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Resumo 

 

A Antártica é um dos últimos lugares da Terra que ainda não sofreu grandes 

impactos antrópicos, embora muitos países tenham instalado estações de 

pesquisa na região. Apesar de limitadas, todas as atividades desenvolvidas nas 

estações dependem de combustíveis fósseis para geração de energia. 

Hidrocarbonetos de petróleo já foram detectados no solo e na água nas 

proximidades de diversas estações de pesquisa. Outra fonte potencial de 

poluição, na Antártica, são os esgotos lançados no mar pelas estações. Peixes 

da espécie Trematomus newnesi foram utilizados para investigar o potencial 

genotóxico e os efeitos sobre a morfologia de fígado e brânquias da água do 

mar diante dos tanques de combustível e da saída de esgoto da Estação 

Antártica Brasileira “Comandante Ferraz”, em experimentos in situ e no 

laboratório. O Ensaio de Micronúcleos e de outras anormalidades nucleares 

eritrocitárias não apresentou diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos expostos e o grupo controle, em nenhum dos experimentos. Entretanto, 

observou-se que a freqüência de R foi, de maneira geral, menor nos controles 

do que nos grupos expostos tanto nos bioensaios como nos experimentos in 

situ. As lesões branquiais mais observadas, nos grupos expostos, foram a 

hipertrofia do epitélio e telangiectasia lamelar. No fígado, as lesões 

predominantes foram a vacuolização lipídica e a presença de macrófagos, 

principalmente nos peixes dos experimentos in situ. Estas alterações foram 

também observadas nos controles, porém com menor intensidade, em alguns 

casos. Foi realizada a análise semiquantitativa das lesões histopatológicas 

observadas nas brânquias e no fígado dos peixes, porém os grupos expostos 

não apresentaram diferenças estatisticamente significativas dos Índices da 

brânquia e do fígado em relação aos controles. Contudo, os resultados obtidos 

sugerem que dos dois locais analisados nas proximidades da Estação 

Brasileira, a saída de esgoto apresenta maior potencial de risco para T. 

newnesi. 

   

Palavras-chave: Estação Antártica Brasileira “Comandante Ferraz”, 

Trematomus newnesi, micronúcleo, histopatologia. 
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Abstract 

 

Antarctica is one of the last places of the world upon which human activities 

have had minimal direct impact, even though many countries have installed 

research stations in the region. All the stations’ activities require energy 

supplied by fossil fuels. Petroleum hydrocarbons had already been detected in 

the soil and water nearby many research stations. Another potential source of 

pollution in Antarctica is the sewage disposed into the sea by the stations. 

Trematomus newnesi specimens were used to assess genotoxic potential and 

histopathology of the liver and gills of the water surrounding the Brazilian 

Antarctic Research Station “Comandante Ferraz”. Fish were exposed to 

seawater at the sewage outfall and in front of the fuel tanks, in both in situ and 

laboratory assays. There were no statistically significative differences in the 

frequencies of micronucleus and other erythrocytic nuclear abnormalities 

between the exposed groups and the control in any of the experiments. 

However, it was observed that the frequency of R was, in general, lower in the 

control groups than in the exposed ones in both in situ and laboratory assays. 

The most frequent branchial lesions observed in the exposed groups were 

epithelium hipertrophy and lamelar telangiectasis. In the liver, predominant 

microscopic findings included lipid vacuolization and macrophages, specially in 

fish from the in situ experiments. These lesions were also observed in the 

control groups but with less intensity, in some experiments. The 

semiquantitative analysis of the branchial and hepatic histopathological lesions 

was performed. Exposed groups did not show branchial and hepatic indices 

significatively different from those of the controls. Nevertheless, our results 

suggest that of the places studied the sewage outlet may present a greater 

potential of risk to T. newnesi nearby the Brazilian Station. 

 

Keywords: Brazilian Antarctic Research Station, Trematomus newnesi, 

micronucleus, histopathology. 
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1 – Introdução 

 

Os oceanos cobrem aproximadamente 71% da superfície terrestre e 

abrigam uma grande variedade de organismos (Levinton, 1995). Desde os 

primórdios das civilizações, os oceanos são explorados por seus recursos. Do 

mar, os seres humanos retiram alimento, utilizam suas conchas e corais para 

artesanato, extraem seus minérios e petróleo para gerar energia. Entretanto, 

isto é apenas uma pequena parte do grande potencial oferecido pelos oceanos. 

Através dos mares, a humanidade se espalhou pelos cinco continentes e por 

fim, alcançou o sexto, o continente Antártico. 

O crescimento populacional não afeta apenas os locais onde se 

localizam as cidades. Os resíduos produzidos pelas atividades humanas nem 

sempre recebem o devido tratamento e inevitavelmente atingem os corpos de 

água mais próximos, podendo ser descartados diretamente no mar ou em rios 

e córregos, que por fim deságuam no oceano. O maior volume de descarga, 

nos ambientes costeiros, é constituído por compostos orgânicos e suas 

principais fontes de deposição são os esgotos urbanos, os resíduos da 

agricultura, efluentes industriais e derramamentos de óleo (Clark, 1994). Uma 

vez lançados no ambiente, os poluentes podem ser transportados para outros 

locais através dos sistemas de correntes oceânicas, por transporte atmosférico 

(Weber & Montone, 1990), ou até mesmo pelos próprios animais, através dos 

comportamentos de migração e da cadeia alimentar.  

A Antártica é uma das últimas áreas do mundo na qual as atividades 

humanas tiveram um impacto direto mínimo (Jiménez et al., 1999). Embora 

essas atividades sejam limitadas e ocorram principalmente nos meses de 

verão, todos os navios e embarcações menores, veículos terrestres e 

geradores de força das estações de pesquisa dependem de combustíveis 

fósseis como fonte de energia o ano todo. Portanto, toda estação costeira, na 

Antártica, é uma fonte potencial de hidrocarbonetos para o ambiente marinho 

(Cripps & Shears, 1997; Bícego et al., 1996). 

Na Antártica, derramamentos acidentais de óleo ocorrem 

principalmente nas proximidades de estações científicas, devido ao 

armazenamento de combustível e reabastecimento de veículos motorizados e 
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aviões. Contaminações dessa natureza foram identificadas na Estação 

Americana “McMurdo” (Tumeo & Wolk, 1994), na Base Argentina “Marambio” 

(Pearce, 1994) e na Estação de Pesquisa Ucraniana “Vernadski” (antiga 

Estação Britânica “Faraday”) Nesta, após uma semana do derramamento, as 

concentrações de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), na água do 

mar, estavam abaixo do nível proposto por Cripps (1992) para o Oceano 

Antártico (76 ng/L), mas as de n-alcanos estavam consideravelmente mais 

altas do que o nível proposto (8,2 µg/L) (Cripps & Shears, 1997). 

Hidrocarbonetos de petróleo foram detectados no solo das proximidades da 

Estação Polonesa “H. Arctowski” (Krzyszowska, 1990) e na Estação Americana 

“Palmer”, na Península Antártica. Geralmente, as áreas contaminadas são 

bastante localizadas; entretanto, processos de drenagem podem transportar os 

poluentes para os sedimentos do sublitoral (Kennicutt II et al., 1992). O maior 

derramamento de óleo, no ambiente marinho, ocorreu nas proximidades da 

Estação “Palmer”, após o naufrágio do navio argentino “Bahia Paraiso”, em 

janeiro de 1989. Cerca de 6.105 litros de combustível foram derramados. A 

mancha de óleo espalhou-se por quase 100 km2 e a contaminação afetou 

principalmente a zona entremarés. Este desastre causou o extermínio de 

centenas de aves e invertebrados marinhos da região (Kennicutt, 1990). Os 

HPAs são potencialmente carcinogênicos (Shailaja & D’Silva, 2003) e também 

podem induzir lesões hepáticas e desordens fisiológicas e bioquímicas em 

peixes (Oliveira-Ribeiro et al., 2005).  

 Além das contaminações por hidrocarbonetos, o despejo de esgoto 

também pode ser uma fonte potencial de poluição. Nas áreas civilizadas, os 

efluentes industriais e urbanos são responsáveis por altas concentrações de 

substâncias tóxicas no ambiente aquático, embora muitos países estejam 

começando a limitar descargas pontuais dessas substâncias nos mananciais 

(Al-Sabti & Metcalfe, 1995). Na Antártica, das quarenta e quatro estações 

científicas habitadas, a maioria despeja esgoto não tratado diretamente no mar 

(Hughes, 2004).  

 A Baía do Almirantado, onde se localiza a Estação Antártica Brasileira 

“Comandante Ferraz” (EACF), é a maior baía da Ilha Rei George. A EACF foi 

inaugurada em fevereiro de 1984 e hoje é uma estação de pesquisa de 

tamanho médio, que abriga cerca de 50 pessoas no verão (Bícego et al., 1996) 
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e aproximadamente 15, no inverno. Suas principais fontes potenciais de 

impacto ambiental são os geradores de energia, incinerador de lixo, estação de 

tratamento de água e de esgoto, tanques de armazenamento de combustível, 

veículos motorizados e heliponto. Os resíduos sólidos produzidos na Estação 

são separados por categoria e, na medida do possível, incinerados ou 

armazenados e levados de volta para o Brasil. O esgoto e os líquidos 

domésticos passam por um sistema de tratamento antes de serem lançados ao 

mar. A água oriunda dos sanitários (água negra) é tratada separadamente da 

água oriunda de chuveiros e lavatórios (água cinzenta). O processo de 

tratamento da água negra consiste em uma fase primária seguida de uma fase 

secundária, que ocorre em filtros anaeróbios, e por fim segue em valas de 

filtração para o mar. A água cinzenta é encaminhada para uma caixa detentora 

de matéria sólida e depois para filtros anaeróbios, de onde segue, em valas de 

filtração diferentes das da água negra, também para o mar 

(SECIRM/PROANTAR, 2005). 

 Os peixes da Família Nototheniidae ocorrem nas altas latitudes do 

Hemisfério Sul e na região costeira da Antártica (Nelson, 1994). Alguns 

trabalhos anteriores de biomonitoramento obtiveram resultados satisfatórios 

com espécies do gênero Trematomus e mostraram que ela pode ser utilizada 

como indicadora de impacto de poluentes no ambiente antártico (Miller et al., 

1999; Jiménez et al., 1999; Phan et al., 2007). 

 A vantagem de utilizar peixes como bioindicadores é a facilidade com a 

qual os teleósteos, especialmente espécies de pequeno porte, podem ser 

manuseados e expostos a compostos químicos tóxicos, em laboratório. Os 

peixes respondem aos poluentes de maneira similar aos vertebrados 

superiores, portanto, eles podem ser utilizados para investigar compostos 

químicos que têm o potencial de causar efeitos teratogênicos e carcinogênicos 

em humanos (Al-Sabti & Metcalfe, 1995).  

 As respostas biológicas a contaminantes ambientais podem se 

manifestar em vários níveis de organização, desde o molecular, no qual a 

integridade genética e os processos subcelulares são avaliados, até o 

ecossistêmico, no qual a dinâmica e estrutura das cadeias alimentares podem 

ser afetadas. Estas respostas ao estresse provocado pelos poluentes podem 



 4 

ser utilizadas para identificar sinais iniciais de danos aos peixes e são 

denominadas biomarcadores (Adams et al., 1990). 

 Ao se estudar toxicidade aquática, vários testes podem ser realizados, 

sendo que os mais comuns avaliam a taxa de mortalidade e mudanças de 

comportamento durante exposições de curto prazo. Entretanto, essas medidas 

podem ser bastante insatisfatórias, por ignorarem informações potencialmente 

valiosas (Wester et al., 2002). Biomarcadores biomoleculares/bioquímicos 

fornecem um tempo de resposta rápido, porém, sua limitação é a incerteza 

sobre a relevância biológica e toxicológica (Thomas, 1990). Por outro lado, a 

análise do crescimento e reprodução tem alta relevância biológica e ecológica, 

mas tem relativamente pouca sensibilidade ao estresse (Donaldson, 1990). 

Sendo assim, uma abordagem mais ampla incluindo diferentes biomarcadores 

pode oferecer um maior número de informações a respeito do real estado do 

organismo. 

 O ensaio de micronúcleo é uma técnica relativamente simples utilizada 

para detectar o efeito genotóxico de compostos químicos. Embora 

originalmente desenvolvido para aplicação em mamíferos, ele foi 

posteriormente modificado por Hooftman & de Raat (1982) para aplicação em 

peixes, no laboratório. Uma de suas vantagens é que ele pode ser aplicado a 

qualquer população de célula proliferativa e uma vez que os eritrócitos dos 

teleósteos são nucleados, estas células têm sido muito utilizadas como 

ferramenta para este ensaio. Além dos micronúcleos, alguns autores utilizam 

também outras anormalidades nucleares eritrocitárias para avaliar efeitos de 

exposição a poluentes. Em peixes, há vários tipos de lesões nucleares cuja 

origem ainda não foi compreendida. Essas anormalidades nucleares foram 

descritas e fotografadas por Carrasco e colaboradores (1990). Basicamente, 

elas foram classificadas como segmentadas, lobadas e reniformes, em adição 

ao micronúcleo típico. Recentemente, o ensaio de micronúcleo e de 

anormalidades nucleares eritrocitárias tem sido amplamente utilizado para 

investigar as propriedades genotóxicas de poluentes ambientais nestes 

organismos (Bombail et al., 2001; Pacheco & Santos, 1997; 2001; 2002), 

inclusive em peixes antárticos (Phan et al., 2007).  

 Micronúcleos são formados, durante a divisão celular, pela 

condensação de fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros que 
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não são incluídos no núcleo principal após a anáfase, por falta de centrômero. 

Vários estudos, utilizando sangue de peixes, mostraram uma alta incidência de 

micronúcleos após exposição a diferentes poluentes, no campo e no laboratório 

(Al-Sabti & Metcalfe, 1995). Alguns agentes mutagênicos-clastogênicos 

induzem a formação de micronúcleos nos peixes, como benzo[a]pireno, 

mitomycin C, DDTs e PCBs, mercúrio e outros (Metcalfe, 1988; Carrasco et al., 

1990; Willians & Metcalfe, 1992; Al-Sabti, 1994).  

 Os estudos histopatológicos também merecem destaque, uma vez que 

ajudam a identificar órgãos alvos da toxicidade e os mecanismos de ação. 

Além disso, os efeitos em níveis histológicos são visíveis após exposição a 

baixas concentrações de substâncias tóxicas em comparação a outras medidas 

de toxicidade tais como mortalidade e mudanças comportamentais (Wester et 

al., 2002). Fortes indicações de uma relação entre poluição aquática e 

doenças/histopatologias de peixes foram relatadas por diversos autores 

(Arellano et al., 2001; Ortiz-Delgado et al., 2002). 

 Biomarcadores histopatológicos de exposição a xenobióticos têm sido 

amplamente reconhecidos como ferramentas valiosas para detecção de efeitos 

crônicos adversos nos organismos marinhos, após exposição a contaminantes 

(Myers et al., 1998), incluindo exposição a HPAs (Pietrapiana et al., 2002). A 

histopatologia representa uma resposta de nível superior, refletindo alterações 

prévias nas funções fisiológicas e/ou bioquímicas (Hinton et al., 1992). Tecidos 

como brânquias e fígado são freqüentemente utilizados em tais análises 

(Arellano et al., 2001; Rosety-Rodríguez et al., 2002). As brânquias são 

responsáveis por funções vitais como respiração, osmorregulação e excreção. 

O contato permanente com o ambiente aquático e sua grande área de 

superfície são as principais razões que tornam as brânquias dos peixes um 

órgão-alvo da poluição. Geralmente, devido a essas características, é o 

primeiro órgão a reagir a condições ambientais desfavoráveis (Poleksić & 

Mitrović-Tutundžić, 1994).  

