e dez peixes experimentais foram sacrificados ap6s sec¢do medular. Quatro porgdes
do figado foram retiradas de cada peixe: uma delas foi fixada para microscopia
eletrbnica de transmissédo, outra para microscopia de luz, e outras duas porgbes
foram imediatamente, congeladas em nitrogénio liquido para a avaliagdo da LPO e
das atividades da EROD, CATALASE e GST.

2.4 Analises bioquimicas de enzimas hepaticas

Uma porcdo do figado foi homogeneizada e o sobrenadante diluido na
concentragdo 1: 10 em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,5 e adicionado NaCl 0,1M. As
amostras homogeneizadas em tampao TRIS foram centrifugadas a 10.000 x g
(gravidade) por 20 minutos para a extragdo da fracdo Sg A atividade da EROD (7-

etoxiresorufina-O-deetilase) foi determinada com base na metodologia descrita por
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Burke e Mayer (1974) e modificada por Silva de Assis (1998). A concentracéo de
substrato 7-etoxirresorufina utilizada foi de 2,6puM em tampéo TRIS-NaCl (7 ER). A
amostra e o tampédo 7 ER foram incubados por 5 minutos por 27°C. Em seguida,
30uL de NADPH (2,6mM) foram adicionados e a fluorescéncia foi determinada
usando-se um espectrofluorimetro Shimadzu com comprimentos de onda de
530/590 nm de excitagdo/extingdo, com abertura da fenda de luz de 3mV durante 10

minutos. A atividade enzimética da EROD foi expressa em pmol. min~'. mg prot .

A atividade da GST (Glutationa S-Transferase) foi determinada de acordo
com o método descrito por Habig et al. (1974) e Habig e Jacoby (1981). A mistura da
reacéo continha 2,0mM de GSH (glutationa reduzida), tampéao fosfato e 2,5mM de 1-
cloro-2,5mM dinitrobenzeno (CDNB) dissolvido em 1,0 ml de etanol 100% . Uma
aliquota de 100 pL de amostra foi incubada em 200pL da mistura de rea¢éo, durante
3 minutos a 25° C para a leitura no espectrofotometro TECAN, em comprimento de
onda de 340nm, durante 1 minuto. A atividade enzimatica da GST foi expressa em

nmol. min~". mg prot™".

A atividade da CATALASE foi determinada pelo consumo direto de peréxido
de hidrogénio (H»0O,), baseada no método de Aebi (1974). Em temperatura
ambiente, 1mL de amostra foi diluido na propor¢édo 1:10. A reacéo foi realizada
utilizando-se tampéo fosfato 0,1M, pH 6,5 e 40mM de H,O, (30%) como substrato. O
decréscimo na absorbancia foi medido com leituras espectrofotométricas a 240nm
em intervalos de 60seg. A atividade enzimatica da catalase foi expressa em mmol.

min~'. mg prot .

A outra por¢do do figado foi homogeneizada em metanol 90%, pH 6,5,
sonicada e centrifugada 200 x por 15 minutos a 4°C para a extragdo da fracéo So. A
atividade do LPO (Hidroperoxido Lipidico) foi determinada pelo método de FOX
(Ferrous Oxidation-Xylenol Orange) como descrito por Jiang et al. (1992). O método
FOX é baseado na oxidacdo do Fe?* (sulfato ferroso amoniacal) a Fe** pelos
hidroperéxidos em meio acido na preseng¢a de um pigmento complexador de Fe (lll),
0 alaranjado de xilenol. A amostra de 30uL foi incubada por 30 minutos, a
temperatura ambiente, com 270uL de mistura reativa contendo 1mL de alaranjado
de xilenol, 250uM de FeSQ,4 25mM de H,SO4 e 4mM de butilato hidroxitolueno
metanol 90%. As leituras foram realizadas em 560nm no espectrofotémetro TECAN.

Os resultados foram expressos em mmol de hidroperéxido. mg prot .
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Para determinacdo da concentragéo proteica, a medicdo da quantidade de
proteina nas amostras baseou-se no método espectrofotométrico de Bradford

(1976), utilizando-se soro albumina bovina com padréo.

2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos nas analises enzimaticas foram expressos como média
+ erro padrdo da média, obtidos apds realizar o teste de Barletts e
posteriormente, analisados estatisticamente por ANOVA de uma via, seguido

da prova de Tukey, com significancia estatistica quando p<0,05.

2.6 Analises microscopicas

Para a microscopia eletrénica de transmissdo, as pegas foram fixadas em
Karnovsky modificado por 4 horas (CULLING et al., 1985), desidratadas em uma
série crescente de alcoois (15%, 30%, 50%, 70%, 90%, 100%) e acetona P.A. e
incluidas em resina Epon 812 (LUFT, 1961).

Os cortes ultrafinos (50nm), obtidos em ultramicrétomo Leica Ultracut UCT
com navalhas de vidro, foram corados com acetato de uranila 5% e citrato de

chumbo.

A observagao dos cortes foi feita no Microscopio Eletrénico de Transmissao -
Jeol JEM 1200 EX2, do Centro de Microscopia Eletrénica da UFPR, a 80Kv de

voltagem acelerante.

Para a microscopia de luz as amostras de figado foram fixadas em ALFAC
(85mL de alcool 80%, 10mL de formol 40% e 5mL acido acético glacial) por 16
horas, desidratadas em série alcodlica, diafanizadas com xilol e impregnadas e

emblocadas com Paraplast Plus (Sigma®).

Os cortes de 3um obtidos com um micrétomo tipo Minot, foram corados com

hematoxilina e eosina (CLARK, 1981) e observados e fotografados no microscépio
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fotografico Olympus PM10 AD (Japao) do Laboratério de Biologia Integrativa de

Peixes e Impacto Ambiental do Departamento de Biologia Celular da UFPR.
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3. RESULTADOS

3.1 Biomarcadores bioquimicos

Os resultados das analises bioquimicas, decorrentes da exposi¢éo do baiacu
S. testudineus a concentragcdo subletal de BTX durante 4 dias e 7 dias estdo
apresentados nas Figuras 01 a 04.

Como representado na figura 1, foi observado um aumento significativo na
atividade da 7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) no tecido hepatico de S.
testudineus apds 4 dias (680,78 + 58,86) e apds 7 dias (562,25 + 28,87) de

exposi¢do ao BTX, quando comparados ao grupo controle (243,28 + 43,63).

750 -

500+

250+

1
L

Atividade EROD
(pmol.min . .mgproteina'1)

CONTROLE 4 DIAS 7 DIAS

Figura 01: Média + erro padrdo. Atividade da 7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) no figado do
peixe S. testudineus exposto a dose subletal de BTX. (*p < 0,01 em relacéo ao controle)

Néo foram observadas diferengas significativas na atividade da enzima
catalase (mmol'.mg proteina ') no tecido hepatico de S. testudineus apds 4 dias
(123,10 £ 22,16) e 7 dias (137,93 + 7,59) de exposi¢cdo ao BTX, quando comparados
ao grupo controle (117,78 £ 34,88) (Figura 02).