 O fígado dos teleósteos é um órgão relativamente grande e possui 

tanto funções endócrinas como exócrinas, além de realizar conversões 

metabólicas (Van Dyk, 2003). Algumas das principais funções do fígado são: a 

síntese e secreção de proteínas, a produção e secreção da bile, o metabolismo 

e a desintoxicação de drogas lipofílicas, a síntese e secreção de lipoproteínas e 
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a produção de uréia, a partir de íons de amônio. Segundo Stehr e 

colaboradores (2003), diversos estudos demonstraram uma associação entre 

lesões hepáticas e exposição a contaminantes químicos. Muitas substâncias 

não apresentam toxicidade na sua forma original; entretanto, após serem 

metabolizadas, no fígado, transformam-se em subprodutos altamente tóxicos. 

Dessa forma, o fígado pode sofrer sérias alterações morfológicas em 

decorrência da exposição do peixe a algum xenobiótico (Fanta et al., 2003). Em 

função da demanda, formas de quantificar as respostas histopatológicas a fim 

de determinar o valor da severidade assim como da freqüência na resposta de 

um biomarcador, foram desenvolvidas (Bernet et al., 1999). Invariavelmente, 

peixes de qualquer local poderão apresentar algum tipo de alteração, portanto, 

se a quantificação da severidade puder indicar a presença de condições mais 

estressantes nos locais contaminados, essa ferramenta será extremamente útil 

(Teh et al., 1997). 

A realização deste trabalho foi possível por meio do desenvolvimento 

do subprojeto “Rede 2 – Monitoramento de impacto ambiental, na Baía do 

Almirantado, através de biomarcadores”, no âmbito do projeto “Rede 2 – 

Gerenciamento ambiental na Baía do Almirantado, Ilha rei George, Antártica”, 

cujo objetivo foi fazer o monitoramento do impacto da presença humana na 

região. 
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2 – Objetivos 

 

2.1 – Objetivo geral 

 

 Este estudo teve como objetivo verificar os possíveis efeitos de 

xenobióticos provenientes das fontes potenciais de contaminação da Estação 

Antártica Brasileira “Comandante Ferraz” (EACF), sobre peixes da espécie 

Trematomus newnesi, utilizando biomarcadores.  

 

 2.2 – Objetivos específicos 

  

• Verificar a genotoxicidade da água do mar principalmente diante da 

saída do esgoto e em frente aos tanques de armazenamento de 

combustível da EACF, por meio do Ensaio de Micronúcleos e de outras 

anormalidades nucleares eritrocitárias. 

• Análise histopatológica de amostras de fígado e brânquias, visando 

identificar alterações provocadas por xenobióticos no meio aquático 

marinho, nas proximidades da EACF, principalmente diante da saída do 

esgoto e em frente aos tanques de armazenamento de combustível. 
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3 – Área de estudo 

 

A Estação Antártica Brasileira “Comandante Ferraz” (62º05’0”S, 

58º23’28”W) está instalada na Península Keller, às margens da Enseada 

Martel, localizada na Baía do Almirantado, Ilha Rei George (Figura 1). A Ilha 

Rei George é a maior ilha do arquipélago Shetlands do Sul, que está localizado 

no lado ocidental da Península Antártica. A Baía do Almirantado foi designada 

como uma Área Antártica Especialmente Gerenciada (AAEG), isto é, uma área 

de proteção histórica e ambiental que abrange inclusive o meio marinho. É uma 

área de interesse, pois apresenta grande variabilidade ao longo do ano, 

principalmente da cobertura de gelo marinho e terrestre e das condições 

climáticas, refletindo nas condições de todo o ecossistema.  

As águas da Baía atingem profundidades variáveis, que vão desde 

áreas rasas até locais que ultrapassam os 500 metros. A temperatura 

atmosférica média anual, da região, é de –2,8 ºC, sendo que no verão a média 

é de 0,9 ºC e no inverno, -7 ºC (Ferron et al., 2004 apud Weber & Montone, 

2006). O aquecimento atmosférico também tem afetado a Ilha Rei George e, no 

período compreendido entre 1947 e 1995, a média de incremento na 

temperatura foi de 1,1 ºC, o que tem contribuído para a retração das geleiras 

(Arigony, 2001 apud Weber & Montone, 2006). A hidrografia da Baía é bastante 

complexa, principalmente no verão, pois ocorrem dois influxos de água para o 

seu interior. Um é proveniente do Estreito de Bransfield, trazendo água 

salgada, e o outro introduz água doce, por meio dos processos de degelo. 

Segundo Szafránzaki & Lipski (1982), a camada superficial, até cerca de 35 

metros de profundidade, é uma mistura da água do mar com a água de degelo, 

com salinidade variando de 16 a 34 e temperaturas entre -1,6 a 3 ºC. 

A EACF dispõe de variadas fontes de contaminação ambiental. O 

esgoto vem sendo lançado no mar desde a inauguração da Estação em 1984, 

embora uma estação de tratamento tenha sido instalada em 1995/96. 

Vazamentos acidentais de combustível (diesel) e as atividades de 

abastecimento de equipamentos motorizados podem introduzir, no ambiente, 

substâncias derivadas do petróleo, como os hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos, muitos dos quais são considerados mutagênicos e carcinogênicos 

(De Flora et al., 1991; Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Ohe et al., 2004). Para este 
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estudo, portanto, foram selecionados três locais para a realização dos 

experimentos: um diante da saída do esgoto, outro diante dos tanques de 

armazenamento de combustíveis e um local considerado livre de poluição, nas 

proximidades de Punta Plaza (Figura 2). 
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4 – Material e Métodos 

 

4.1 – Organismo teste 

  

Os peixes da espécie Trematomus newnesi Boulenger, 1902 (Figura 3) 

pertencem à Família Nototheniidae. Ocorrem na costa oeste da Península 

Antártica, nas costas do Continente Antártico e nas ilhas Shetland do Sul e 

Orkney do Sul, apresentando uma distribuição circumpolar. Podem ser 

encontrados da zona entremarés, onde são bastante abundantes, até 160 m de 

profundidade. A desova acontece em setembro, próximo à costa. Esta espécie 

alimenta-se de eufausiáceos, copépodes, anfípodas e poliquetas. Não é 

explorado comercialmente, mas é um item importante na dieta de muitas aves 

marinhas antárticas (Hureau, 1985).  

Neste estudo, espécimes com 84,19 ± 21,13 mm de comprimento e 

7,27 ± 5,82 g de massa corpórea foram utilizados para a realização dos 

experimentos. O sexo não foi considerado, uma vez que os peixes eram 

imaturos.  

    

4.2 – Captura e manutenção 

 

 As capturas ocorreram durante as Operações Antárticas XXII 

(2003/2004), XXIII (2004/2005) e XXIV (2005/2006), na segunda e terceira 

fases de verão, que correspondem aos períodos de dezembro/janeiro e 

janeiro/fevereiro, respectivamente.   

Os indivíduos de T. newnesi foram capturados com uma pequena rede 

de arrasto de fundo, especialmente desenhada por nossa equipe para operar a 

bordo de um bote inflável com motor de popa, modelo Zodiac. Arrastos de dez 

minutos cada, para evitar possíveis danos físicos aos animais capturados, 

foram realizados paralelamente à linha de costa, a uma profundidade de 10 

metros, em locais de ocorrência de bancos de algas, onde os peixes eram mais 

facilmente encontrados. As capturas ocorreram principalmente diante do 

Módulo de Química, em Punta Ullman e no lado oposto da enseada. Após o 

arrasto, a rede era recolhida e os organismos capturados passaram por triagem 

e foram acondicionados em uma caixa de marfinite contendo água do mar. Os 
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períodos de captura tiveram a duração máxima de duas horas, para evitar não 

apenas o aumento da temperatura da água, apesar de sua troca constante, 

mas também uma maior intensidade de estresse aos peixes. Os peixes 

capturados foram conduzidos à EACF e acondicionados em tanques contendo 

água do mar filtrada, localizados em um laboratório úmido com temperatura 

mantida a 0 ºC ± 1 ºC. Os animais foram alimentados com pequenos anfípodas 

uma vez ao dia e a água dos tanques foi renovada diariamente. Os exemplares 

foram mantidos por um período mínimo de sete dias antes da realização dos 

experimentos, nos tanques do laboratório úmido, para aclimatação às 

condições de cativeiro. 

 

4.3 – Métodos 

 

4.3.1 – Bioensaios para avaliação dos possíveis efe itos do despejo 

de esgoto e da contaminação por óleo combustível na  água do mar diante 

da EACF sobre  T. newnesi 

 

 Após o período de aclimatação, foram realizados bioensaios, em 

laboratório, nos quais os peixes foram expostos à água do mar coletada em 

frente à saída do esgoto e diante dos tanques de armazenamento de 

combustível. A água coletada em pontos afastados da estação e que foram 

considerados locais livres de contaminação foi utilizada como controle. 

 Os animais foram colocados em três reservatórios de 20 litros, 

contendo a água das regiões mencionadas, com três a cinco peixes em cada 

grupo (Figura 4A).  

Na Operação XXII, foi realizado um bioensaio (Bioensaio I, n = 9), na 

terceira fase (janeiro/fevereiro). Na Operação XXIII, foram realizados dois 

bioensaios (Bioensaios II, n = 15, e III, n = 12) na segunda fase 

(dezembro/janeiro) e outros dois (Bioensaios IV, n = 9, e V, n = 9), na terceira 

(janeiro/fevereiro). Devido às más condições climáticas, a água do mar 

coletada por uma bomba submersa, a qual abastece os laboratórios úmidos da 

Estação, foi armazenada em tanques, filtrada com filtro Cuno de 1 µm, 

armazenada por mais 3 a 5 dias com aeração e utilizada para manter o grupo 
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controle. Na Operação XXIV, o grupo controle foi mantido com água do mar 

coletada durante as saídas de bote ou da embarcação Skua em locais 

distantes da Estação e mais afastados da praia. Somente um bioensaio foi 

realizado durante esta Operação (Bioensaio VI, n = 9), na segunda fase 

(dezembro/janeiro).  

Cada um dos bioensaios foi conduzido no laboratório úmido por sete 

dias. Diariamente, era realizada a troca da água dos reservatórios utilizando a 

água dos respectivos locais de coleta e eram fornecidos pequenos anfípodas 

como alimentação, a qual foi interrompida 24 horas antes da coleta do material 

biológico. Houve mortalidade ao final de apenas um dos bioensaios, um 

indivíduo do grupo Tanque do Bioensaio IV.  

 

4.3.2 – Experimentos in situ para avaliação dos possíveis efeitos do 

despejo de esgoto e da contaminação por óleo combus tível na água do 

mar em frente à EACF sobre T. newnesi, utilizando gaiolas 

  

Os peixes, após aclimatação em laboratório, foram acondicionados em 

gaiolas de ferro (50X50x15 cm) revestidas com panagem de 0,5 cm de nó a nó 

(Figura 4B). Estas gaiolas foram colocadas no mesmo local de onde foram 

coletadas as águas utilizadas nos bioensaios: em frente à saída do esgoto e 

em frente aos tanques de armazenamento de combustível, a uma profundidade 

suficiente para que permanecessem submersas na maré baixa. Uma gaiola foi 

colocada num local entre a Estação e Punta Plaza (Figura 1 e 2A), considerado 

livre de contaminação, para servir de controle. Na Operação XXII, foram 

realizados dois experimentos, um na segunda (Gaiola I, n = 9) e outro na 

terceira fase (Gaiola II, n = 9) e na Operação XXIV, também foi realizado um 

experimento na segunda (Gaiola III, n = 15) e outro na terceira fase (Gaiola IV, 

n = 15). Na Operação XXIII, devido às más condições climáticas, não foi 

possível realizar os experimentos com gaiolas.  Foram colocados de três a 

cinco peixes em cada gaiola e após 12 dias de exposição, estas foram 

resgatadas para a retirada dos animais e coleta do material biológico. Houve 

mortalidade ao final dos experimentos Gaiola I (um peixe do controle e outro do 

grupo Tanque), Gaiola II (um peixe do controle) e Gaiola III (três peixes do 

controle). 
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4.3.3 – Ensaio de micronúcleos e de outras anormali dades 

nucleares eritrocitárias 

 

Esta metodologia foi realizada durante a Operação XXIII (Bioensaios II 

a V) e Operação XXIV (Bioensaio VI, Gaiolas III e IV).  

Após o período de exposição, o sangue foi retirado do duto de Cuvier 

(Figura 5) com uma seringa de insulina e espalhado sobre uma lâmina de vidro 

limpa, com o auxílio de uma lamínula, para obtenção de esfregaços 

sangüíneos. Estes foram fixados em metanol absoluto por 10 minutos e secos 

ao ar. As lâminas, trazidas para São Paulo, foram coradas com Giemsa 10% 

por 40 minutos, codificadas, analisadas aleatoriamente e documentadas sob 

fotomicroscópio, com um aumento de 1000x. As informações sobre a 

morfologia nuclear foram identificadas de acordo com Carrasco e 

colaboradores (1990), modificado por Pacheco & Santos (1997). A que dá 

nome à técnica, Micronúcleo (Mn), apresenta-se como um pequeno corpo não-

refringente, de cor e forma semelhante ao do núcleo principal, porém com 

diâmetro entre 1/16 e 1/3 do mesmo. As outras anormalidades nucleares 

eritrocitárias (ANE) foram denominadas: Reniforme (R), que apresenta forma 

semelhante a um rim; Lobado (L), no qual o núcleo é dividido em lobos e 

Segmentado (S), que apresenta o núcleo separado por uma constrição, em 

partes não necessariamente do mesmo tamanho (Figura 6). Foram 

examinados 2000 eritrócitos em cada lâmina e os dados obtidos foram 

utilizados para calcular a freqüência (‰) de micronúcleos e de anormalidades 

nucleares encontradas, conforme as fórmulas: 

 

Freqüência de Mn = f(Mn) = Mn/2000 

Freqüência de R = f(R) = K/2000 

Freqüência de L = f(L) = L/2000 

Freqüência de S = f(S) = S/2000 

Freqüência de ANE = f(ANE) = (Mn+R+L+S)/2000 

 

onde: Mn, R, L e S = número de micronúcleos, reniformes, lobados e 

segmentados encontrados em 2000 eritrócitos examinados. 
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Quando possível, duas lâminas de cada indivíduo foram analisadas, 

seguindo o mesmo protocolo descrito e, em seguida, obtida a média entre as 

duas. 

 

4.3.4 – Histopatologia de brânquias e fígado de T. newnesi 

 

A coleta de amostras para a análise histopatológica foi realizada nas 

três Operações Antártica em estudo. As amostras de fígado foram obtidas, na 

Operação XXII, do Bioensaio I e das Gaiolas I e II; na Operação XXIII, do 

Bioensaio II e na Operação XXIV, do Bioensaio VI e da Gaiola III. O fígado dos 

peixes utilizados nestes experimentos foi dividido para a realização de análises 

enzimáticas, além das análises histopatológicas. As análises enzimáticas 

necessitavam de amostras de fígado de pelo menos 1 g. Quando o fígado dos 

peixes era muito pequeno (máximo 1 g), este foi totalmente separado para as 

análises enzimáticas. Deste modo, um peixe do grupo Tanque dos 

experimentos Bioensaio I e Bioensaio III e um peixe do grupo Esgoto da Gaiola 

III tiveram o fígado separado apenas para análises enzimáticas. As amostras 

de brânquia foram obtidas, na Operação XXII, da Gaiola I; na Operação XXIII, 

dos Bioensaios III, IV e V e na Operação XXIV, do Bioensaio VI e da Gaiola III.  