24

200

-

o

o
|

Atividade Catalase
(nmol'1 .mgproteina'1)

CONTROLE 4 DIAS 7DIAS

Figura 02: Média + erro padrdo. Atividade da Catalase no figado do peixe S. testudineus exposto a
dose subletal de BTX

A atividade da enzima da GST (nmol'. mg proteina ') no tecido hepatico de
S. testudineus ndo apresentou diferengas significativas entre o grupo controle
(287,38 = 20,07) e os grupos experimentais de 4 dias (234,98 £12,26) e 7 dias
(264,61 + 23,96), apbs exposigao ao BTX (Figura 03).
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Figura 03: Média + erro padrdo. Atividade da GST no figado do peixe S. testudineus exposto & dose
subletal de BTX.

Os resultados para os niveis de produgcédo de hidroperoxido (mmol
hidroperéxido. mg proteina ') no tecido hepatico de S. testudineus ndo foram
significativos quando comparados o grupo controle (4,05 £ 0,68) com o experimental
de 4 dias (3,03 £ 0,18) e 7 dias (4,75 £ 1,84) de exposi¢cao ao BTX (Figura 04).
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Figura 04: Média + erro padréo. Atividade da LPO no figado do peixe S. testudineus exposto & dose
subletal de BTX

3.2 Biomarcadores morfolégicos

Vesiculas lipidicas (Figura 05-b e 05-d), hepatopancreas e numerosos
corddes de sinusdides existem nos hepatdcitos controle de S. testudineus (Figura
05-a).

O complexo de Golgi junto ao nucleo e mitocéndrias distribuidas, geralmente
nas porgdes periféricas das células, também foram observados neste grupo de

animais (Figuras 05-c).

Os resultados das alteragdes ultraestruturais nos hepatocitos, decorrentes de
4 e 7 dias de exposicdo a uma dose subletal de BTX estdo apresentados nas
Figuras 06 e 07.

O numero de vesiculas lipidicas manteve-se elevado em sua quantidade,
apdés 4 dias (Figura 06-a) e 7 dias de exposicdo ao BTX (Figura 07-e), sendo
também nitida a presenca de lipidios de reserva neste ultimo periodo experimental
(Figura 07-f).

A estrutura das mitocéndrias estava alterada, apds 4 dias de exposicdo ao
BTX (Figura 06-b) e as membranas plasmatica e nuclear apresentaram-se
nitidamente limitando as estruturas hepaticas (Figura 06-c e 07-e), ap6s 4 dias e 7

dias de exposi¢ao ao BTX.



Figura 05 Tecido hepatico do peixe S. testudineus controle: Hepatécitos (h) com
hepatopéancreas (hp) e corddes de sinusdides evidenciado(s) (A); mitocéndrias (m) entre as
numerosas vesiculas lipidicas (v) (B, C e D); nucleo poligonal (n) com nucléolos (n¢) e cromatina
(ch) (B); complexo de golgi (g) entre algumas mitocéndrias levemente alteradas (C).
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Figura 06: Tecido hepatico do peixe S. testudineus apés 4 dias de exposicdo ao BTX
Hepatécitos com numerosos sinusdides (s), hepatopancreas (hp), vaso sangiineo (vs) e
vacuolizagdo intracelular (cv) (A), mitocdndria alterada (m) entre o sinusdide (s) com
eritrécito e as vesiculas lipidicas (v) (B); nucleo com membrana nuclear (nm) e cromatina
lateralizada (ch) e complexo de golgi (g) (C).

Figura 07: Tecido hepatico do peixe S. testudineus apés 7 dias de exposicdo ao BTX:
Hepatécitos com numerosas vesiculas lipidicas (v), nucleos periféricos (n) e pleomérficos (pn)
(E); hepatécitos volumosos (h) entre os vacuolos lipidicos com focos de necrose (fn) e intensa
basofilia.
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4. DISCUSSAO

Entre os diferentes tipos de poluentes, o petroleo e seus subprodutos séo
muito relevantes na ecotoxicologia aquatica (PACHECO e SANTOS, 2001a). Além
da gasolina que serve de combustivel para grande parte dos automoéveis que
circulam no mundo, varios produtos derivados do petréleo como a parafina, o gas
natural, os produtos asfalticos, a nafta petroquimica, o querosene, os solventes, os
6leos combustiveis, os 6leos lubrificantes, o 6leo diesel e os combustiveis da
aviagao sdo potenciais contaminantes ambientais.

A contaminagdo de &guas subterréneas por hidrocarbonetos aromaticos
representa sério problema a saude animal e humana. Benzeno, tolueno e xilenos
(BTXs) sédo frequentemente encontrados em aguas subterréneas, devido a
vazamentos de tanques de estocagem de gasolina (TIBURTIUS et al., 2004).

Hidrocarbonetos poliaromaticos sdo comumente encontrados em regides
industrializadas, muitas vezes litoraneas. O Benzo [a] pireno € o hidrocarboneto
mais comumente encontrado e pelo seu grande poder carcinogénico tem sido alvo
de diferentes programas de monitoramento ambiental (HARRISON et al., 1975).
Gravato et al. (2006) demonstraram que o Benzo [a] pireno, o Naftaleno e o Reteno
aumentaram a atividade da EROD no figado, apés 16 horas de exposi¢céo (MARIA et
al., 2002, 2005), o que foi corroborado por Kirby et al. (2007) para o figado de

Platichthys flesus, ap6s 10 dias de exposi¢do ao PAH - Benzo [a] pireno, assim

como para exemplares de Perca fluviatilis, coletados préximos a regides com

derramamento de 6leo, apdés um periodo de 60 a 90 dias de exposi¢cdo (LEE e
ANDERSON, 2005), e o hidrocarboneto B-naftoflavano — BNF, ap6s 24 horas de

exposi¢cdo em Anguilla anguilla L.

Dois periodos experimentais foram utilizados para a determinagdo da

toxicidade do BTX no nosso trabalho com S._testudineus, sendo que observamos

aumento na atividade da EROD, apés 4 e 7 dias de exposicéo, indicando um
periodo relativamente longo, de 96 horas, para que se dé a biotransformacéo destes
PAHSs no figado.

Neste trabalho com S. testudineus n&o foi observado alteragdo da GST em
nenhum dos periodos estudados. Ahmad et al. (2006) descrevem que a GST pode

ser potencialmente inibida por interagdes sinérgicas ou por resposta ndo especifica
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de uma substancia quimica concorrente, que no nosso estudo seria a mistura do
benzeno, tolueno e xileno. Outros autores descreveram esta relagdo inversa entre os
mecanismos de desintoxicacdo da fase | e Il em invertebrados, apés um periodo
maximo de 28 dias (BEBIANNO et al., 2007).

O aumento da atividade da GST nos tecidos pode indicar o desenvolvimento

de um mecanismo de defesa aos efeitos toxicos do BTX. Oreochromis mossambicus

expostos a altas concentragcdes de fenantreno, apresentaram alteragbes
significativas na GST apos 7 dias de contaminacdo (SHAILAJA e D' SILVA, 2003).

Prochilodus lineatus expostos a WSD (mistura de agua a Oleo diesel comercial)

apresentaram variagcdo significativa na atividade hepatica de GST quando
comparado aos grupos controle, apds 96 horas e 15 dias (SIMONATO et al., 2007).

A catalase é uma enzima induzivel que protege o sistema biolégico contra
espécies de oxigénio reativo. Oruc et al. (2004) descreveram o aumento da atividade
da catalase como uma resposta para o aumento do consumo de oxigénio
consumido, gerando um aumento potencial na producéo de H,0..

S. testudineus ndo apresentou resposta na atividade da catalase em figado,
apds exposi¢cdo subletal aos hidrocarbonetos BTX. Jifa et al. (2006) também
demonstraram que n&o houve significAncia no aumento de atividade da catalase,
apds exposi¢do de 6-12 dias no invertebrado mexilhdo, exposto ao hidrocarboneto
Benzo [a] pireno (B[a]P).

Buet ef al. (2006) concluiram que em espécies de carpa (Cyprinus carpio), a

exposi¢cdo crénica de agentes quimicos induz mecanismos compensatorios de
estimulagdo do mecanismo hepatico, com respostas diferentes da atividade
antioxidante do figado, sendo que a catalase € estimulada por alguns compostos,
mas inibida por outros (POPs - PAHs com 2 a 3 anéis aromaticos).

Espécies juvenis do peixe Prochilodus lineatus expostos a WSD (mistura de

agua a oleo diesel comercial) ndo apresentaram variagao significativa na atividade
hepatica da catalase quando comparadas aos grupos controle, apés 6, 24, 96 horas
e 15 dias (SIMONATO et al., 2007).

A peroxidagao lipidica (LPO) vem sendo apontada como o maior contribuinte
para a perda das fungdes celulares sob condigcbes de estresse oxidante. Varios
estudos mostram que a peroxidacdo lipidica nos organismos aquaticos é induzida
por uma variedade de poluentes ambientais (MONTEIRO, 2006). A LPO tende a ser

menor em espécies de peixes herbivoros do que em peixes onivoros, o que pode
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ser relacionado a baixa atividade da catalase, mas em outra situacéo esta relagdo
pode ser invertida com a maior atividade da LPO em peixes herbivoros. Quando
comparados com outros vertebrados, os peixes apresentam niveis similares de
peroxidacdo (AHMAD et al. 2004).

Embora muitos trabalhos relatem altas concentragbes de LPO em organismos
aquaticos expostos a poluentes e a sedimentos contaminados ndo observamos
alteragdo significativa da atividade da LPO neste trabalho com S. testudineus,
quando os espécimes foram contaminados com BTX. Isto corrobora a idéia de
alguns autores (AHMAD et al. 2003) que demonstraram que 0 aumento da atividade
da LPO néo foi significativo apés 08, 16 e 24 horas de exposicdo ao naftaleno.
Embora todos os 6rgdos possuam resisténcia similar aos danos peroxidativos, as
branquias tém atividade antioxidante mais ativa que o figado (AHMAD et al. 2006).

Estudos histologicos tém mostrado que hidrocarbonetos especificos
provocam uma alta frequéncia de neoplasias no tecido hepatico de muitas espécies
de peixes, indicando que os peixes podem ser suscetiveis a efeitos carcinogénicos
desses agentes, nos niveis que podem ser encontrados no meio ambiente (HART et
al. 1998).

Lesbes histopatoldégicas possivelmente causadas pela presengca das
substancias toxicas no figado foram observadas neste trabalho, como certa
desestruturacdo do reticulo endoplasmatico e das mitocdndrias celulares, bem como
células inchadas, a presencga de nucleos deformados e perda de nucléolos (MARTY
et al., 2003).

Apés exposicdo de S. testudineus ao BTX por 7 dias, foram encontradas
algumas areas focais com necrose de hepatocitos, 0 que apéds tempos mais
prolongados poderia levar a carcinogénese hepatica (RODRIGUES e FANTA, 1998).

Lipidios hepatocelulares sdo comumente justificados como uma importante
forma de armazenamento energético para muitas espécies de peixes. A literatura
tem documentado que espécies de peixes demersais Sebastes spp expostos a
hidrocarbonetos derivados do petréleo apresentaram lipidios hepaticos, com o
citoplasma dos hepatédcitos contendo quantidades variaveis de vacuolos com
aspecto claro e bem demarcado (MARTY et al., 2003).

Apbs 4 e 7 dias de exposicdo ao BTX, S. testudineus apresentou neste

trabalho, um aumento de vesiculas lipidicas nos hepatécitos e mitocondrias com
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volume aumentado, indicando eventuais problemas no metabolismo celular
decorrentes da agéo deste agente contaminante.

Apés 30 dias de exposicdo aos hidrocarbonetos, espécies de Platichthys
flesus L. apresentaram nos hepatécitos um decréscimo da reserva de glicogénio,
aumento no numero de lipidios e proliferagdo do reticulo endoplasmatico rugoso,
sugerindo um aumento da sintese proteica das células, mobilizagéo e utilizagéo de
lipidio armazenado (REYNOLDS et al.,, 2003). Khan e Kiceniuk (1983) mostraram
que os hepatocitos do bacalhau Atlantico, apds 6 semanas de exposicdo em dleo
cru, também apresentaram a presencga de vesiculas de lipidicas nos hepatécitos.

Segundo Reynolds et al. (2003), espécies controle de Platichthys flesus L.

coletados na natureza em regibes préximas a bacias petroliferas apresentaram
vesiculas lipidicas e glicogénio armazenado no citoplasma dos hepatécitos, reticulo
endoplasmatico e mitocdndria distribuidos na periferia das células e os seus nucleos
com heterocromatina marginalizada o que foi corroborado neste trabalho em animais
controle.

O baiacu, S. testudineus € uma espécie de peixe nativo que provou ser
apropriado para ensaios em laboratério e, para estudos de biomarcadores tanto
bioquimicos, quanto histopatologicos.

Das enzimas utilizadas para verificar a reacdo do S.testudineus a
contaminagdo com doses subletais de BTX, apenas a EROD apresentou uma
reacéo significativa. O efeito da contaminagédo do figado de S. testudineus, mesmo
em doses subletais, causou desestruturagéo focal no reticulo endoplasmatico rugoso
dos hepatécitos, e alteracdo da estrutura das mitocondrias apés 4 dias de exposi¢ao
ao BTX.