As amostras de fígados e brânquias foram coletadas e imediatamente 

fixadas em formalina 10% neutralizada em tampão fosfato 0,1 M, por 24 horas 

a 4 ºC. Após a fixação, o material foi transferido para álcool 70%, no qual ficou 

armazenado até o momento do processamento. No laboratório, em São Paulo, 

foram retirados os arcos branquiais, sob estereomicroscópio e com o auxílio de 

um micro-bisturi, a fim de separá-los das lamelas para facilitar a microtomia. Os 

fígados foram seccionados em amostras menores. O material passou por uma 

série alcoólica de concentrações crescentes até 95%, para desidratação e, em 

seguida, infiltrado com uma solução de historresina Leica® + etanol (1:1) por 4 

horas, na geladeira. Posteriormente, o material foi transferido para historresina 

de infiltração, no qual permaneceu sob refrigeração até o momento do 

emblocamento em historresina + endurecedor, segundo o protocolo do 

fabricante.  Secções de 2 µm de espessura foram obtidas no micrótomo Leica 

RM2155, do Laboratório de Endocrinologia de Peixes do Departamento de 

Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciências Biomédicas da 
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Universidade de São Paulo (ICB/USP). Para evidenciar as características 

morfológicas na estrutura dos órgãos, as secções histológicas foram 

submetidas à reação histoquímica com Azul de Toluidina e Fucsina básica e 

montadas em Permount. Na seqüência, algumas lâminas foram analisadas e 

os campos mais significativos tiveram suas imagens capturadas em 

fotomicroscópio Zeiss Axioskop acoplado à câmera digitalizadora Pixera (proj. 

FAPESP 98/14693-6), no Laboratório de Endocrinologia de Peixes do 

Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do ICB/USP. 

 

4.3.4.1 – Histoquímica do fígado 

 

 Além da coloração com Azul de Toluidina e Fucsina básica, outras 

técnicas histoquímicas foram aplicadas para evidenciar particularidades no 

fígado dos animais utilizados nos experimentos. 

 

a. Técnica do PAS (Ácido Periódico de Schiff) 

 

Esta técnica foi utilizada com a finalidade de evidenciar a presença de 

depósitos de glicogênio no órgão e a presença de mucopolissacarídeos no 

interior dos macrófagos. O ácido periódico tem a capacidade de oxidar as 

ligações carbono-carbono dos grupamentos 1-2 glicol, dos hidratos de carbono, 

produzindo aldeídos. O reagente de Schiff, por sua vez, reage com os aldeídos, 

produzindo um composto insolúvel de cor magenta.  

 

b. Método de Perls (Azul da Prússia) 

 

Este método é utilizado para verificar a ocorrência de pigmentos 

férricos no tecido. Neste trabalho, foi empregado para evidenciar a presença de 

hemosiderina, proveniente da degradação de eritrócitos no interior dos 

macrófagos. 
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c. Hematoxilina de Harris-Eosina 

 

A técnica da Hematoxilina-Eosina foi empregada, neste estudo, com a 

finalidade de evidenciar a presença do pigmento melanina no interior dos 

macrófagos. Este pigmento pode ser facilmente visualizado por esta técnica, 

que lhes confere coloração amarelo-amarronzada a marrom escuro.   

 

d. Rosenfeld 

 

Esta técnica foi utilizada para evidenciar a infiltração de leucócitos no 

parênquima hepático, característica de processo inflamatório. O método 

baseia-se na coloração diferencial dos leucócitos, permitindo sua identificação 

entre os demais tipos celulares presentes no tecido. 

 

4.3.4.2 – Protocolo para avaliação da poluição aquá tica 

 

 Bernet e colaboradores (1999), preocupados com a falta de consenso 

nos métodos de avaliação de lesões histopatológicas em peixes, propuseram 

um método de avaliação padronizado. Segundo estes autores, o método é 

aplicável a qualquer órgão, fornece uma quantificação padronizada, permite 

uma legítima comparação entre estudos diferentes e, com restrições, entre 

órgãos diferentes também.  

As alterações patológicas de cada órgão analisado são classificadas 

em cinco padrões de reação. Cada padrão inclui diversas alterações que 

consideram tanto as unidades funcionais do órgão como o órgão inteiro.  

Padrão de reação 1 (pr 1):  distúrbios circulatórios – resultam de uma 

condição patológica do fluxo de sangue e fluidos teciduais. Caracterizam-se 

por: 

1- Hemorragia/hiperemia/aneurisma – extravasamento de sangue dos 

vasos (hemorragia), congestão de sangue no órgão (hiperemia) e dilatações 

bem-delineadas de artérias (aneurisma). 

2- Edema intercelular – acúmulo excessivo de fluido tecidual 

extravasado do meio vascular. 
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Padrão de reação 2 (pr 2):  alterações regressivas – levam a uma 

redução funcional ou perda de um órgão. Inclui as seguintes alterações: 

1- Alterações na arquitetura e estrutura – alterações na estrutura do 

tecido assim como no formato e arranjo das células. 

2- Alterações no plasma – presença de gotículas de vários materiais, 

vacuolização lipídica, degeneração hialina. 

3- Depósitos – acúmulo de substâncias derivadas de processos 

degenerativos no interior das células.  

4- Alterações nucleares – alterações no formato nuclear e na estrutura 

da cromatina. 

5- Atrofia – redução no número e volume das células e/ou diminuição 

do volume extracelular. 

6- Necrose – alteração irreversível causada pela morte celular. 

Geralmente é reconhecida pelas alterações no núcleo da célula: picnose 

(núcleo encolhido e muito escuro), cariorrese (ruptura da membrana nuclear) e 

cariólise (hidrólise dos ácidos nucléicos; em peixes, aparece como faixas de 

cromatina com formato irregular). 

Padrão de reação 3 (pr 3):  alterações progressivas – provocam o 

aumento da atividade celular ou do tecido. As lesões são: 

1- Hipertrofia – aumento do volume celular ou do tecido. 

2- Hiperplasia – aumento da densidade populacional celular. 

Padrão de reação 4 (pr 4):  inflamação – geralmente está associado à 

migração de leucócitos para o meio extravascular ou a outro padrão de reação, 

como por exemplo o edema. Portanto, apenas são consideradas as seguintes 

lesões: 

1- Exsudato – fluido intersticial contendo uma alta concentração de 

proteínas e grande quantidade de restos celulares que extravasa dos vasos 

sangüíneos e linfáticos. 

2- Ativação do sistema reticuloendotelial (SRE) – hipertrofia de células 

endoteliais e macrófagos que margeiam pequenos vasos sangüíneos. 

3- Infiltração – invasão do tecido por leucócitos da circulação 

sangüínea. 

Padrão de reação 5 (pr 5):  tumor (neoplasma) – proliferação 

descontrolada de células e de tecido. Pode ser de dois tipos: 
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1- Benigno – células diferenciadas, porém parecidas com as normais, 

que substituem ou deslocam o tecido original. 

2- Maligno – células pouco diferenciadas, de rápida multiplicação, que 

invadem e destroem os tecidos. 

 Para a avaliação histológica, são utilizados dois parâmetros. O primeiro 

é o fator de importância (w) . Ele define a relevância de uma lesão, isto é, o 

quanto ela afeta a função do órgão e a capacidade de sobrevivência do peixe. 

A cada alteração descrita nos padrões de reação é atribuído um fator: 

 1- importância patológica mínima. A lesão é facilmente reversível ao fim 

da exposição à substância tóxica. 

 2- importância patológica moderada. A lesão é reversível, na maioria dos 

casos, se a exposição for interrompida. 

 3- importância patológica acentuada. A lesão é geralmente irreversível, 

levando à perda parcial ou total da função do órgão. 

 O segundo parâmetro é a pontuação (a) . A cada alteração é atribuído 

um valor, que varia de 0 a 6, dependendo do grau e extensão da lesão: (0) sem 

alteração, (1-2) ocorrência leve, (3-4) ocorrência moderada e (5-6) ocorrência 

severa. 

 Utilizando os fatores de importância e as pontuações, podem ser 

calculados quatro índices. 

 Quando apenas um órgão está sendo examinado, são aplicados os 

seguintes índices: 

 

 1 – Índice do órgão (I org ) – representa o grau de dano a um órgão. Um 

alto índice indica um alto grau de dano. 

 

I org = ∑ ∑ (a org pr alt x w org pr alt) 
                   pr  alt 

 

   onde: org = órgão (constante); pr = padrão de reação; alt = alteração; a 

= pontuação; w = fator de importância.  
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 2 – Índice de reação de um órgão (I org pr ) – indica a qualidade da lesão 

de um órgão. A soma dos cinco índices de reação de um órgão equivale ao 

índice do órgão (I org). 

 

I org pr = ∑ (a org pr alt x w org pr alt) 
                                                         alt 

     

 onde: org, pr = constante, (para abreviações, ver fórmula do índice do 

órgão). 

 

Se vários órgãos estiverem sendo estudados, mais dois índices podem 

ser calculados: 

 

 3 – Índice total (Tot-I)  – representa uma medida geral do estado de 

saúde, baseado nas alterações histológicas. 

 

Tot-I = ∑ ∑ ∑ (a org pr alt x w org pr alt) 
                                                       org  pr  alt 

 

(para abreviações, ver fórmula do índice do órgão). 

 

 4 – Índice de reação total (I pr) – indica a qualidade das lesões 

histológicas em todos os órgãos examinados de um único peixe.  

 

I pr = ∑ ∑ (a org pr alt x w org pr alt) 
                                                  org  alt 

 

onde: pr = constante, (para abreviações, ver fórmula do índice do 

órgão). 

 

 Baseado no trabalho de Bernet e colaboradores (1999), foi desenvolvido 

um quinto índice, o Índice do Glicogênio, para indicar a qualidade da reação 

histoquímica do PAS no fígado. 
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5 – Índice do glicogênio  (I gli ) 

 

I gli = a org pr alt x w org pr alt 

 

(para abreviações, ver fórmula do índice do órgão) 

 

 Após esta interpretação, foram desenvolvidas duas planilhas de trabalho 

a partir das quais procedeu-se a análise histopatológica das brânquias 

(Planilha 1) e do fígado (Planilha 2). Com a quantificação das lesões, foi 

possível aplicar uma análise estatística para comparar os índices.  

 

4.3.4.3 – Análise da densidade de macrófagos e de f ocos de 

células basofílicas  

 

 Os macrófagos e as células basofílicas foram submetidos à análise de 

densidade com o auxílio de uma lente ocular reticulada, com 1 mm2 de área 

total e 0,01 mm2 de área em cada quadrado. Foram analisados 15 campos, 

escolhidos aleatoriamente, nas lâminas contendo amostras de fígado de todos 

os peixes utilizados para a análise histopatológica. A análise foi realizada sob 

aumento de 40x e o número de macrófagos e o de células basofílicas foi 

apresentado em número/mm2.       

 

4.3.4.4 – Ultra-estrutura do fígado 

 

 Parte do fígado dos indivíduos utilizados nos experimentos Gaiola III e 

Bioensaio VI, realizados na segunda fase da Operação XXIV, foi preparado 

para análise de sua ultra-estrutura. O material foi fixado em glutaraldeído 2,5% 

em tampão fosfato salino (PBS), pH 7,4, no qual foi mantido, sob refrigeração, 

até o momento do processamento, no Laboratório de Endocrinologia de Peixes 

do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de 

Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB/USP). A inclusão do 

material seguiu o seguinte protocolo: 
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 Primeira etapa 

a. lavagem do material em tampão fosfato 0,1 M (3x de 5 min). 

b. pós-fixação com tetróxido de ósmio a 2% em tampão fosfato 0,2 M (1:1) 

por duas horas. 

c. lavagem em água destilada (3x de 3 min). 

d. banho em acetato de uranila (overnight). 

e. lavagem em água destilada (3x de 5 min). 

f. lavagem em álcool 70% (3x de 10 min). 

g. lavagem em álcool 95% (3x de 10 min). 

h. lavagem em álcool absoluto (4x de 15 min). 

i. lavagem em óxido de propileno (2x de 15 min). 

j. Infiltração em resina + óxido de propileno (1:1) por oito horas, em 

rotação lenta, em temperatura ambiente. 

 

 Segunda etapa 

a. infiltração em resina por cinco horas, em rotação, em temperatura 

ambiente. 

b. inclusão com disposição das amostras em moldes de silicone e 

acondicionamento em estufa a 60 ºC por três dias ou até polimerização. 

 

 Após a polimerização dos blocos, deu-se início à obtenção dos cortes 

finos, com 0,5 µm de espessura. Estas secções foram coradas com Azul de 

Toluidina e observadas em microscópio de luz para determinação dos locais a 

serem examinados no microscópio eletrônico de transmissão. Foram 

selecionados três exemplares de cada tratamento, de cada experimento, de 

acordo com as condições de preservação e qualidade do material, para 

representar as amostras. Em seguida, foram obtidos os cortes ultrafinos, de 

aproximadamente 70 nm de espessura, que foram montados em telas de ouro 

de 200 mesh e processados para o contraste (1 hora em acetato de uranila a 

2% em água destilada, lavagem em água destilada por 30 minutos e, a seguir, 

em citrato de chumbo 0,5% em água destilada). A observação, a análise e a 

documentação do material foram realizadas no Microscópio Eletrônico de 

Transmissão Jeol CX 100 do Departamento de Biologia Celular e do 
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Desenvolvimento do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 

Paulo (ICB/USP). 

 

 4.4 – Análise Estatística 

  

 Como já mencionado, alguns experimentos apresentaram mortalidade 

de indivíduos ao final do período de exposição ou tiveram que ter o material 

separado para outros tipos de análises, fazendo com que o número de 

indivíduos amostrados ficasse abaixo do limite para a realização de análises 

estatísticas. Nestes casos, foi calculada a média dos resultados obtidos em 

cada grupo experimental e a análise foi realizada por meio da comparação das 

médias. Entretanto, os gráficos dos resultados foram apresentados em 

medianas, pois o comportamento dos dados foi semelhante ao apresentado 

pelas médias. Para os experimentos com mais de três indivíduos por grupo a 

análise dos resultados foi realizada por meio de teste estatístico não-

paramétrico. Apesar do número baixo, os experimentos com apenas dois 

indivíduos em pelo menos um dos grupos também foram analisados 

estatisticamente. Desta forma, as medianas dos resultados das freqüências de 

micronúcleos e das anormalidades nucleares eritrocitárias e os índices de 

lesões histopatológicas de fígado e brânquias foram comparadas utilizando o 

teste Kruskal-Wallis. Quando ocorreram, as diferenças entre os grupos 

experimentais foram determinadas pelo teste a posteriori de Mann-Whitney 

(Statistica 5.0). Os resultados das contagens de macrófagos e de células 

basofílicas também foram comparados por Kruskal-Wallis e as diferenças entre 

os grupos foram determinadas pelo teste a posteriori de Dunn (BioEstat 3.0).  
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5 – Resultados 

  

 5.1 – Ensaio de micronúcleos e de outras anormalid ades nucleares 

eritrocitárias 

 

 Os esfregaços sangüíneos de T. newnesi apresentaram eritrócitos em 

diferentes fases de maturação, podendo ser reconhecidos claramente 

eritrócitos jovens e maduros. Os eritrócitos jovens apresentaram-se com 

formato circular, núcleo central também circular e citoplasma corado em tom 

azulado pela técnica utilizada. Os eritrócitos maduros apresentaram formato 

elíptico, núcleo central ovalado e citoplasma corado de rosa pelo corante 

Giemsa. Leucócitos também foram observados nos esfregaços durante as 

análises, mas não foram utilizadas como parâmetro de avaliação de efeito de 

poluentes, neste estudo.  