Assim, demonstramos neste trabalho, a necessidade de diversificar as
atividades de biomonitoramento ambiental, sugerindo a utilizagdo de biomarcadores
bioguimicos e histolégicos, como indicadores promissores de impacto em diferentes

espécies de peixes nativos da costa brasileira, como o Sphoeroides testudineus.
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CAPITULO 02

AVALIAGAO DAS ALTERAGOES HISTOLOGICAS NO FiIGADO E
BRANQUIAS DO PEIXE Sphoeroides testudineus APOS
CONTAMINAGAO SUB LETAL COM O BTX (BENZENO,

TOLUENO E XILENO).
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RESUMO

Regides estuarinas apresentam uma grande diversidade faunistica e reprodutiva
para muitas espécies de peixes, estando suscetiveis a impactos antropogénicos.
Espécimes juvenis de Sphoeroides testudineus foram expostos a dose sub letal de
10: 5: 1 de BTX (4.386ml de benzeno, 2.215ml de tolueno e 0.445ml de xileno) por
24, 48, 96 e 168 horas de contaminagdo. Por¢des do figado e arcos branquiais
foram extraidos e preparados para as analises morfoldégicas. No figado foram
observados hepatéocitos afetados pela contaminagcdo em todos os periodos
experimentais, com aumento de tamanho significativo apés 168 horas. Vacuolos
lipidicos, nucleos anormais e lateralizados foram observados em todos 0s periodos
de exposi¢cdo ao BTX e as mitocdndrias inchadas. Nas branquias foram observadas
em todos os periodos experimentais, descolamentos severos das lamelas
secundarias, presenga ndo significativa de fusdo destas lamelas, assim como de
hiperplasias e hipertrofias. Quantidades decrescentes de células de muco foram
observadas, apds 24, 48 e 96 horas evidenciando a reagéo do peixe as substancias
xenobibticas, assim como edemas presentes apds 168 horas de contaminagdo. Os
resultados indicaram que as doses sub letais de BTX causam alteracbes
histopatologicas no figado e branquias que sdo 6rgaos fundamentais para a
eficiéncia dos processos metabdlicos e fisioldgicos dos peixes. Evidencia-se assim,
a necessidade de estudos mais abrangentes sobre os efeitos da exposicdo a
xenobiéticos ao meio ambiente e principalmente, aos derivados do petréleo que
contribuem com grande parte da problematica ambiental atual.

Palavras-chave: Histopatologia, Hidrocarbonetos poliaromaticos especificos, Peixe;
Figado, Branquias, Microscopia de luz, Microscopia eletrénica, Morfometria.
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ABSTRACT

Estuarine regions show a great diversity of fish and are the site of reproduction and
development of many species. Anthropogenic impacts are frequent in these regions.
Juvenile of Sphoeroides testudineus were exposed experimentally to a sub lethal
dose of 4.386 mL/L of benzene, and 2.215 mL/L of Toluene and 0.445 mL/L of
xylene, a mixture of these polyaromatic hydrocarbons (BTX) at the proportion of
10:5:1. After 24, 48, 96 and 168 hours of contamination, liver and gills were extracted
and prepared for morphological analyses. The liver was affected by BTX at all times
of exposure, showing an increased number of lipid vacuoles, abnormal and lateral
nuclei and swollen mitochondria. The size of hepatocytes increased significantly after
168 hours of exposure. At all times gills presented a higher level of severe epithelial
detachment at secondary lamellae, if compared to the control fish. After 168 hours,
oedema was observed. Lamellar fusion, hypertrophy and hyperplasia were not
significantly higher in experimental fish. The number of goblet cells decreased
steadily along the experimental times. Results indicated that even in sub lethal levels
BTX causes histopathologies of liver and gills, which are important organs for the
metabolism and physiology of fish. This shows the need for more studies of the
effects of exposure of native fish to xenobiotics in the environment, such as derivates
of petrol.

Key words: Hystopathology; Polycyclyclic aromatic hydrocarbon (PAH); Fish, Liver,;
Gill; Optical microscopy, Transmission electron microscopy; Morphometry.
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1. INTRODUGAO

Hidrocarbonetos Poliaromaticos Especificos (PAHs) s&o importantes
poluentes ambientais pela sua onipresenca e carcinogenicidade, sendo os mais
téxicos dentre a familia dos hidrocarbonetos. Possuem alto peso molecular, baixa
volatilidade e solubilidade (TUVIKENE, 1995). Como resposta ao crescente
processo de industrializacdo, a presen¢a de PAHs no ambiente pode ser observada
na superficie da agua ou no solo, causando sérios riscos tdxicos para espécies de
invertebrados aquaticos ou terrestres, assim como em vertebrados, especificamente
nos mamiferos (BROWN, 2004).

Muitos poluentes aquaticos como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
suas formas halogenadas sdo quimicamente estaveis e, devido sua natureza
lipofilica podem facilmente penetrar nas membranas biolégicas e se acumular nos
organismos. A biotransformag¢do do xenobidtico em peixes € o maior determinante
da toxicidade, distribuicdo e habilidade de ser excretado. Sdo absorvidos, durante a
exposicdo a alimentos contaminados, agua e sedimento apresentam-se em altas
concentragdes nos sedimentos, médias concentragdes na biota aquatica e, baixas
na coluna de agua (TUVIKENE, 1995).

Dentre os hidrocarbonetos poliaromaticos especificos, o benzeno, o tolueno e
o xileno (BTX) constituem um importante volume da producdo de petrbleo nas
refinarias, compondo derivados de importancia econémica e social como a gasolina
(CUNHA e LEITE, 2000).

Os ecossistemas estuarinos s&o importantes para a reprodugdo e
desenvolvimento de varias espécies de peixes, 0s quais geralmente possuem alta
capacidade de adaptacdo as variagdes abiodticas caracteristicas destes ambientes.
Geralmente, vulneraveis a presenc¢a de compostos xenobibticos, estas regides tém
apresentado niveis crescentes de contaminagdo como consequéncia das atividades
antropogénicas, seja através de residuos industriais e urbanos, deposi¢do
atmosférica ou drenagem terrestre (KENNISH, 1992; ROCHA et al., 2002;
SHAILAJA e CLASSY D'SILVA, 2003; FERNANDES et al., 2006).

Os tetraodontideos habitam as regides tropicais de todos os oceanos e mais

especificamente as regides estuarinas, sendo que o Sphoeroides testudineus
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Linnaeus, 1758 (baiacu pintado) encontra-se tanto em canais do manguezal,
chamados de gamboas, como nas planicies de maré adjacentes, com agua em
diferentes salinidades (PRODOCIMO e Freire, 2001).