 A contagem de micronúcleos e de outras anormalidades nucleares 

eritrocitárias foi efetuada apenas nos eritrócitos maduros da circulação 

periférica. A presença dessas lesões nucleares foi verificada em todos os 

tratamentos, inclusive nos controles.  

 Os resultados dos bioensaios realizados na Operação XXIII podem ser 

observados nas figuras 7 e 8. Não houve diferença significativa na freqüência 

de ANE e dos outros parâmetros analisados (Mn, R, L e S) entre o controle e 

os grupos expostos à água coletada diante dos tanques de armazenamento de 

combustível e da saída de esgoto em nenhum dos quatro bioensaios realizados 

durante as duas fases de verão desta Operação. Os peixes expostos à água 

coletada diante dos tanques também não apresentaram freqüência de ANE e 

dos outros parâmetros significativamente diferente dos peixes expostos à água 

da saída de esgoto. Do ponto de vista descritivo, o grupo controle do Bioensaio 

II apresentou maior freqüência de Mn em relação aos grupos expostos. Isso 

pode ser atribuído ao fato de um indivíduo ter apresentado freqüência de Mn 

maior do que os outros indivíduos do grupo. O grupo Esgoto apresentou 

freqüência de R maior do que a dos grupos controle e Tanque e freqüência de 

Mn maior do que a do grupo Tanque. No Bioensaio III, a alta freqüência de 

ANE do grupo controle deveu-se a uma alta freqüência de R de um dos 

indivíduos do grupo. Apesar disso, foi possível notar que as freqüências de 
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ANE e dos outros parâmetros do grupo Tanque foram maiores do que as do 

grupo Esgoto, invertendo a situação do experimento anterior. No Bioensaio IV, 

os grupos Tanque e Esgoto apresentaram freqüências de todos os parâmetros 

maiores que as do grupo controle, principalmente do parâmetro R. A maior 

freqüência de ANE do grupo Tanque em relação ao grupo Esgoto pode ser 

devido a uma maior freqüência do parâmetro S, embora apenas dois indivíduos 

tenham sido amostrados no grupo Tanque, um a menos que no grupo Esgoto. 

No Bioensaio V, o grupo Esgoto apresentou freqüência de R maior do que a do 

controle e do grupo Tanque, porém isso provavelmente ocorreu devido a uma 

grande variação individual, na qual um dos exemplares do grupo apresentou 

alta freqüência de R. No parâmetro ANE, o grupo Esgoto também apresentou 

freqüência maior do que a do grupo Tanque, porém, muito próxima da do 

controle. 

  Na Operação XXIV não houve diferença significativa na freqüência de 

ANE e dos outros parâmetros entre o controle e os tratamentos, tanto no 

bioensaio como nos experimentos in situ. Os resultados desses experimentos 

podem ser observados na figura 9. No Bioensaio VI, os grupos expostos 

apresentaram freqüências de ANE e dos outros parâmetros maiores do que as 

do grupo controle, enquanto que o grupo Esgoto apresentou freqüência de 

ANE maior que a do grupo Tanque. Esta diferença deveu-se à variação 

individual, na qual as freqüências de L e R de um dos indivíduos do grupo 

foram maiores que as dos outros exemplares. Na Gaiola III, o grupo controle 

apresentou freqüência de ANE maior que a dos grupos expostos. Isso ocorreu 

principalmente devido ao pequeno número de indivíduos amostrados; apenas 

dois, enquanto que nos outros grupos foram amostrados cinco indivíduos de 

cada. Apesar disso, observou-se, neste experimento, que o grupo Esgoto 

apresentou freqüências de anormalidades nucleares maiores do que as do 

grupo Tanque. Na Gaiola IV, os grupos expostos apresentaram freqüências de 

anormalidades maiores do que as do grupo controle, embora as freqüências de 

todas as anormalidades nucleares deste grupo tenham sido bem próximas às 

dos grupos expostos. Novamente, o grupo Esgoto apresentou freqüência de 

anormalidades nucleares, principalmente do parâmetro R, maior do que os 

grupos controle e Tanque.   
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 Comparando os resultados das freqüências de todos os parâmetros 

analisados entre os quatro bioensaios realizados na Operação XXIII, observou-

se que entre os grupos controle não houve diferenças significativas. Entretanto, 

houve diferença significativa na freqüência de Mn dos grupos expostos à água 

coletada diante dos tanques de combustível entre os Bioensaios II e IV (p < 

0,05), entre os Bioensaios II e V (p < 0,05) e entre os Bioensaios III e V (p < 

0,05). A freqüência de Mn dos grupos expostos à água coletada diante da 

saída de esgoto também foi significativamente diferente entre os Bioensaios II 

e IV (p < 0,05) e entre os Bioensaios II e V (p < 0,05) (Tabela 1). 

 Entre os experimentos in situ, da Operação XXIV, não houve 

diferenças significativas nas freqüências dos parâmetros analisados entre os 

grupos controles e nem entre os grupos expostos à água da saída de esgoto. 

Porém, nos grupos expostos à água coletada diante dos tanques, houve 

diferença significativa na freqüência de ANE (p < 0,01) e de R (p < 0,01) 

(Tabela 2).  

 Fazendo uma comparação interanual entre os bioensaios da Operação 

XXIII e o bioensaio realizado na Operação XXIV, não foi observada diferença 

significativa na freqüência de nenhum dos parâmetros entre os grupos controle 

e nem entre os grupos expostos à água coletada diante dos tanques. 

Entretanto, nos grupos expostos à água da saída de esgoto, verificou-se uma 

diferença significativa na freqüência de Mn entre o Bioensaio V, da Operação 

XXIII e o Bioensaio VI, da Operação XXIV (p < 0,05) (Tabela 1). 

   

 5.2 – Histopatologia de brânquias e fígado de T. newnesi 

 

 As lesões histopatológicas observadas nas brânquias e fígado de T. 

newnesi estão apresentadas nas Tabelas 3, 4 e 5.  

 

 5.2.1 – Histopatologia das brânquias  

 

 Na Operação XXII, apenas os peixes utilizados no experimento 

Gaiola I tiveram suas brânquias retiradas para a análise histopatológica, 

lembrando que um peixe do controle e outro do grupo Tanque morreram antes 

do término do experimento. As amostras de brânquias dos peixes do grupo 



 26 

controle apresentaram hipertrofia do epitélio respiratório e alargamento do vaso 

periférico da lamela secundária, uma condição denominada telangiectasia 

lamelar. O descolamento do epitélio respiratório foi também observado em 

menor quantidade. As amostras de brânquias dos peixes do grupo exposto ao 

esgoto também apresentaram hipertrofia do epitélio respiratório e telangiectasia 

lamelar. Verificou-se, em um dos peixes amostrados, a hiperplasia das células 

interlamelares. A hiperplasia é uma condição na qual ocorre o aumento da 

proliferação de uma população de células, podendo afetar a função e 

arquitetura do tecido enquanto que a hipertrofia é uma condição na qual ocorre 

o aumento do tamanho celular, podendo resultar no aumento do órgão ou 

tecido. Nas amostras branquiais do grupo exposto à água diante dos tanques 

foram observadas a hipertrofia do epitélio respiratório e telangiectasia lamelar. 

A análise semiquantitativa, segundo Bernet e colaboradores (1999), pode ser 

observada na figura 10. Foi calculado o Índice do órgão (I org) de cada peixe 

analisado, o qual representa o grau de dano a um determinado órgão. Os 

Índices da brânquia (I brq) dos animais do grupo controle foram 4 e 6, os do 

grupo Esgoto variaram de 1 a 5 e os do grupo Tanque foram 5 e 7. Pela análise 

das médias, o controle e o grupo Tanque apresentaram índice maior do que o 

grupo Esgoto, porém, pelo teste estatístico, não houve diferença significativa 

entre os grupos. 

Nos bioensaios realizados durante a Operação XXIII, as alterações 

mais expressivas, observadas nas amostras de brânquias dos peixes dos 

grupos controles, foram descamação do epitélio, telangiectasia lamelar e 

hipertrofia. Nas amostras dos grupos expostos ao esgoto, as alterações mais 

freqüentes também foram hipertrofia do epitélio respiratório, telangiectasia 

lamelar e descamação do epitélio. Em menor quantidade, foi observado o 

descolamento do epitélio, infiltração de leucócitos no epitélio da lamela 

secundária, fusão das extremidades de lamelas secundárias e edema. Nas 

amostras branquiais dos peixes dos grupos expostos à água diante dos 

tanques, as alterações principais foram hipertrofia e descamação do epitélio 

respiratório. Além disso, observou-se também, em alguns casos, o 

descolamento do epitélio da lamela secundária, infiltração de leucócitos, 

telangiectasia lamelar e fusão das extremidades de lamelas secundárias. No 

Bioensaio III, os Índices da brânquia do grupo controle variaram de 1 a 8, os do 
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grupo Esgoto variaram de 2 a 10 e os do grupo Tanque, de 3 a 4 (Figura 11). 

No Bioensaio IV, os Índices da brânquia do grupo controle variaram de 3 a 7, 

os do grupo Esgoto, de 3 a 5 e os do grupo Tanque foram 2 e 4 (um peixe do 

grupo morreu) (Figura 12). No Bioensaio V, os Índices da brânquia do grupo 

controle variaram de 0 a 3, os do grupo Esgoto variaram de 1 a 4 e os do grupo 

Tanque, de 2 a 5 (Figura 13). Não foi verificada diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos nos bioensaios III e V. Contudo, no Bioensaio V, 

os grupos expostos apresentaram índices maiores do que o controle e o grupo 

Esgoto apresentou índice maior do que o grupo Tanque. Pela análise das 

médias do Bioensaio IV, o grupo controle apresentou índice maior do que os 

grupos expostos, porém, o grupo Esgoto apresentou índice maior do que o 

grupo Tanque. Apesar disso, o teste estatístico não apresentou diferenças 

significativas entre os grupos. 

Os peixes do grupo controle do experimento Gaiola III (n = 2), da 

Operação XXIV, apresentaram amostras branquiais contendo muitas 

alterações (Figura 14 A e B). Hipertrofia e descolamento foram as lesões mais 

evidentes, porém, verificou-se também a presença de descamação, 

telangiectasia lamelar e hiperplasia de células interlamelares. Foi observada 

em algumas lamelas secundárias a necrose do epitélio respiratório, 

representada pela degeneração do epitélio dessas lamelas. Nas amostras dos 

animais do grupo exposto ao esgoto, observou-se principalmente a hipertrofia e 

o descolamento do epitélio da lamela secundária, mas alterações como fusão 

de extremidades de lamelas secundárias (Figura 14 C) e hiperplasia de células 

interlamelares também foram observadas. Um dos peixes deste grupo 

apresentou necrose do epitélio respiratório. No grupo exposto à água diante 

dos tanques, a lesão mais encontrada nas amostras foi a hipertrofia enquanto 

que telangiectasia lamelar, fusão das extremidades de lamelas secundárias, 

descamação (Figura 14 D) e hiperplasia de células interlamelares apareceram 

em menor quantidade. Os Índices da brânquia do grupo controle foram 10 e 20, 

os do grupo Esgoto variaram de 3 a 7 e os do grupo Tanque, de 0 a 6 (Figura 

15). Pela análise das médias, o grupo controle apresentou índice maior do que 

os outros grupos e o grupo Esgoto, maior do que o grupo Tanque. Segundo o 

teste estatístico Kruskal-Wallis, houve diferença significativa entre o controle e 

os dois tratamentos (p < 0,05), porém, no teste a posteriori de Mann-Whitney 
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essa diferença não foi observada (p = 0,050708), embora possa ser 

considerada significativa pelo fato do valor de “p” ser muito próximo a 0,05. 

No Bioensaio VI, a amostra de um dos peixes do grupo controle não 

apresentou alterações branquiais (Figura 17 A) e a do outro apresentou 

hiperplasia de células interlamelares e fusão das extremidades de lamelas 

secundárias. A amostra do terceiro peixe do controle foi perdida durante o 

processamento. Nas amostras do grupo exposto ao esgoto, foi observada 

principalmente a hipertrofia. Porém, também houve descamação do epitélio, 

telangiectasia e hiperplasia (Figura 17 B). As alterações mais evidentes, nas 

amostras do grupo exposto à água diante dos tanques, foram a hipertrofia e a 

telangiectasia lamelar (Figura 17 C). Contudo, foram observadas também 

descamação e hiperplasia de células interlamelares. Os Índices de brânquia do 

grupo controle foram 0 e 8, os do grupo Esgoto variaram de 3 a 5 e os do grupo 

Tanque, de 2 a 4 (Figura 16). Pela análise das médias, o controle apresentou 

índice maior do que os grupos expostos e o grupo Esgoto apresentou índice 

maior do que o grupo Tanque, porém, não houve diferença estatisticamente 

significativa dos Índices da brânquia entre os grupos.  

Comparando os resultados de dois anos de amostragem de 

experimentos com as gaiolas, os da Gaiola I, da Operação XXII, com os da 

Gaiola III, da Operação XXIV, não foi verificada diferença significativa entre os 

Índices da brânquia em nenhum dos grupos (Tabela 6). Entre os bioensaios 

realizados na Operação XXIII e XXIV, também não houve diferença interanual 

significativa entre os grupos (Tabela 7).   

 

5.2.2 – Histopatologia do fígado 

         

 As amostras dos grupos controles dos experimentos Gaiola I (n = 2) e 

Gaiola II (n = 3) realizadas na Operação XXII apresentaram um fígado 

contendo grande quantidade de gotículas lipídicas no citoplasma dos 

hepatócitos, além da presença de células fagocitárias (macrófagos) fortemente 

coradas e focos de células basofílicas. Foram observadas também, em alguns 

animais, a congestão dos vasos sangüíneos e alterações na morfologia nuclear 

dos hepatócitos. Na amostra dos grupos expostos à água da saída do esgoto 

foi verificada a presença de grande quantidade de inclusões lipídicas, sob a 
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forma de vacúolos arredondados e bem delimitados, no interior dos 

hepatócitos. Já os macrófagos apresentaram o citoplasma com variedades na 

intensidade da reação histoquímica, indicando fases diferenciadas do processo 

de digestão intracelular. Foram também observados focos de necrose e de 

células basofílicas, congestão de vasos sangüíneos e alterações na morfologia 

nuclear dos hepatócitos em alguns dos animais. No parênquima das amostras 

dos grupos expostos à água da frente dos tanques (Gaiola I, n = 2 e Gaiola II, n 

= 4) foram observados hepatócitos com grande quantidade de inclusões 

lipídicas, semelhantemente ao observado nos animais dos demais grupos. 

Além disso, foram observadas células de atividade fagocitária, focos de células 

basofílicas, congestão de vasos e alterações na morfologia nuclear dos 

hepatócitos. O Índice do fígado (I fig) foi calculado para cada peixe analisado. 

No experimento de Gaiola I, os Índices do grupo controle foram 11 e 7, os do 

grupo Esgoto variaram de 8 a 11 e os do grupo Tanque foram igual a 5. Pela 

análise das médias, o grupo Esgoto apresentou índice maior do que o controle 

e do que o grupo Tanque (Figura 18). No experimento de Gaiola II, os Índices 

do grupo controle variaram de 2 a 11, os do grupo Esgoto, de 7 a 13 e os do 

grupo Tanque variaram de 3 a 11 (Figura 19). O controle apresentou índice 

menor do que os grupos expostos e o grupo Tanque apresentou índice maior 

do que o grupo Esgoto. Entretanto, não houve diferenças estatisticamente 

significativas dos Índices do fígado entre os grupos em ambos os experimentos 

in situ.      

 No Bioensaio I, as amostras do grupo controle apresentaram menor 

ocorrência de vacuolizações lipídicas e grandes focos de células basofílicas. 

Não houve a ocorrência de macrófagos em atividade fagocitária. Nas amostras 

do grupo exposto à água da saída do esgoto, foram verificados uma grande 

quantidade de inclusões lipídicas e focos de células basofílicas. Em uma das 

amostras foi observada a presença de células fagocitárias. No grupo exposto à 

água da frente dos tanques (n = 2), uma das amostras de fígado apresentou 

grande quantidade de inclusões lipídicas e células basofílicas enquanto a outra 

não apresentou nenhum tipo de lesão hepática. Os Índices do fígado do grupo 

controle variaram de 0 a 6, os do grupo Esgoto, de 3 a 5 e os do grupo Tanque 

foram 0 e 6 (Figura 20). Pela análise das médias, os grupos Esgoto e Tanque 

apresentaram índice maior do que o controle e o grupo Esgoto apresentou 
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índice maior do que o grupo Tanque. Também não foi observada diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos.   

Na Operação XXIII, foram obtidas amostras hepáticas apenas dos 

peixes do Bioensaio III. Os fígados dos peixes amostrados apresentaram 

características muito parecidas às observadas anteriormente. Contudo, não foi 

verificada a presença de células fagocitárias em nenhum grupo. Nas amostras 

do grupo controle, os hepatócitos apresentaram grande quantidade de 

vacuolizações lipídicas, alterações na morfologia nuclear dos hepatócitos, além 

de focos de necrose. Nas amostras do grupo exposto ao esgoto, também foi 

observada a ocorrência de gotículas lipídicas no interior dos hepatócitos de 

quase todos os peixes analisados. Em um dos peixes do grupo foi verificada 

ainda a congestão dos vasos sangüíneos. Na região próxima ao sinusóide, 

observou-se a presença de células parenquimais com citoplasma basófilo e 

núcleos com a cromatina densa e fortemente corada. Na exposição à água 

diante dos tanques (n = 3), as amostras de fígado apresentaram parênquima 

sem alterações, porém, em algumas regiões, foram observadas células 

parenquimais agrupadas e dispersas, com citoplasma fortemente basófilo, 

contendo vacúolos claros e núcleos bem corados, maiores que os dos 

hepatócitos circundantes. Em um dos exemplares, foi observada também a 

congestão dos vasos sangüíneos. Os índices do fígado do grupo controle 

variaram de 1 a 13, os do grupo Esgoto, de 0 a 7 e os do grupo Tanque, de 0 a 

5 (Figura 21). O grupo controle apresentou índice maior do que os grupos 

expostos, porém, o grupo Esgoto apresentou índice maior do que o grupo 

Tanque. Contudo, não houve diferença estatisticamente significativa dos 

Índices entre os grupos.  

Os peixes do grupo controle do experimento de Gaiola III, amostrados 

na Operação XXIV, apresentaram um fígado contendo muitas inclusões 

lipídicas, além de células fagocitárias e focos de células com citoplasma 

basófilo (Figura 24 A). Durante o experimento, houve a mortalidade da maioria 

dos peixes deste grupo, restando apenas dois indivíduos para a amostragem. 

Foram observados focos de necrose na amostra de fígado de um dos 

exemplares (Figura 24 B) e alterações na morfologia nuclear dos hepatócitos 

do outro, além das outras alterações mencionadas. Nas amostras do grupo 

exposto ao esgoto (n = 4), foram observadas alterações semelhantes ao do 
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grupo controle (Figura 24 C), porém, em uma amostra foi também verificada a 

congestão dos vasos sangüíneos. Nas amostras dos animais expostos à água 

diante dos tanques, os fígados apresentaram um parênquima mais 

homogêneo, com moderada presença de inclusões lipídicas e de células 

fagocitárias. Focos de células basofílicas foram observadas em todos os 

grupos (Figura 24 D). Os Índices do fígado do grupo controle foram 8 e 11, os 

do grupo Esgoto variaram de 4 a 15 e os do grupo Tanque, de 1 a 8 (Figura 

22). Pela análise das médias, o controle apresentou índice maior do que os 

outros grupos, porém, o grupo Esgoto apresentou índice maior do que o grupo 

Tanque. Pelo teste estatístico, entretanto, não houve diferença significativa dos 

Índices entre os grupos.  

Os peixes do Bioensaio VI apresentaram, de uma maneira geral, um 

parênquima hepático sem alterações, em todos os grupos (Figura 25). Nas 

amostras do grupo exposto ao esgoto, notou-se pouca vacuolização nos 

hepatócitos e presença moderada de células basofílicas. Uma amostra 

apresentou também a congestão dos vasos sangüíneos. Não foi observada a 

presença de macrófagos em atividade fagocitária em nenhum dos grupos. Os 

Índices do fígado do grupo controle foram iguais a 0, os do grupo Esgoto 

variaram de 2 a 6 e os do grupo Tanque, de 0 a 1 (Figura 23). O controle 

apresentou índice menor do que os grupos expostos e o grupo Esgoto 

apresentou índice maior do que o grupo Tanque. Houve diferença significativa 

entre os Índices dos grupos controle e Esgoto (p < 0,05) e entre os Índices dos 

grupos Esgoto e Tanque (p < 0,05).  

  Fazendo uma comparação interanual dos dados obtidos com os 

experimentos com gaiolas, durante as Operações XXII e XXIV, não houve 

diferença significativa entre os Índices do fígado em nenhum dos grupos 

analisados (Tabela 8). Entre os bioensaios realizados nas Operações XXII, 

XXIII e XXIV, houve diferença significativa apenas entre os Índices dos grupos 

controle dos Bioensaios III e VI (Tabela 9). 

 

5.2.2.1 – Histoquímica do fígado   

 

A coloração pela técnica histoquímica do PAS evidenciou a presença 

de grânulos de glicogênio no interior dos hepatócitos. O glicogênio é um 
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polissacarídeo armazenado nas células hepáticas como reserva energética. De 

maneira semelhante à utilizada para calcular o Índice do órgão, foi obtido o 

Índice do glicogênio, modificado de Bernet e colaboradores (1999). Os 

resultados sobre os Índices do glicogênio dos experimentos in situ são 

apresentados na figura 26 e os resultados dos bioensaios, na figura 27. Nos 

experimentos realizados na Operação XXII, os grupos controle das Gaiolas I e 

II e do Bioensaio I não apresentaram reação ao PAS, assim como os grupos 

Esgoto e Tanque do experimento Gaiola II. Os Índices do glicogênio do 

experimento Gaiola I foram iguais a 0 no grupo controle e iguais a 0 e 1 tanto 

no grupo Esgoto como no grupo Tanque. Pela análise das médias, o grupo 

controle apresentou índice menor do que os grupos expostos e o grupo Esgoto 

apresentou índice maior do que o grupo Tanque. No Bioensaio I, os Índices 

foram 0 e 2, no grupo controle, 0 e 1, no grupo Esgoto e 1 e 2, no grupo 

Tanque. Pela análise das médias, o grupo Tanque apresentou índice maior do 

que os outros grupos. Na Gaiola II, os Índices foram 0 e 1, no grupo controle e 

0 nos outros grupos. No Bioensaio III, realizado na Operação XXIII, o grupo 

controle apresentou reação ao PAS mais intensa que os grupos Esgoto e 

Tanque. Os Índices do glicogênio variaram de 1 a 3, no grupo controle, de 0 a 

3, no grupo Esgoto e de 0 a 1, no grupo Tanque. No Bioensaio VI e na Gaiola 

III, o grupo controle também apresentou reação mais intensa que os outros 

grupos. Os Índices do Bioensaio VI variaram de 2 a 4, no grupo controle, no 

grupo Esgoto foram 0 e 5 e no grupo Tanque, 0 e 3. Na Gaiola III, os Índices 

foram 4 e 5 , no controle, variaram de 3 a 5, no grupo Esgoto e no grupo 

Tanque foram 0 e 3. Pela análise das médias, o controle apresentou o maior 

índice, porém, o grupo Esgoto apresentou índice maior do que o grupo Tanque. 

Os experimentos in situ e os bioensaios realizados durante as Operações XXII 

e XXIII e o Bioensaio 6, da Operação XXIV não apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas dos Índices do glicogênio entre os grupos. 

Entretanto, no experimento Gaiola 3, realizado na Operação XXIV, houve 

diferença significativa dos Índices do glicogênio entre o controle e o grupo 

Tanque (p < 0,05). O material fagocitado, contido nos macrófagos do 

parênquima hepático dos peixes, não apresentou reação positiva ao PAS em 

nenhum dos experimentos.      



 33 

A coloração pela técnica de Perls evidenciou a presença de pigmentos 

férricos dispersos no fígado, contudo não os evidenciou no interior dos 

macrófagos. Da mesma maneira, a coloração com Hematoxilina e Eosina não 

demonstrou a presença de melanina nos macrófagos.  

A coloração com Rosenfeld visava evidenciar a presença de infiltrações 

de leucócitos no interior do parênquima hepático. Entretanto, não foram 

observados infiltrados de leucócitos em nenhuma das amostras hepáticas 

analisadas, indicando a ausência de focos inflamatórios no tecido. 

 

 5.2.2.2 – Análise da densidade de macrófagos e de f ocos de células 

basofílicas 

 

 A análise das lâminas de fígado dos animais utilizados nos experimentos 

in situ e nos bioensaios apresentou um resultado interessante. A presença de 

células fagocíticas em atividade foi verificada principalmente no material obtido 

dos peixes expostos nas gaiolas, em todos os tratamentos, inclusive nos 

controles, exceto no Bioensaio I, da Operação XXII, no qual foi verificada a 

presença dessas células, porém com uma densidade muito baixa, sendo 

observadas apenas no grupo Esgoto. Estas células apresentaram-se como 

grandes manchas ou vacúolos contendo material celular fagocitado.   

Os resultados da análise da densidade de macrófagos podem ser 

observados na figura 28. Houve diferença estatisticamente significativa na 

quantidade de macrófagos somente entre o controle e o grupo exposto á água 

coletada diante dos tanques no experimento de Gaiola I, da Operação XXII (p < 

0,05).  

Fazendo uma comparação interanual, observou-se uma diferença 

significativa na quantidade de células fagocíticas entre o controle da Gaiola I, 

da Operação XXII e da Gaiola III, da Operação XXIV. Houve também diferença 

significativa na quantidade de macrófagos entre os grupos Esgoto da Gaiola II, 

da Operação XXII e da Gaiola III, da Operação XXIV (Tabela 10).   

Focos de células basofílicas foram observados em todos os espécimes 

analisados, de todos os experimentos, tanto in situ como nos bioensaios. 

Todos os tratamentos apresentaram essas células, inclusive os controles. As 

células basofílicas apresentaram-se agrupadas em focos de maior ou menor 
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extensão e também isoladas. Ao microscópio de luz, observou-se um formato 

irregular dessas células, núcleo muitas vezes também irregular, fortemente 

basófilo, porém com nucléolo evidente e citoplasma basófilo e vacuolizado. Os 

resultados da análise da densidade de células basofílicas podem ser 

observados na figura 29. De acordo com o teste estatístico não-paramétrico 

Kruskal-Wallis, houve diferença significativa na quantidade de células 

basofílicas no Bioensaio I (p < 0,05). Porém, o teste a posteriori de Dunn não 

evidenciou a diferença entre os grupos. No Bioensaio III, houve diferença 

significativa na quantidade de células basofílicas entre o controle e os grupos 

expostos à água coletada diante da saída de esgoto e dos tanques de 

combustível (p < 0,05). No Bioensaio VI, realizado na Operação XXIV, não foi 

observada diferença significativa na quantidade de células basofílicas entre os 

grupos. 

Nos experimentos in situ da Operação XXII, somente na Gaiola I houve 

diferença significativa na quantidade de células basofílicas, de acordo com o 

teste estatístico Kruskal-Wallis (p < 0,05). Contudo, o teste a posteriori de Dunn 

não evidenciou essa diferença. No experimento de Gaiola III, realizado na 

Operação XXIV, foi observada diferença significativa na quantidade de células 

basofílicas entre os peixes expostos à água coletada diante da saída de esgoto 

e os peixes expostos à água coletada diante dos tanques de combustível (p < 

0,05).  

Na comparação interanual dos bioensaios, houve diferença significativa 

na quantidade de células basofílicas dos animais expostos à água coletada 

diante da saída de esgoto entre os Bioensaios I e III (p < 0,05), das Operações 

XXII e XXIII, respectivamente. Houve, também, diferença significativa na 

quantidade de células basofílicas dos peixes expostos à água coletada diante 

dos tanques de combustível entre os Bioensaios I e VI (p < 0,05), das 

Operações XXII e XXIV, respectivamente e entre os Bioensaios III e VI (p < 

0,05), das Operações XXIII e XXIV, respectivamente (Tabela 11). 

A comparação interanual dos experimentos in situ apresentou diferença 

significativa na quantidade de células basofílicas dos animais expostos à água 

coletada diante da saída de esgoto entre as Gaiolas II e III (p < 0,05), das 

Operações XXII e XXIV, respectivamente. No grupo dos peixes expostos à 

água coletada diante dos tanques de combustível foi observada diferença 
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significativa na quantidade de células basofílicas entre as Gaiolas I e II (p < 

0,05), da Operação XXII e entre as Gaiolas II e III (p < 0,05), das Operações 

XXII e XXIV, respectivamente (Tabela 12). 

 

5.2.2.3 – Ultra-estrutura do fígado  

 

 A análise ultra-estrutural do fígado de T. newnesi foi realizada em 

apenas um animal de cada grupo experimental do Bioensaio VI e da Gaiola III, 

realizados na segunda fase da Operação XXIV. Foram escolhidas as amostras 

que estavam melhor conservadas e que apresentavam todas as características 

descritas na microscopia de luz, a fim de complementar esta análise com 

detalhes mais refinados. 

 O espécime do grupo controle, da Gaiola III, apresentou uma amostra 

contendo hepatócitos com o citoplasma alterado (Figura 30 A). Foram 

observados lisossomos secundários, no interior dos quais foi possível observar 

figuras de mielina (Figura 30 B), resultantes da degeneração de organelas 

celulares membranosas e cisternas de retículo endoplasmático liso (Figura 30 

C), cuja função, entre outras, é fazer a desintoxicação do fígado. Foi observada 

também uma grande quantidade de retículo endoplasmático rugoso. Os 

macrófagos apresentaram grande quantidade de lisossomos primários e 

secundários (Figura 30 D), indicando uma alta atividade fagocítica, 

representada também pela presença de figuras de mielina. As células 

basofílicas apresentaram alta eletrondensidade, formato poligonal, núcleo 

periférico e muitas inclusões no citoplasma. A amostra do grupo Esgoto 

apresentou hepatócitos com formato poligonal, núcleo esférico e central, com 

cromatina frouxa e nucléolo bem evidente. O citoplasma apresentou grande 

quantidade de retículo endoplasmático rugoso e vacúolos eletronlúcidos. Foi 

observada a presença de células poligonais eletrondensas bastante 

vacuolizadas e com muito retículo endoplasmático rugoso (Figura 30 E). No 

grupo Tanque, foram observados hepatócitos contendo muitas inclusões de 

variada eletrondensidade no citoplasma (Figura 30 F). As células eletrondensas 

também apresentaram grande vacuolização citoplasmática. Foram observados 

macrófagos contendo grande quantidade de lisossomos e figuras de mielina.  
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Na análise das amostras do grupo controle, do Bioensaio VI, foi 

possível confirmar a estrutura mais preservada do parênquima hepático, como 

observado na microscopia de luz. Foram observados hepatócitos com 

citoplasma homogêneo, contendo muitas mitocôndrias e poucas vacuolizações 

lipídicas, núcleo arredondado e central, pouca quantidade de heterocromatina, 

geralmente associada à carioteca e também dispersa entre a eucromatina, e 

nucléolo grande localizado no centro do núcleo (Figura 31 A). Nas amostras 

dos grupos Esgoto e Tanque foram observadas as mesmas características que 

as do grupo controle, entretanto, foram bastante evidentes focos de células 

eletrondensas, no interior das quais foi possível observar grande quantidade de 

retículo endoplasmático rugoso, no grupo Esgoto (Figura 31 B) e inclusões de 

variada eletrondensidade no citoplasma dos hepatócitos, no grupo Tanque 

(Figura 31 C).  