Analises histopatoldgicas tém sido reconhecidas como ferramentas muito
uteis no estudo e diagnostico dos efeitos agudos e cronicos de poluentes em
teledsteos (FANTA et al., 2003; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2005). Caracteristicas
histopatologicas de érgéos alvos especificos podem expressar condigdes 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 avaliagdo do comprometimento de
tecidos e o6Orgdos de espécimes expostos a agentes quimicos estressores
(JOHNSON et al., 1993).

O figado é o principal 6rgéao com potencial de biotransformacgéo, bioativagéo e
excrecao de xenobiontes sendo, portanto um dos principais érgdos alvos que podem
refletir a exposi¢cdo aos contaminantes (BERNET ef al., 1999; FANTA et al., 2003).
As branquias exibem extensas superficies que estdo em contato com o ambiente
externo. Estas possuem células na sua estrutura que desempenham um importante
papel na protecdo do epitélio a substancias toxicas e patogénicas, bem como na
fisiologia da osmorregulagéo além do papel na troca de gases (BERNET et al., 1999;
FANTA et al., 2003).

Considerando a constancia de acidentes ambientais envolvendo 6leos como
produtos destilados do petrdleo e, a crescente necessidade de aquisicdo de
informacdes bioldgicas basicas relacionadas as consequéncias histopatoldgicas da
exposicdo de contaminantes em organismos aquaticos. Neste trabalho foram
avaliadas as alteragbes histologicas do figado e branquias em Sphoeroides
testudineus, ap6s exposicdo subletal aos hidrocarbonetos benzeno, tolueno e xileno
(BTX), buscando assim, informagdes que contribuam para o conhecimento do efeito

deste composto nesta espécie de peixe tropical e estuarina.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de coleta

Os exemplares de Sphoeroides testudineus utilizados neste trabalho foram

coletados em dois pontos préximos a Baia de Guaratuba, inicialmente, na regido
estuarina do Rio Sai Mirim e posteriormente, na Barra do Sai no litoral norte de
Santa Catarina (25° 12' 44 "S, 48° 01' 15"W) (SOUZA, et. al., 2001).

A Baia de Guaratuba apresenta marisma, gamboas (canal de manguezal) e
planicies de maré; a abundancia e a diversidade de peixes em regides estuarinas e
lagunares estdo relacionadas diretamente a salinidade, que € um fator que varia
sazonal e diariamente (SAENGER e McIVOR, 1975).

A salinidade no local de coleta varia amplamente com o ciclo das marés,
embora nos pontos de coleta e em periodos pré-estabelecidos esta variagdo nao

tenha sido tao evidenciada: 34 %eo.

2.2 Peixes experimentais

A espécie estuarina escolhida para este estudo foi o Sphoeroides testudineus

Linnaeus, 1758, da familia Tetraodontidae que engloba os peixes conhecidos
vulgarmente como baiacus. Habitam abundantemente as baias e os estuarios, ao
longo de toda a costa brasileira. Sdo espécies tolerantes a baixas salinidades
(FIGUEIREDO e MENEZES, 2000), bem como se adaptam facilmente a condicbes

de tanques e laboratérios.

Exemplares juvenis de Sphoeroides testudineus com aproximadamente 12

cm de comprimento e 50g de peso foram coletados na Barra do Sai, litoral norte de
Santa Catarina (Brasil), utilizando-se da pesca artesanal com linha e anzol, durante

a maré de enchente.

Os peixes foram aclimatados por um periodo de sete dias no Laboratério de
Biologia Integrativa de Peixes (BioPx) da Universidade Federal do Parana - UFPR,

baseado em experiéncia prévia pessoal com a espécie, sob condigbes abidticas
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controladas e constantes: fotoperiodo (12 horas Luz/ 12 horas Escuro), salinidade
(34 %o), temperatura (25°C) e aeragdo constante, em aquarios de 75 litros,

abastecidos com agua marinha do local de coleta.

2.3 Determinacgdo do LCs, para o Benzeno

Para determinacdo da dose subletal do BTX foram realizados 10 bioensaios
com a contaminagéo pelo benzeno, determinante das concentra¢des de tolueno e
xileno (GOBATO e LANCAS, 2001). Em cada um deles, apo6s aclimatagdo, 20
exemplares foram separados aleatoriamente como grupo controle e 20 peixes foram
separados em dois grupos experimentais com dez peixes cada. Os dois grupos
experimentais foram contaminados com uma fragdo dos hidrocarbonetos que foi
misturada nos aquarios até que fosse determinada a dosagem subletal. As
concentragdes benzeno utilizadas para a determinacéo desta dosagem foram 0,586;
0,686; 0,786; 0,886; 0,986; 1,886; 2,886; 3,886; 4,886; e 5,886 mL de benzeno,
utilizadas como paréametro para as concentragdes subsequientes de tolueno e xileno,
na proporcéo de 10:5:1 (GOBATO e LANCAS, 2001). A dosagem letal foi a de 4,886

mL de benzeno, e consequentemente 2,467 mL de tolueno e 0,496 mL de xileno.

2.5 Coleta do material

Apbs 24, 48, 96 e 168 horas de exposi¢do ao contaminante BTX, dez peixes
controle e dez peixes experimentais de cada grupo foram sacrificados ap6s sec¢éo
medular. Uma por¢do do figado e outra das branquias foram retiradas de cada
peixe, sendo que cada uma destas porcdes foi fixada para microscopia eletronica de
transmiss&o e a outra para microscopia optica, no Departamento de Biologia Celular

e Molecular da Universidade Federal do Parana.

A manipulagcdo do BTX, como agente téxico foi feita com os cuidados
requeridos nas analises laboratoriais, apdés os periodos experimentais, todos os
tecidos organicos nao utilizados e agua recolhida dos aquarios foram devidamente
etiquetados e direcionados para a coleta de lixo téxico da Universidade Federal do
Parana — UFPR.
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Cuidados com a assepsia do material e aquarios foram essenciais para o
sucesso dos experimentos, todos os aquarios foram reformados com a acoplagem
de filtros internos e melhor sistema de oxigenagdo da agua, garantindo assim a
sobrevivéncia e melhor aclimatacéo dos animais, sendo que antes da contaminagéo

dos aquarios os filtros foram retirados para evitar a perda dos contaminantes.

2.6 Processamento para microscopia

Para a microscopia eletrénica de transmissdo, as pegas foram fixadas em
Karnovsky modificado por 4 horas (CULLING et al., 1985), desidratadas em uma
série crescente de alcoois (15%, 30%, 50%, 70%, 90%, 100%) e acetona P.A. e
incluidas em resina Epon 812 (LUFT, 1961).

Os cortes ultrafinos (50nm), obtidos em ultramicrétomo Leica Ultracut UCT
com navalhas de vidro, foram corados com acetato de uranila 5% e citrato de

chumbo.

A observagao dos cortes foi feita no Microscopio Eletrénico de Transmissao -
Jeol JEM 1200 EX2, do Centro de Microscopia Eletrénica da UFPR, a 80Kv de

voltagem acelerante.