 

5.2.3 – Índice total (Tot-I) 

 

O Índice total é uma medida que representa o estado geral de saúde 

do organismo baseado nas alterações histológicas. É calculado pela somatória 

de todas as alterações, de todos os padrões de reação, de todos os órgãos 

analisados de um organismo.  

Todos os espécimes utilizados nos experimentos, in situ ou bioensaios, 

dos quais amostras de brânquias e fígado foram coletadas tiveram o Índice 

total calculado (Gaiola I, Bioensaio III, Gaiola III e Bioensaio VI).  

Os resultados dos Índices totais dos experimentos in situ e bioensaios 

podem ser vistos na figura 32. Os Índices totais do grupo controle do 

experimento Gaiola I, realizado durante a Operação XXII, foram 13 e 15, os do 

grupo Esgoto variaram de 9 a 16 e os do grupo Tanque foram 10 e 12. Pela 

análise das médias, o grupo controle apresentou índice maior do que os grupos 

expostos, porém, o grupo Esgoto apresentou índice maior do que o grupo 

Tanque. Os Índices totais do grupo controle do Bioensaio III, realizado na 

Operação XXIII, variaram de 9 a 15, os do grupo Esgoto, de 2 a 13 e os do 

grupo Tanque, de 4 a 9. Apesar de não ter havido diferença estatística, o grupo 

controle apresentou índice maior do que os grupos expostos e o grupo Esgoto, 

maior do que o grupo Tanque. No experimento Gaiola III, da Operação XXIV, 
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os Índices totais, para o grupo controle foram 18 e 31, para o grupo Esgoto, os 

Índices variaram de 9 a 21 e para o grupo Tanque, variaram de 1 a 12. Pela 

análise das médias, o controle também apresentou o maior índice, seguido do 

grupo Esgoto. No Bioensaio VI, os Índices totais do grupo controle foram 0 e 8, 

os do grupo Esgoto variaram de 5 a 9 e os do grupo Tanque, de 3 a 5. Pela 

análise das médias, o grupo Esgoto apresentou índice maior do que os outros 

grupos. Pelo teste estatístico, não foi verificada diferença significativa dos 

índices entre os grupos em nenhum dos experimentos. 

A comparação interanual entre os experimentos Gaiola I e Gaiola III 

não apresentou diferença estatisticamente significativa dos Índices totais entre 

os grupos controle, Esgoto e Tanque (Tabela 13), assim como nos Bioensaios 

III e VI (Tabela 14). 
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6 – Discussão 

  

 No presente estudo, foram analisados o potencial genotóxico das 

águas coletadas diante dos tanques de armazenamento de combustível e da 

saída de esgoto da EACF e as lesões histopatológicas resultantes da 

exposição a essas águas utilizando peixes da espécie Trematomus newnesi 

como bioindicadores. Foram realizados dois tipos de abordagem: experimentos 

em laboratório, por meio de bioensaios, e experimentos in situ, utilizando 

gaiolas. Alguns estudos de monitoramento ambiental utilizaram gaiolas para 

expor peixes de diferentes espécies, inclusive no ambiente antártico (Jiménez 

et al., 1999; Phan et al., 2007), e os resultados foram satisfatórios. Entretanto, 

Winter e colaboradores (2005) verificaram que as respostas de Leusciscus 

cephalus em relação a peixes selvagens foram menores, mas que isso poderia 

ser resolvido ajustando os tempos de exposição. Para os autores, um tempo 

curto de exposição seria insuficiente para os tecidos dos peixes engaiolados se 

equilibrarem com o ambiente. Os bioensaios no laboratório foram realizados 

como uma ferramenta de apoio, uma vez que as condições na Antártica são 

muito adversas e instáveis, dificultando os trabalhos externos. Isso pode ser 

constatado pelo fato de não haver dados de experimentos in situ na Operação 

XXIII. 

 A aplicação do Ensaio do Micronúcleo em células de peixes tem obtido 

bons resultados no monitoramento do potencial genotóxico de diferentes 

substâncias químicas e de misturas complexas tanto sob condições 

controladas de laboratório como no campo (Çavas & Ergene-Gozukara, 

2005a). Nos últimos anos, diversos estudos descreveram a presença de 

anormalidades nucleares, além do micronúcleo, em células de peixes expostos 

a substâncias genotóxicas (Carrasco et al, 1990; Pacheco & Santos, 1996) e 

assim passaram a ser utilizadas para complementar a contagem de 

micronúcleos em estudos de mutagenicidade (Çavas & Ergene-Gozukara, 

2005b). Embora os mecanismos envolvidos na formação dessas 

anormalidades não estejam completamente compreendidos, vários trabalhos 

indicam a sua indução em resposta à exposição a agentes genotóxicos. Ayllon 

& Garcia-Vazquez (2000) observaram anormalidades eritrocitárias em 

Phoxinus phoxinus após tratamento com colchicina, mitomycin-C e 
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ciclofosfamida. Este ensaio também obteve sucesso em diferentes espécies de 

peixes como, Anguilla anguilla (Pacheco & Santos, 1997; 2001), Dicentrarchus 

labrax (Gravato & Santos, 2002) e Oncorhynchus mykiss (Ayllon & Garcia 

Vazquez, 2001).  

Neste estudo, não foram observadas diferenças significativas na 

freqüência de ANE e dos outros parâmetros (Mn, R, L e S) entre os grupos 

expostos e os controles em nenhum dos experimentos in situ e bioensaios 

realizados durante o verão nas Operações XXIII e XXIV. Entretanto, Phan e 

colaboradores (2007) verificaram diferenças significativas na freqüência de 

ANE e dos parâmetros Mn e R entre os controles e os grupos expostos às 

águas coletadas diante dos tanques de combustível e da saída de esgoto em 

bioensaios realizados durante duas expedições anteriores; Operações XXI 

(2002/2003) e XXII (2003/2004). No experimento in situ realizado na Operação 

XXI, apenas o grupo exposto à água da saída de esgoto apresentou diferença 

significativa na freqüência de ANE, Mn e R em relação ao controle. Os 

resultados obtidos no presente trabalho mostram que analisando cada 

parâmetro de forma isolada, a lesão do tipo R foi a que apresentou a maior 

freqüência nos experimentos, enquanto que a lesão do tipo S foi a menos 

freqüente. O grupo controle apresentou freqüência de R menor do que a dos 

grupos expostos na maioria dos experimentos e de maneira geral, o grupo 

Esgoto apresentou freqüência de R maior do que a do grupo Tanque (Figuras 

7, 8 e 9). Estes resultados, portanto, sugerem uma tendência da água da saída 

do esgoto apresentar maior potencial genotóxico do que a água diante dos 

tanques de combustível, confirmando parcialmente os resultados obtidos por 

Phan e colaboradores (2007).  

 Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) são substâncias 

químicas amplamente distribuídas no ambiente aquático, provenientes 

principalmente de fontes antropogênicas. A maior preocupação em torno dos 

HPAs é o seu potencial mutagênico (Myers et al., 1991) e carcinogênico (Stein 

et al., 1990) sobre os organismos aquáticos. Muitos trabalhos já relataram a 

indução de micronúcleos e de anormalidades nucleares eritrocitárias por HPAs 

em peixes. Alguns compostos são comprovadamente mutagênicos, como o 

benzo[a]pireno (Metcalfe, 1988; Al-Sabti, 1986), porém no campo, é mais 

comum encontrar os HPAs em misturas complexas, e estas também 
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apresentam potencial clastogênico (Hose et al., 1987; Al-Sabti & Hardig, 1990) 

Trabalhos mais recentes avaliaram também os efeitos de β-naftoflavona e de 

efluentes de refinarias de petróleo, demonstrando a sua capacidade de induzir 

danos genotóxicos em organismos aquáticos (Pacheco & Santos, 1997; 2001; 

2002; Gravato & Santos, 2002; Çavas & Ergene-Gozukara, 2005b).   

Na Antártica, o despejo de esgoto doméstico, produzido pelas estações 

de pesquisa, pode representar uma importante fonte de poluição aquática na 

região. A EACF é uma das poucas estações que possui sistema de tratamento 

de efluentes antes de lançá-los ao mar. Vários trabalhos documentaram o 

potencial genotóxico do lodo ou de extratos de esgoto doméstico. Ottaviani e 

colaboradores (1993) realizaram ensaios utilizando Salmonella typhimurium 

para testar a mutagenicidade do lodo de esgoto de uma estação de tratamento. 

Esses autores constataram que em esgotos municipais tratados aerobicamente 

não há quantidades significativas de compostos mutagênicos para bactérias. 

Jha e colaboradores (1997) não verificaram o potencial genotóxico do esgoto 

municipal primário, sob condições in vivo utilizando o poliqueta Platynereis 

dumerilli, por meio do teste de aberrações cromossômicas. Grisolia & Starling 

(2001) não detectaram diferenças significativas nas freqüências de 

micronúcleos nos eritrócitos de Tilapia rendalli, Oreochromis niloticus e 

Cyprinus carpio capturados em um lago eutrofizado de Brasília-DF. Portanto, 

muitos dos estudos envolvendo esgoto municipal indicam que este não 

apresenta atividade mutagênica, mesmo utilizando testes de bactérias in vitro. 

Entretanto, neste estudo, de modo geral, os grupos expostos à água coletada 

diante da saída de esgoto apresentaram maior indução de ANE e 

principalmente do parâmetro R do que os grupos expostos à água coletada 

diante dos tanques. A composição de efluentes de esgoto pode ser muito 

complexa. Além de matéria orgânica e microrganismos, detergentes, 

hormônios, HPAs, metais pesados, entre outros, podem estar presentes em 

altas concentrações e causar danos aos organismos aquáticos (Tyler et al., 

1998; Rosety-Rodriguez et al., 2002; Song et al., 2006). 

 Pela análise das figuras 7 e 9, pode-se notar que os animais dos grupos 

controles dos Bioensaios II e III, da Operação XXIII e da Gaiola III, da 

Operação XXIV, apresentaram freqüências de ANE ou de um dos outros 

parâmetros (Mn, L, R e S) maiores, apesar de não significativas, que as dos 
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grupos expostos. A formação de Mn ocorre espontaneamente em peixes e a 

freqüência de Mn espontâneos (controle) pode variar dependendo do método 

utilizado e da manipulação dos animais. Nem toda substância que induz a 

formação de micronúcleos é clastogênica (Al-Sabti & Metcalfe, 1995). 

Micronúcleos também podem surgir pela não-disjunção devido à exposição a 

agentes que destroem o fuso mitótico (Heddle et al, 1991). Existem também 

fatores fisiológicos e físicos, como idade, sexo, dieta, estado reprodutivo e de 

saúde (Al-Sabti & Metcalfe, 1995), susceptibilidade individual (Depledge, 1994) 

e temperatura (Brunetti et al., 1992a, b) que podem modificar as freqüências de 

micronúcleos em animais aquáticos. A variação também pode resultar da 

coincidência entre o momento da coleta do material e o período em que ocorre 

a resposta máxima de indução de micronúcleos (OECD, 1997; Vanparys et al., 

1992). Descartadas essas hipóteses, pode-se supor que nos experimentos 

citados os grupos controle tenham sofrido algum tipo de contaminação. Como 

já mencionado nos métodos, os grupos controle dos bioensaios da Operação 

XXIII foram mantidos com água coletada pela bomba da Estação e 

armazenada nos tanques do laboratório, antes de ser filtrada e utilizada. Este 

procedimento talvez elimine as substâncias mais voláteis, mas provavelmente 

não elimina todas as substâncias tóxicas contidas na água. Esta bomba está 

localizada diante da Estação, num ponto situado entre os tanques de 

combustível e a saída de esgoto. Entretanto, esta foi uma medida necessária 

levando-se em conta as adversidades climáticas que coincidiram com o 

período dos experimentos. No experimento Gaiola III, da Operação XXIV, 

somente dois espécimes de T. newnesi do grupo controle puderam ser 

amostrados ao fim do período de exposição devido à mortalidade dos outros 

indivíduos. É possível que a alta freqüência de ANE esteja relacionada ao 

estresse e à condição de debilidade em que se encontravam esses animais no 

momento da amostragem.    

Apesar de suas vantagens, a aplicação do ensaio de Mn em eritrócitos 

possui algumas limitações como a possibilidade de confundir uma lesão 

nuclear com uma necrose viral nos eritrócitos (Carrasco et al, 1990). Para 

aumentar a sensibilidade, técnicas de coloração mais específicas foram 

desenvolvidas, como a do acridine orange (Ueda et al, 1992), que utiliza 

fluorescência e tem a capacidade de diferenciar os eritrócitos jovens dos 
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maduros e a técnica de Feulgen, que utiliza o reagente de Schiff, específico 

para DNA. Outros ensaios de Mn, utilizando diferentes tipos celulares foram 

desenvolvidos com o intuito de aumentar a sensibilidade e a seletividade do 

método. O ensaio de Mn hepático foi primeiramente desenvolvido para 

roedores (Tates et al, 1980), mas logo foi modificado para a aplicação em 

peixes. Williams & Metcalfe (1992) induziram a formação de Mn no fígado de 

truta (Oncorhynchus mykiss) utilizando uma substância (allyl formate) para 

estimular a proliferação dos hepatócitos, uma vez que o fígado não é um tecido 

que apresenta alta taxa de divisão celular. As brânquias, por sua vez, possuem 

alta taxa de proliferação celular e também foram utilizadas para a determinação 

de respostas clastogênicas em peixes (Hayashi et al, 1998; Çavas & Ergene-

Gozukara, 2003). Uma vez introduzidos no ambiente marinho, o destino dos 

possíveis compostos mutagênicos presentes no esgoto dependem de diversos 

fatores, que podem levar tanto a sua ativação ou mais freqüentemente a sua 

detoxificação (De Flora et al, 1991). Em geral, as substâncias genotóxicas que 

agem diretamente são moléculas reativas que tendem a degradar rapidamente 

via decomposição química, bioquímica ou fotoquímica. Os pró-mutagênicos, 

como o benzo[a]pireno, requerem ativação metabólica e são mais estáveis. O 

ensaio de Mn hepático é especialmente útil para substâncias que necessitam 

de transformação metabólica no fígado para originar compostos intermediários 

ativos (Williams & Metcalfe, 1992), enquanto que a vantagem de se utilizar 

células branquiais deve-se a esse órgão ficar em contato direto com os 

poluentes presentes na água. Justamente por essas características, as 

brânquias dos peixes são órgãos bastante utilizados na avaliação histológica 

para determinação dos efeitos da poluição (Poleksić & Mitrović-Tutundžić,1994; 

Schwaiger et al., 1997; Rosety-Rodriguez et al., 2002).  