Para a microscopia de luz as amostras de figado foram fixadas em ALFAC
(85mL de alcool 80%, 10mL de formol 40% e 5mL acido acético glacial) por 16
horas, desidratadas em série alcodlica, diafanizadas com xilol e impregnadas e

emblocadas com Paraplast Plus (Sigma®).

Os cortes de 3um obtidos com um micrétomo tipo Minot, foram corados com
hematoxilina e eosina (CLARK, 1981) e observados e fotografados no microscépio
fotografico Olympus PM10 AD (Japao) do Laboratério de Biologia Integrativa de
Peixes e Impacto Ambiental do Departamento de Biologia Celular da UFPR.
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2.7 Morfometria

Os tecidos hepatico e branquial foram analisados em um grupo de dez
animais controle e dez animais de cada um dos quatro grupos experimentais sendo
que, as estruturas foram analisadas a partir de fotos de 10,0 x 15,0 cm, aonde foram
feitas as contagens histopatolégicas, e posteriormente, a conversdo na escala

fotomicrométrica (um).

O tecido hepatico foi analisado através da contagem e medida das estruturas,
em um quadrante pré-estabelecido dentro das fotos, com medida de 8,0 x 8,0 cm,
onde foram contados: nucleos normais e anormais € o tamanho de hepatécitos. O
tecido branquial foi analisado em um grupo de dez lamelas (Fotomicroscépio
Oympus-Aumento: 400x). Nestas contagens foram observados a quantidade de
descolamentos de epitélios caracterizado pelo descolamento de células epiteliais na
lamela secundaria, sendo os mesmos classificados como leves (1.0-5.0 um) e
severos (6.0-10.0 um); quantidade de células de muco e de fusbes lamelares;

quantidade de hiperplasias e hipertrofias.

2.8 Analise estatistica

Medidas e contagens morfométricas dos tecidos hepaticos e branquiais foram

trabalhados através do programa estatistico (GraphPad Prism 3.0)

Os resultados obtidos nas analises enzimaticas foram expressos como média + erro
padrdo da média, obtidos apds realizar o teste de Barlett's e posteriormente,
analisados estatisticamente por ANOVA de uma via, seguido da prova de Tukey,

com significancia estatistica quando p<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Histologia hepatica

Os resultados das analises histoldgicas no figado de S. testudineus, apds 24,
48, 96 e 168 horas de exposicéo a concentragdo sub letal de BTX foram analisados,
estatisticamente e morfologicamente, segundo a maior incidéncia de lesdes em cada

grupo de animais experimentais em relagdo aos controles (Figuras 01 e 02).

Os hepatdcitos apresentaram um aumento em seu tamanho, caracterizado
como inchago, apdés 168 horas (20,90 + 1,52) de exposicdo ao BTX, quando
comparados ao controle (13,60 + 0,97) (Fig. 01). Este aumento de volume também
foi evidenciado na morfologia em todos os periodos experimentais e controle, sendo
que nos animais controle foram evidenciados hepatécitos regularmente dispostos
com nucleos poligonais e periféricos (Fig. 03—a) com cromatina laterizada (Fig. 03-
b).

Apbs 96 e 168 horas de exposigcdo aos hidrocarbonetos, os hepatocitos
apresentaram-se totalmente inchados, embora a membrana celular limitando os
mesmos tenha se mantido integra e com aspecto de normalidade. Observaram-se
ainda nestes periodos experimentais, uma proliferacdo do reticulo endoplasmatico

liso e nitida desorganizagao do reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 03-f).

*%

T

2. T%
JEOE T

CONTROLE 24 HS. 48 HS. 96 HS. 168 HS.

30+

TAMANHO HEPATOCITOS

Figura 01: Tamanho dos hepatécitos em espécimes de S. testudineus exposto a dose subletal de
BTX. (**p<0.001 em relagéo ao controle) (GraphPad Prism 3.0).

Nucleos arredondados e centralizados foram classificados como normais e

constituiram a maior parte nos animais controle (62,90 = 2,05), quando comparados
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aos animais experimentais, apés 24, 48, 96 e 168 horas (6,70 + 0,51; 6,60 + 0,58;
4,10 0,82; 3,90 £ 1,00).

Nucleos classificados como anormais apresentaram-se alongados ou
distribuidos irregularmente na periferia dos hepatocitos de animais expostos a 48, 96
e 168 horas (41,00 + 2,14; 54,60 + 4,13; 73,30 £ 3,01) de exposi¢ao ao BTX quando
comparados aos animais controles (12,00 £ 1,18) (Fig. 02). Morfologicamente, os

hepatocitos corroboraram estas analises (Figuras 03-¢, 03-d, 03-e, 03-g € 03-h).
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Figura 02: Quantidade de nlcleos normais e anormais nos hepatocitos de S. testudineus exposto a
dose subletal de BTX. (**p<0.001 em relacdo ao controle) (GraphPad Prism 3.0).
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Figura 03: Histopatologia do tecido hepatico do peixe S. testudineus controle (a) e (b) com
cromatina (cr) lateralizada (nl); corddes de sinuséides (s) e hepatécito (h) evidenciados, apés 24
horas de exposicéo ao BTX (c); nucleos (n) lateralizados entre as vesiculas lipidicas (vl), apés 48
horas (d); ap6s 96 horas (e) e (f) hepatécitos com glicogénio (g) evidente e mitocéndrias inchadas
(m); ap6s 168 horas de exposi¢cdo (g) e (h) numerosos vacuUolos lipidicos (vl) com nucleo
poligonal (n) e nucléolos.
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3.2 Histologia branquial

Os resultados das anadlises histolégicas nas branquias de S. testudineus,
apds a exposicao a concentracdo subletal de BTX durante 24, 48, 96 e 168 horas
foram analisados, estatisticamente, segundo a maior incidéncia de lesées em cada

grupo de animais experimentais em relagdo aos controles (Figuras 04 a 06).

O tecido branquial ndo apresentou diferenga significativa na quantidade de
descolamentos leves em todos os periodos experimentais, descritos em ordem
crescente (1,70 £ 0,50; 1,80 £ 0,64; 2,00 = 0,68; 2,80 £ 0,64), quando comprados ao
controle (1,30 £ 0,53). Um significativo aumento na quantidade de descolamentos
severos foi observado, apos 96 e 168 horas (4,50 = 0,85; 5,30 £ 0,59), quando
comparados ao controle (0,10 £ 0,1) (Fig. 04).

Os resultados das analises morfolégicas no tecido branquial de S.
testudineus, apos a exposi¢cdo a concentragdo sub letal de BTX durante 24, 48, 96 e
168 horas (Figura 07) foram corroborados com as analises estatisticas. As lamelas
secundarias apresentam-se normalmente dispostas em animais controle com
presenca de hemaceas nas lamelas garantindo a eficiéncia nas trocas gasosas dos
animais com o meio. Descolamentos classificados como leves foram encontrados
nas lamelas secundarias de alguns animais coletados da natureza e suscetiveis aos

diferentes impactos antropogénicos.