 Os danos histopatológicos nas brânquias consistiram principalmente 

em hipertrofia do epitélio respiratório, telangiectasia lamelar e descamação do 

epitélio respiratório. A descamação do epitélio é resultado da ruptura do epitélio 

em diversos pontos, conferindo à lamela um aspecto “descabelado”. Segundo 

Temmink e colaboradores (1983 apud Rosety-Rodriguez et al., 2002), a ruptura 

do epitélio branquial reflete os efeitos deletérios diretos das substâncias tóxicas 

nas brânquias. A presença destas alterações nos grupos controle pode ser um 

sinal de contaminação da água em que foram mantidos. Apenas no Bioensaio 
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V, da Operação XXIII, o grupo controle apresentou Índice menor do que os 

grupos expostos. Na Gaiola III, da Operação XXIV, os grupos expostos 

apresentaram índices significativamente menores do que o controle. Apesar de 

não significativo, o grupo Esgoto apresentou índices maiores do que os do 

grupo Tanque nos Bioensaios IV e V, da Operação XXIII, Gaiola III e Bioensaio 

VI, da Operação XXIV. As alterações branquiais decorrentes da exposição a 

algum poluente geralmente têm a função de impedir a entrada do xenobiótico 

no organismo. Seriam, portanto, reações de defesa. A severidade das lesões 

depende da concentração do contaminante e do período de exposição 

(Oliveira-Ribeiro et al., 1996). Além disso, estas alterações podem acarretar 

sérias conseqüências para as funções fisiológicas das brânquias, 

principalmente para as trocas gasosas (Nero et al., 2006). Segundo Neiboer & 

Richardson (1980 apud Koca et al., 2005) o descolamento do epitélio pode 

estar relacionado à redução da ATPase Na+K-ativada da brânquia e/ou com o 

declínio das concentrações de Na+ e Cl- no sangue, afetando diretamente as 

funções osmorregulatórias do órgão. A fusão das lamelas secundárias pode 

causar a redução da superfície do epitélio respiratório, prejudicando as trocas 

gasosas. Por outro lado, aumentam a distância da barreira água-sangue e junto 

com o descolamento do epitélio e o aumento da secreção de muco, podem 

diminuir drasticamente o consumo de oxigênio (Koca et al., 2005). Se o agente 

irritante não for removido, pode levar à ruptura dos vasos sangüíneos e 

formação de pequenos focos hemorrágicos (Jiraungkoorskul et al., 2002). As 

lesões branquiais encontradas neste estudo também foram observadas nas 

brânquias de peixes expostos a metais pesados (Randi et al., 1996; Arellano et 

al., 1999) e surfactantes (Rosety-Rodriguez et al., 2002). Diversos autores 

descreveram alterações na estrutura branquial de peixes expostos a metais 

pesados. Estas alterações estavam principalmente relacionadas a hipoxemia 

(oxigenação insuficiente do sangue), causada pela hiperplasia e fusão das 

lamelas secundárias, resultando na redução da capacidade de difusão das 

brânquias. Oliveira-Ribeiro e colaboradores (2000) compararam os danos 

branquiais causados por mercúrio inorgânico em peixes tropicais e nórdicos e 

verificaram que as respostas dos peixes de regiões boreais ao poluente são 

menores que as dos peixes tropicais, indicando que a baixa temperatura 

diminui a eficiência de absorção do poluente da água. Não foram encontradas 



 44 

informações a respeito da comparação das respostas de T. newnesi exposto a 

poluentes com espécies de peixes tropicais que pudessem indicar este 

comportamento em peixes antárticos. 

 A análise microscópica do tecido hepático de T. newnesi submetido ao 

processamento histológico revelou que os exemplares dos grupos 

experimentais e dos controles apresentaram um ou mais sinais de 

comprometimento do órgão. A alteração histopatológica mais evidente foi a 

presença de inclusões lipídicas no citoplasma dos hepatócitos, características 

do processo patológico denominado lipidose. Esta condição apresentou-se em 

todos os tratamentos, tanto nos bioensaios quanto nos experimentos in situ, 

contudo, observou-se uma variação na intensidade da manifestação, 

principalmente no Bioensaio VI (Figura 25). Os lipídios desempenham um 

papel-chave na fisiologia dos peixes antárticos. Uma estratégia adaptativa é a 

predominância da oxidação de lipídios para obtenção de energia ao invés da 

oxidação de carboidratos. Outras funções dos lipídios nos nototenióides são 

acelerar a difusão do oxigênio nas células, auxiliar na flutuabilidade e fornecer 

energia durante o inverno austral, período em que a disponibilidade de alimento 

é menor (Kamler et al., 2001). Deste modo, a presença de lipídios nos órgãos 

dos peixes antárticos é uma condição considerada normal, embora seja uma 

característica sujeita a variações intrínsecas (idade, sexo, tamanho, modo de 

vida) ou extrínsecas (temperatura, dieta) ao animal. Kamler e colaboradores 

(2001) observaram que o fígado de peixes do sexo feminino geralmente é 

maior e armazena mais lipídios do que o fígado de indivíduos do sexo 

masculino, principalmente na época que antecede a formação das gônadas. 

Além disso, os autores constataram que o conteúdo de lipídios nos peixes 

antárticos reflete o seu habitat; peixes bênticos contêm menos lipídios do que 

peixes pelágicos, uma vez que não dependem tanto da flutuabilidade. T. 

newnesi é uma espécie de peixe demersal, que habita regiões desde a zona 

entremarés até mais de 100 m de profundidade. A questão, portanto, é se as 

inclusões lipídicas observadas nos hepatócitos de T. newnesi expostos às 

águas coletadas diante dos tanques de combustível e da saída de esgoto da 

EACF refletem uma condição normal ou patológica. Foi evidente a variação na 

intensidade de ocorrência de gotículas lipídicas no fígado dos animais nos 

diversos experimentos (Figuras 24 e 25) e por isso esta característica foi 
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incluída na análise semiquantitativa, contudo, seriam necessários estudos mais 

detalhados para responder a essa questão. Enquanto o acúmulo de lipídios 

pode ser uma reserva fisiológica normal, pode também ser uma defesa contra 

contaminantes lipossolúveis (Biagianti-Risbourg et al., 1997). 

 Os resultados da análise semiquantitativa mostraram que, nos 

experimentos realizados na Operação XXII, o grupo Esgoto apresentou os 

maiores índices do fígado, exceto no experimento Gaiola II, no qual o grupo 

Tanque apresentou índice maior. No Bioensaio VI, da Operação XXIV, o grupo 

Esgoto foi significativamente diferente do grupo controle. Contudo, no 

Bioensaio III, da Operação XXIII e na Gaiola III, da Operação XXIV, o grupo 

controle apresentou os maiores índices, evidenciando mais uma vez a possível 

contaminação do grupo controle nesses experimentos. Hepatócitos com 

citoplasma degenerado e núcleo disforme foram observados por meio da 

microscopia eletrônica de transmissão no fígado do peixe do grupo controle do 

experimento Gaiola III. Macrófagos contendo grandes quantidades de 

lisossomos indicaram a ocorrência do processo de digestão intracelular em 

atividade principalmente pela presença de figuras de mielina no seu interior.  

 A presença de macrófagos pigmentados, mesmo que não dispostos em 

agregados celulares, também é referida na literatura disponível como um sinal 

de comprometimento do órgão (Marty et al., 1999). Os macrófagos, observados 

no fígado dos peixes submetidos aos experimentos in situ, apresentaram 

grande variação à reação histoquímica do seu conteúdo citoplasmático (Figura 

24 A). Koca e colaboradores (2005) observaram numerosas estruturas 

vacuolares, de diversos tamanhos, preenchidas com detritos celulares e muitas 

partículas escuras no fígado de Lepomis gibbosus. Esta alteração histológica 

no tecido hepático foi atribuída à resposta das células de Kupfer (responsáveis 

pela desintoxicação) aos diversos poluentes no Ribeirão Çine. Diversos 

estudos relataram a presença de centros de melanomacrófagos no fígado de 

peixes expostos a contaminantes. Os agregados de macrófagos pigmentados 

estão envolvidos no armazenamento de material estranho e sua predominância 

e intensidade foi proposta como um potente biomarcador de degradação e 

poluição ambiental (Couillard & Hodson, 1996). Neste estudo, os macrófagos 

foram observados tanto nos grupos expostos como nos controles. No 

experimento Gaiola I, da Operação XXII, a quantidade de macrófagos no grupo 
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controle foi maior do que nos grupos expostos. Stentiford e colaboradores 

(2003) documentaram a ocorrência de centros de melanomacrófagos em 

amostras hepáticas de locais utilizados como controle, contudo, a freqüência 

destas estruturas foi maior nas amostras de peixes capturados em locais 

contaminados por HPAs. Os autores atribuem a presença de 

melanomacrófagos em peixes coletados em locais relativamente livres de 

contaminação ao fato destas estruturas estarem envolvidas em diversas 

funções metabólicas e que, portanto, podem não estar necessariamente 

associadas à exposição a poluentes. A presença de melanomacrófagos em 

peixes utilizados como controle precisa ter uma base quantitativa estabelecida, 

de modo que comparações possam ser realizadas com animais de locais 

contaminados (Teh et al., 1997). Entretanto, de um modo geral, considerando 

todos os experimentos em que houve ocorrência de macrófagos em atividade, 

o grupo Esgoto apresentou maior quantidade do que o grupo Tanque. 

 Nas amostras dos animais da Operação XXIII, a reação histoquímica 

não evidenciou a atividade fagocitária dos macrófagos hepáticos, assim como 

no Bioensaio VI, da Operação XXIV, mas por outro lado, a presença de células 

parenquimais de acentuada basofilia citoplasmática podem ser um sinal de 

comprometimento do órgão (Figura 29). Nos experimentos Gaiola I e Gaiola III, 

o grupo Tanque apresentou o maior número de células basofílicas. Bogovski e 

colaboradores (1999), examinando nódulos hepáticos em linguados 

(Platichthys flesus) do Mar Báltico encontraram três tipos de lesão celular: 1) 

adenoma hepatocelular basofílico ou eosinofílico; 2) focos de alteração celular 

basofílico, eosinofílico ou claro e 3) desordens de acúmulos 

intracitoplasmáticos. Os autores afirmam que existem diferentes abordagens 

utilizadas para classificar tumores e focos de alteração celular pré-neoplásticas, 

assim como lesões degenerativas e regenerativas específicas em fígado de 

peixes. Testes de carcinogenicidade em truta arco-íris consideraram que 

pequenos focos de hepatócitos basofílicos deveriam ser interpretados como 

estágios iniciais de adenomas ou carcinomas hepatocelulares (Bailey et al., 

1996), e assim poderiam servir como um excelente biomarcador 

histopatológico para exposição a poluentes. A ocorrência de focos de alteração 

celular basofílicos foi documentada em fígados de linguados capturados em 

locais contaminados com altos níveis de HPAs (Stentiford et al., 2003). Nos 
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experimentos Gaiola I e Gaiola III foi observada uma maior ocorrência de 

células basofílicas no grupo Tanque, sendo que na Gaiola III a diferença em 

relação ao grupo controle foi estatisticamente significativa.  

 A condição relativa dos hepatócitos, em termos de produtos 

metabólicos de reserva (lipídios, glicogênio) pode ser afetada pela 

disponibilidade de alimento, ciclo reprodutivo, estação do ano e pelo sexo do 

peixe (Vethaak & Wester, 1996). O glicogênio é uma das formas de 

armazenamento de energia, encontrado em grande quantidade nos tecidos do 

fígado e músculo dos peixes. O glicogênio hepático é considerado um estoque 

emergencial de energia prontamente disponível e é um nutriente muito utilizado 

em adaptações bioquímicas em várias situações de estresse ambiental (Cyrino 

et al., 2000). Os animais utilizados nos bioensaios receberam alimentação até 

24 horas antes do final dos experimentos. Os peixes colocados nas gaiolas 

também tinham acesso à alimentação, uma vez que seu alimento natural, os 

anfípodas, é bastante abundante na região e podia penetrar através das grades 

das gaiolas. Neste estudo, foi calculado o Índice do glicogênio. Na Gaiola I, o 

grupo Esgoto apresentou maior índice, seguido do grupo Tanque. Na Gaiola III, 

Bioensaio III e Bioensaio VI, o grupo controle apresentou os maiores índices. 

No Bioensaio I, o grupo Tanque apresentou o maior índice. Com estes 

resultados, observou-se a tendência do grupo controle apresentar reserva de 

glicogênio maior do que os grupos expostos. Entretanto, a análise do Ensaio de 

micronúcleos e de outras anormalidades nucleares e os índices da brânquia e 

do fígado indicaram a possível contaminação do grupo controle dos 

experimentos Gaiola III e Bioensaio III. Portanto, são necessários outros 

estudos para determinar a função do glicogênio em T. newnesi. Teh e 

colaboradores (1997) verificaram uma associação entre a depleção de 

glicogênio nos hepatócitos e o aumento da basofilia citoplasmática destas 

células em peixes de locais de referência e contaminados, porém nestes 

últimos, a alteração foi mais severa. Neste estudo, esta associação não foi 

observada. Segundo Oliveira-Ribeiro e colaboradores (2005), o glicogênio 

como biomarcador pode ser ambíguo. A exposição a alguns poluentes pode 

causar tanto a depleção como o aumento de glicogênio nos hepatócitos. Um 

dado interessante é que animais em condições de exposição crônica podem 

desenvolver tolerância fisiológica aos contaminantes, não apresentando 
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resposta a eles (Thomas et al., 1999). Quanto ao Índice total, de modo geral, 

foi observada uma tendência do grupo Esgoto apresentar o maior índice em 

todos os experimentos analisados, apesar dos grupos controle dos 

experimentos Gaiola I, Gaiola III e Bioensaio III terem, na realidade, 

apresentado índices maiores do que os grupos expostos. Novamente, é 

necessário ressaltar a possível contaminação destes grupos, como já 

mencionado.  

Estudos realizados após grandes derramamentos de óleo no oceano 

(Marty et al.,1999; Marty et al., 2003) detectaram várias alterações hepáticas 

desde o ano em que ocorreu o episódio até vários anos depois e concluíram 

que diversos fatores podem estar relacionados com a presença dessas lesões, 

como a diferença entre os locais de coleta e a idade do indivíduo, além dos 

efeitos provocados pela toxicidade do óleo. Algumas das alterações 

encontradas não foram claramente relacionadas à contaminação dos locais de 

coleta por óleo, como: depleção de glicogênio, que ocorreu em todos os peixes; 

lipidose, agregados de melanomacrófagos, cariomegalia e hepatócitos 

multinucleados (Marty et al., 1999). O tamanho, histologia, e composição 

(principalmente de lipídios) do fígado podem variar em função do tamanho, 

sexo, maturidade sexual, estação do ano, doenças e estado nutricional do 

peixe. Portanto, qualquer estudo que tenha como objetivo investigar os efeitos 

do óleo, ou qualquer outro poluente ambiental, no fígado deve controlar essas 

variáveis ou encontrar um meio de levá-las em conta (Fletcher et al., 1982).  

O estudo de Bucher & Hofer (1993) verificou o efeito do esgoto 

doméstico tratado sobre três órgãos da truta marrom (Salmo trutta), fígado, 

brânquias e rim. Em seus experimentos, as primeiras alterações hepáticas 

começaram a se manifestar após 53 dias de tratamento com esgoto diluído a 

42%. Após 80 dias de exposição, os animais deste grupo experimental 

apresentaram lesões hepáticas evidentes, na forma de necrose de células 

isoladas. Os animais expostos à menor concentração (13%) não apresentaram 

alterações aparentes na histologia do órgão. Eles apontam a amônia e o nitrito 

como os principais componentes tóxicos dos efluentes de esgoto doméstico e 

observaram uma maior preferência dos peixes por locais ricos em nutrientes.  