Descolamentos severos foram inicialmente observados apo6s 48, 96 e 168

horas de exposi¢éo aos hidrocarbonetos (Figs. 07-d, €, fe ).
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Figura 04: Quantidade de descolamentos leves e severos nas lamelas branquiais de S. testudineus
exposto a dose subletal de BTX. (**p<0.05; p<0.001 em relacéo ao controle) (GraphPad Prism 3.0).



45

N&o foram observadas diferengas significativas na quantidade de fusées entre
duas ou mais lamelas respiratérias, apés 24 horas (0,30+0,21), 48 horas
(0,60£0,40), 96 horas (0,70+0,47) e 168 horas (1,00+0,51), quando comparados ao
grupo controle (0,00+0,00).

Apds 24, 48 e 96 horas (61,8014,60; 51,30+6,08; 43,50+3,53) ndo foram
observadas diferencas significativas na quantidade de células de muco presentes
nas lamelas respiratérias; apds 168 horas observamos um decréscimo significativo
na quantidade de células de muco (43,104£5,31), quando comparados ao controle
(65,9047,68) (Fig. 05).
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Figura 05. Quantidade de fusbes lamelares e de células de muco nas lamelas branquiais de S.
testudineus exposto a dose subletal de BTX. (*p<0.001 em relagédo ao controle) (GraphPad Prism
3.0).

Poucos animais apresentaram fusdo entre as lamelas respiratérias, hipertrofia
ou hiperplasia no epitélio branquial (Figs. 06-g e 06-k), ao contrario com o inicio do
periodo experimental até o seu periodo maximo, foram observados enrugamentos
do epitélio das lamelas secundarias, internamente, formando edemas na membrana
basal (Fig. 06-)).

Embora, estatisticamente, apenas apos 168 horas de exposi¢do dos animais
ao BTX, foi observado morfologicamente, acentuado decréscimo na quantidade de

células de muco (Fig. 06).
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Figura 06: Histopatologia do tecido branquial do peixe S. testudineus controle (a) e (b); apds 24 horas
de exposi¢do ao BTX (c) e (d); apds 48 horas (e) e (f); apds 96 horas (g) e (h) e apds 168 horas de
exposi¢ao (i), (j) e (k): Lamela priméria (pl); lamela secundaria (sl); heméaceas (h); hemécia com
deformagéao (dh); mitocondria (m); descolamento leve (d1); descolamento severo (d2); fuséo lamelar
com caracteristicas hiperplasicas; (f), edema abaixo do epitélio (mb) e caracteristicas hipertréficas
das células epiteliais (ht).
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Figura 07: Histopatologia do tecido branquial do peixe S. testudineus evidenciando células secretoras
de muco (m): nos animais controle (a); ap6s 24 horas (b); 48 horas (c); 96 horas (d) e apés 168 horas

de exposicado (e) ao BTX.
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4. DISCUSSAO

Nos ultimos anos tém aumentado a preocupagdo sobre a possivel
degradacdo do meio ambiente aquatico por poluentes quimicos e, a consequente
necessidade de aumentar os esfor¢cos para compreender os efeitos da exposigéo de
diferentes contaminantes ambientais nos organismos aquaticos (REYNOLDS et al.,
2003).

Testes laboratoriais com niveis sub letais de poluentes sdo recomendados
por alguns autores por indicarem as primeiras contaminagdes em peixes, ocorrendo
usualmente em nivel celular e subcelular, assim como por serem bons indicadores
de toxicidade (FANTA et al, 2003).

A maior parte dos organismos vivos tem pequena habilidade para metabolizar
xenobibticos (TUVIKENE, 1995). Os peixes tém um grande numero de mecanismos
para impedir a acumulagcéo de muitas substancias no organismo, e apds exposi¢ao a
téxicos potentes, um numero de caminhos bioquimicos sao induzidos a detoxificar e
excretar os compostos estranhos (JOBLING, 1995). Alguns parametros biologicos
podem ser usados para exame dos efeitos subletais de diferentes poluentes no
metabolismo dos organismos marinhos, como efeitos morfologicos e alteracbes
bioquimicas (ANDERSON, 1979; REYNOLDS et al., 2003).

Como o figado dos peixes exerce uma fungdo béasica na conversdo dos
alimentos, armazenamento de compostos de reserva, biotransformacéo e
detoxificacdo de compostos antropogénicos (KOHLER e PLUTA, 1995), uma
disfuncéo de grandes areas deste tecido pode alterar a saude dos espécimes, assim
como suas habilidades reprodutivas (ROUSSEAUX et al., 1994).

As branquias sao estruturas vitais para a saude dos peixes, pois além de
serem o principal ponto de trocas gasosas, também estdo envolvidas nos processos
de osmorregulagéo, equilibrio acido-basico e excregdo de compostos nitrogenados.
Portanto, qualquer alteragcdo nessas estruturas certamente comprometera a
sobrevivéncia dos peixes (LEONARDO et al., 2001).

Mudancas histopatolégicas em peixes expostos a 6éleo bruto, incluem o
aumento no numero de células epiteliais produtoras de muco, dilatagdo capilar,

hiperplasia lamelar e fusdo de filamentos adjacentes nas brénquias. Formacéo de
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microvesiculas nos hepatécitos do figado, atraso na espermatogénese com células
multinucleadas ultratubulares e, um aumento de centros de melanomacréfagos no
baco e nos rins (KHAN e KICENIUK, 1983).

Cinco periodos experimentais foram utilizados neste trabalho para a

determinacgdo da toxicidade do BTX com Sphoeroides testudineus, sendo que foram

identificadas algumas lesGes histopatologicas causadas pela presenca das

substancias toxicas no figado e nas branquias.

Apébs 168 horas de exposicdo ao BTX, o figado de S. testudineus apresentou
um aumento no tamanho dos hepatécitos e alteragbes morfolégicas do nucleo,
corroborando a idéia de alguns autores que demonstraram um aumento no volume
das células hepaticas e dos nucleos, como respostas do organismo a exposi¢éo sub

letal com a espécie Prochilodus lineatus ao 6leo diesel. Sendo que, esta hipertrofia é

causada pela proliferacdo de membranas endoplasmaticas, apds exposi¢do longa a
hidrocarbonetos poliaroméaticos especificos (PAHs) (NERO ef al., 2006; SIMONATO
et al., 2007).

O processo de vacuolizagdo lipidica alterando a morfologia dos hepatécitos
foi observado em todos os periodos experimentais deste trabalho e processo

também observado por alguns autores, apos a exposi¢cdo de Perca flavescens e

Carassuius auratus aos PAH. Estes afirmaram que este processo € decorrente da

abundancia de reservas lipidicas e de glicogénio, demonstrado na microscopia
eletrbnica como uma extrema dilatacdo do espag¢o perinuclear, comumente
observada em outros tipos celulares de vertebrados superiores, em resposta ao
estresse da exposi¢céo quimica (STEHR e MYERS, 1998).

Peixes demersais coletados em regides contaminados por 6leo também
apresentaram acumulo de lipidios hepaticos e sao justificados como importantes
reservas energéticas para muitas espécies de peixes ou ainda, como um mecanismo
de imobilizagado de compostos lipofilicos (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005).

Os nucleos dos hepatocitos também se apresentaram anormais, quando
observamos uma deformacdo na sua forma original, apos 48, 96 e 168 de exposi¢ao
aos hidrocarbonetos, observagdo esta também feita em outros trabalhos com a
presenca de nucleos deformados, alongados, estreitados ou elipticos (STEHR e
MYERS, 1998; STENTIFORD et al., 2003).
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N&o foram observados neste trabalho, patologias hepaticas como a deplegéo
significativa de glicogénio, cariomegalias graves, como descrito por varios autores,
em peixes expostos ao derramamento de diferentes misturas de 6leos na agua, ja
que em niveis subletais de contaminagdo observam-se diferentes respostas
celulares do organismo aos tdéxicos, ainda que estes n&o apresentem relagdo
especifica com certos contaminantes (TUVIKENE, 1995; MARTY et al., 1998, 1999;
STENTIFORD et al., 2003).

As branquias sdo consideradas sensiveis a longa cadeia de hidrocarbonetos
(NORTON, 1985) sendo que este tecido geralmente é considerado como bom
indicador da qualidade da agua e consequentemente, como eficiente modelo de

estudo para o impacto ambiental (FANTA et al., 2003).

Apébs 48, 96 e 168 horas de exposicdo ao BTX, as branquias apresentaram
um numero significativo de descolamentos nas lamelas secundarias de S.
testudineus. Simonato et al. (2007) descrevem alteragdes histolégicas como é o

caso do descolamento epitelial em Prochilodus lineatus exposto ao éleo diesel em

periodo subletal, podendo ser consideradas adaptativas, desde que estas protejam o

organismo da entrada de xenobiéticos.

Norton (1985) descreveu a presenga de lamelas secundarias distendidas em

Pimephales promelus, apds 24 e 48 horas de exposi¢do a mistura heterogénea de

benzeno, tolueno e xileno. Nero ef al. (2006) descrevem a fusdo lamelar e
proliferacdo de células de muco, hipertrofia e edemas nas lamelas em Perca

flavescens em tempos experimentais similares e ap6s contaminagéo com éleo.

Neste trabalho foi observado uma diminui¢do significativa na quantidade de
células de muco, apos 168 horas de exposi¢do ao BTX, ao contrario do que é
descrito na literatura. A ocorréncia de proliferagdo das células de muco em
individuos coletados em areas contaminadas relaciona-se ao mecanismo de
protecdo organica aos efeitos danosos dos toxicos. No entanto, observamos que os
hidrocarbonetos poliaromaticos especificos levam a diferentes respostas fisiologicas
ao estresse causado pelo contaminante aquatico (MOORE e RAMAMOORTHY,
1984) e eventualmente, prejudicando a produgdo de células de muco, o que pode

justificar a diminuicdo na produgéo destas substancias protetoras.

Apbés 24 horas de exposicdo ao BTX foram observadas hipertrofias e

hiperplasias no tecido respiratério, embora em proporcdo nao significativa. Em
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periodos longos de exposicdo alguns autores exposto observaram que o 6leo cru

causa hiperplasias e edemas na lamela secundaria de Salmo clarkii (VAL et al.,

1996). Outros autores também relataram que o peixe Fundulus heteroclitos

apresentou hiperplasia do epitélio branquial e hipertrofia do epitélio branquial, ap6s
15 dias de exposicdo ao naftaleno (DIMICHELE e TAYLOR, 1978; MARTY et al.,
1998) em sitios com grande incidéncia de 6leo, mas peixes de areas menos

contaminadas ndo apresentam histopatologias significativas.

Outras estruturas celulares como células de cloreto, associadas com
branquias de telebsteos, apresentaram rompimento estrutural e funcional podendo
diminuir a habilidade do organismo em manter a pressdo osmética na condi¢do

normal (NORTON,1985) em exposicéo sub letal aos hidrocarbonetos.

Nero et al. (2006) afirmam que as analises histopatolégicas usadas para a
avaliacdo das alteragbes no figado e branquias sdo ferramentas eficientes na
deteccdo dos efeitos subletais do éleo sobre o organismo dos peixes, assim como
no biomonitoramento de areas supostamente impactadas (OLIVEIRA RIBEIRO et
al., 2005).

As razbes para diferentes espécies de animais apresentarem diferencas nas
repostas patologicas podem estar associadas as diferengas nas suas historias de
vida, habito alimentar, tempo de vida em regides contaminadas ou modo em que
cada espécie metaboliza os contaminantes quimicos (STEHR e MYERS, 1998).
Assim, torna-se fundamental o estudo de espécies nativas e a resposta destas aos

diferentes impactos antropogénicos.
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CONCLUSAO GERAL

A espécie estuarina de peixe Sphoeroides testudineus mostrou um

comportamento adequado no desenvolvimento dos ensaios em laboratério e ainda,
como bioindicadora dos efeitos toxicos do BTX. Os biomarcadores bioquimicos e
histolégicos, utilizados neste trabalho, fornecem uma ferramenta util na avaliagéo
dos impactos ambientais provocados pelos hidrocarbonetos poliaromaticos

especificos, sendo continuamente despejados no meio ambiente.

A utilizagdo de ensaios biologicos em laboratério desenvolvida aqui descrita
constitui uma importante ferramenta de trabalho cientifico, visto que reproduz a

imediata resposta biolégica dos animais.

No capitulo | determinou-se que a atividade das enzimas de fase | e Il, de
biotransformacéo de xenobidticos € essencial para uma analise mais detalhada da
toxicidade de certos compostos no organismo, tendo a enzima 7-etoxiresorufina-O-
deetilase (EROD) apresentado um aumento significativo de atividade, quando

comparado com o controle.

No capitulo Il as andlises quantitativas e morfométricas do tecido hepatico e
do tecido branquial revelaram-se eficientes, quando utilizadas em conjunto,
demonstrando através das patologias observadas a agdo do BTX em nivel sub letal,

corroborando com a necessidade de incrementar as diferentes analises histoldgicas.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a utilizagdo de diferentes
biomarcadores indicam, de maneira incontestavel, que os animais expostos a
diferentes periodos de contaminacéo sub letal apresentaram lesdes leves e severas

nas estruturas hepaticas e branquiais, que levam a afetar a saude dos animais.
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