Em um estudo realizado por Evans e colaboradores (2000), próximo à 

Estação Antártica Americana “McMurdo”, peixes da espécie Trematomus 
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bernacchii coletados em Winter Quarters Bay (local poluído) apresentaram uma 

maior variedade de patologias do que os peixes coletados em Backdoor Bay 

(controle). A análise histopatologica revelou brânquias e fígado particularmente 

afetados. Assim como no presente estudo, exatamente quais substâncias 

poderiam ser as responsáveis pelas alterações observadas não está claro, 

porém em seu trabalho, Evans e colaboradores (2000) atribuíram as patologias 

observadas em T. bernacchii principalmente a poluentes orgânicos como HPAs 

e PCBs, ou patógenos introduzidos pelo esgoto da Estação McMurdo, embora 

estivessem estudando os efeitos de metais pesados. Segundo Arellano e 

colaboradores (1999), peixes expostos ao metal cobre apresentaram aumento 

da vacuolização lipídica nos hepatócitos, vênulas e sinusóides congestos e 

necrose hepatocelular. O sistema de tratamento de esgoto da EACF foi 

construído para atender uma população de cerca de 50 pessoas. Apesar de 

seu funcionamento ser eficiente, quebras mecânicas e vazamentos acidentais 

podem ocorrer ocasionalmente e contaminar a região costeira adjacente 

(Martins et al., 2002). Na área de estudo, a principal fonte de HPAs é a EACF, 

devido ao transporte e uso de combustíveis. O combustível mais utilizado na 

EACF é o diesel DFA, composto principalmente por naftaleno, naftalenos 

alquilados e outros hidrocarbonetos aromáticos semivoláteis com 3 ou 4 anéis 

(Kennicutt II et al., 1991). Martins e colaboradores (2002; 2004) encontraram 

altas concentrações de hidrocarbonetos e de esteróis totais no sedimento 

próximo à saída de esgoto da EACF, entretanto, verificaram que essas 

concentrações diminuem com o aumento da distância da fonte. Concentrações 

relativamente altas de fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno e criseno, 

indicativos de contaminação por óleo, foram encontradas neste local. Apesar 

disso, os níveis de HPAs encontrados na área de estudo são similares a de 

outros locais pouco contaminados na Antártica (Martins et al., 2004). 

Entretanto, valores relativamente altos de n-alcanos e baixos níveis de HPAs 

foram detectados em Punta Plaza (Martins et al., 2004), próximo ao local onde 

foram mantidos os grupos controle nos experimentos in situ, neste estudo. A 

presença de HPAs indica uma pequena contribuição de óleo, cuja origem foi 

atribuída ao tráfego de navios na Baía do Almirantado. Estudos prévios sobre a 

dispersão de esteróis fecais indicaram que Punta Plaza não recebe 

contribuição do esgoto da EACF, porém, ocasionalmente, reversões da 
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corrente marinha da Baía podem transportar material fecal para este lugar 

(Martins et al., 2002). Isso poderia explicar a elevada ocorrência de alterações 

histopatológicas e indução de Mn e ANE nos grupos controle dos experimentos 

in situ, embora não possa ser confirmado. Analisando as comparações anuais 

entre os grupos controle dos experimentos in situ e bioensaios, não foram 

verificadas diferenças significativas em nenhum dos itens analisados, exceto no 

Índice do fígado entre os Bioensaios III e VI e na quantidade de macrófagos 

entre as Gaiolas I e III. É interessante notar que não houve diferença nos 

demais itens analisados entre os bioensaios mesmo quando a água utilizada 

no grupo controle foi coletada em lugares bastante afastados da EACF 

(Bioensaio VI). Houve diferença significativa na freqüência de Mn, na 

quantidade de macrófagos e de células basofílicas em peixes expostos à água 

diante da saída de esgoto em experimentos realizados em anos diferentes. Nos 

peixes expostos à água diante dos tanques de combustível houve diferença 

anual apenas na quantidade de células basofílicas entre os experimentos. 

Essas diferenças podem indicar variação nas respostas individuais dos peixes 

ou no nível de contaminação do local em função das atividades realizadas na 

EACF. Os experimentos in situ Gaiola III e Gaiola IV foram realizados no 

mesmo ano, porém em fases diferentes. No período de realização desses 

experimentos, a EACF estava com a capacidade de ocupação máxima, o que 

significa maior utilização de combustíveis e geração de esgoto. Foi observada 

uma diferença significativa na freqüência de ANE e R nos peixes expostos 

diante dos tanques de combustível entre os dois experimentos. Isso poderia ser 

causado por uma maior utilização de combustível e também pelo aporte de 

contaminantes do solo devido ao degelo que os transporta para as águas 

costeiras, com o avanço do verão. 

As análises realizadas no presente estudo foram baseadas em um 

pequeno número de indivíduos (2-5). Com um número amostral desta 

magnitude, uma pequena variação individual pode acarretar diferenças 

significativas, que podem não refletir a realidade e limitam a possibilidade de 

extrapolação dos dados para uma população inteira. Entretanto, devido ao 

pequeno número de peixes coletados, à restrição de tempo e às condições 

climáticas, que às vezes foram desfavoráveis, não foi possível realizar 
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experimentos utilizando um número maior de espécimes. Neste estudo, tanto 

os grupos controle como os grupos expostos apresentaram Mn e ANE e 

alterações histopatológicas no fígado e brânquias. Isso pode ser evidência da 

ocorrência de múltiplos agentes estressantes no ambiente, que podem alterar a 

integridade das células e tecidos. Estes agentes podem incluir: parasitas, 

variações ambientais, aumento de competição, aglomeração, alteração de 

disponibilidade de alimento e habitat, entre outros (Adams, 1990). O uso de 

biomarcadores sem conhecimento prévio da tolerância intrínseca dos 

organismos às diferentes classes de contaminantes pode causar diagnósticos 

imprecisos (Oliveira-Ribeiro et al., 2005). Além disso, não se pode esquecer de 

que os ambientes naturais, especialmente os aquáticos, são muito complexos e 

dinâmicos e que os organismos sempre estarão expostos a diversos fatores, 

que podem interagir entre si, alterando a biodisponibilidade e toxicidade dos 

poluentes e conseqüentemente isto pode se refletir na resposta dos 

organismos.  

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram a indução de 

micronúcleos e outras anormalidades nucleares eritrocitárias e alterações 

histopatológicas nas brânquias e fígado de peixes da espécie T. newnesi 

expostos à água do mar diante dos tanques de combustível e da saída de 

esgoto da EACF. Entretanto, os grupos controle apresentaram as mesmas 

lesões e em alguns casos apresentaram freqüências de Mn e ANE e índices de 

lesões histopatológicas maiores do que os grupos expostos. Apesar disso, os 

dados sugerem uma tendência da saída de esgoto representar o local de maior 

potencial de risco para peixes da espécie T. newnesi na região próxima à 

Estação Antártica Brasileira “Comandante Ferraz”.  
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7 – Conclusões 

 

Em relação aos danos genotóxicos, a lesão nuclear do tipo R foi mais 

freqüente do que os outros tipos em todos os experimentos. De modo geral, a 

freqüência de R foi menor nos controles do que nos grupos expostos, tanto nos 

bioensaios como nos experimentos in situ. 

Apesar das freqüências de Mn e ANE dos grupos expostos não terem 

sido estatisticamente diferentes das dos grupos controle, foi observada uma 

tendência do grupo Esgoto em apresentar maior indução destas lesões 

nucleares, confirmando parcialmente os resultados de Phan e colaboradores 

(2007), na mesma área de estudo.  

Foram observadas lesões branquiais e hepáticas tanto nos peixes dos 

grupos expostos como nos grupos controle. Contudo, entre os grupo expostos, 

o grupo Esgoto apresentou maior índice de lesões do que o grupo Tanque. 

Foi evidente a variação na intensidade de ocorrência de gotículas 

lipídicas no fígado dos animais nos diversos experimentos, porém, são 

necessários estudos mais detalhados para determinar se essa variação reflete 

uma condição normal ou patológica. 

Da mesma forma, é necessário, também, conhecer aspectos 

importantes da fisiologia de T. newnesi, como a dinâmica de armazenamento 

de produtos metabólicos, como o glicogênio e os lipídios intracelulares, para 

saber a função dessas moléculas no organismo.  

Foram observados macrófagos em atividade fagocítica apenas no 

fígado dos peixes dos experimentos in situ. Além disso, foi verificada sua 

ocorrência também nos grupos controle. Contudo, os macrófagos estão 

relacionados a diversas funções metabólicas e sua presença pode não estar 

necessariamente relacionada ao feito de poluentes. 

A presença de células basofílicas pode indicar comprometimento do 

fígado, sugerindo exposição dos peixes a xenobióticos, entretanto, são 

necessários mais estudos para determinar a função dessas células no órgão. 
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A análise ultra-estrutural do fígado de T. newnesi permitiu a 

visualização de várias organelas celulares, como retículo endoplasmático 

rugoso e lisossomos secundários, que podem indicar processos metabólicos 

em alta atividade como a síntese de proteínas e a digestão celular. 

A utilização de um número amostral maior é fundamental para 

minimizar as diferenças em função das variações individuais e melhorar os 

resultados das análises estatísticas, além de permitir a extrapolação para 

níveis mais altos de organização, como o de população. 

Para poder interpretar os dados experimentais no contexto real é 

necessário obter informações detalhadas dos parâmetros hidrográficos e 

ambientais, assim como realizar análises químicas do local concomitantemente 

ao estudo a fim de determinar os níveis de contaminação a que os animais 

estão submetidos.  

Embora, neste estudo, não tenha sido estabelecida de fato uma 

relação de causa e efeito entre as alterações observadas e a contaminação do 

ambiente, de modo geral, é possível afirmar que a saída de esgoto é o local 

que representa o maior potencial de dano para peixes da espécie T. newnesi 

na região próxima à Estação Antártica Brasileira “Comandante Ferraz”.  
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Figura 1.  Localização da Estação Antártica Brasileira 
“Comandante Ferraz” e dos locais de estudo, na Baía do 
Almirantado. 

A B 

C 

 

 
¤ 

¤ Local onde foi mantido 
o grupo controle, nos 
experimentos in situ. 

◙ Estação Ferraz e 
localização dos tanques de 
combustível e saída de 
esgoto. 

● Principal local de 
captura dos animais 
experimentais. 

Figura 2. A.  Vista aérea dos locais de estudo. B. Estação 
Antártica “Comandante Ferraz” (EACF). Tanques de 
armazenamento de combustível. C. EACF. Saída de esgoto, 
próxima ao heliponto. Terceira fase da Operação XXIII. Notar a 
pluma avançando para o mar (seta). (A: modificado de 
fotografia aérea obtida pelo Projeto Criossolos).  
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Figura 4.  A. Laboratório úmido na EACF. A figura mostra a 
estrutura e os reservatórios utilizados para a realização dos 
bioensaios, nos quais os peixes foram expostos à água coletada 
diante dos tanques de combustível e da saída de esgoto, além dos 
peixes do grupo controle em água limpa. B. Gaiola utilizada nos 
experimentos in situ. 

Figura 5.  Esquema ilustrativo da região da cabeça de um peixe 
teleósteo. Duto de Cuvier (seta). Local de obtenção do sangue 
para os esfregaços. (Ilustração retirada de Ostrander, 2000). 

Figura 3.  Trematomus newnesi. Barra = 1cm. (Fotografia 
modificada por Pablo Basile). 

A B 
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Figura 6.  Eritrócitos maduros de Trematomus newnesi. A. Núcleo 
normal. B. Eritrócitos com micronúcleos. C. Núcleo reniforme. D. 
Núcleo lobado. E. Núcleo segmentado. Coloração: Giemsa 10%. 
Aumento: 1000x. 
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Figura 7.  Medianas, valores máximos e mínimos das freqüências (‰) de 
ANE (Anormalidades nucleares eritrocitárias), Mn (Micronúcleo), L 
(Lobado), R (Reniforme) e S (Segmentado) no controle e em peixes 
expostos à água do mar coletada diante da saída de esgoto e dos tanques 
de combustível, nos Bioensaios II (BII) e III (BIII), da Operação XXIII.  
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Figura 8.  Medianas, valores máximos e mínimos das freqüências (‰) de 
ANE (Anormalidades nucleares eritrocitárias), Mn (Micronúcleo), L 
(Lobado), R (Reniforme) e S (Segmentado) no controle e em peixes 
expostos à água do mar coletada diante da saída de esgoto e dos tanques 
de combustível, nos Bioensaios IV (BIV) e V (BV), da Operação XXIII.  
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Figura 9.  Medianas, valores máximos e mínimos das freqüências (‰) 
de ANE (Anormalidades nucleares eritrocitárias), Mn (Micronúcleo), L 
(Lobado), R (Reniforme) e S (Segmentado) no controle e em peixes 
expostos à água do mar diante da saída de esgoto e dos tanques de 
combustível, no Bioensaio VI (BVI) e nos experimentos Gaiola III (GIII) 
e IV (GIV), da Operação XXIV.  
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Figura 10.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices da 
brânquia dos grupos controle, Esgoto e Tanque do experimento Gaiola 
I da Operação XXII.  

I brq 

Figura 11.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices da 
brânquia dos grupos controle, Esgoto e Tanque do Bioensaio III da 
Operação XXIII.  
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I brq 

Figura  13. Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices da 
brânquia dos grupos controle, Esgoto e Tanque do Bioensaio V da 
Operação XXIII.  

Figura 12.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices da 
brânquia dos grupos controle, Esgoto e Tanque do Bioensaio IV da 
Operação XXIII.  
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Figura 14.  T. newnesi, lamelas branquiais, Gaiola III. A e B. Grupo 
controle. A. Lamelas secundárias em evidente processo de necrose 
(Ne). Cl = células de cloreto. Barra = 30 µm. B. Hipertrofia (Ht) das 
células epiteliais da lamela secundária. Cp = células pilares, Ce = 
células epiteliais normais. Barra = 20 µm. C. Grupo Esgoto. Observar a 
fusão (F) das extremidades das lamelas secundárias. LP = lamela 
primária. Barra = 50 µm. D. Grupo Tanque. Descamação do epitélio 
das lamelas secundárias (LS). mu = célula mucosa. Barra = 30 µm. 
Azul de toluidina + fucsina básica.  
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Figura 15.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices da 
brânquia dos grupos controle, Esgoto e Tanque do experimento Gaiola 
III da Operação XXIV.  

I brq 

Figura 16.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices da 
brânquia dos grupos controle, Esgoto e Tanque do Bioensaio VI da 
Operação XXIV.  
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Figu ra 17. T. newnesi, lamelas branquiais, Bioensaio VI. A. Grupo 
controle. Estão presentes lamelas sem alterações. LP = lamela 
primária, LS = lamela secundária. Barra = 50 µm. B. Grupo Esgoto. 
Observa-se a hiperplasia das células interlamelares (Hp) na lamela 
primária, bem como a telangiectasia (T) na extremidade das lamelas 
secundárias. Barra = 50 µm. C. Grupo Tanque. Telangiectasia lamelar 
(T). Notam-se os eritrócitos no interior dos vasos (e). Barra = 50 µm. 
Azul de toluidina + fucsina básica. 
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Figura 18.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices do 
fígado dos grupos controle, Esgoto e Tanque do experimento Gaiola 
I da Operação XXII.  

Figura 19.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices do 
fígado dos grupos controle, Esgoto e Tanque do experimento Gaiola 
II da Operação XXII.  
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Figura 20.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices do 
fígado dos grupos controle, Esgoto e Tanque do Bioensaio I da 
Operação XXII.  
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Figura 21.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices do 
fígado dos grupos controle, Esgoto e Tanque do Bioensaio III da 
Operação XXIII.  

I fig 

Figura 22.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices do 
fígado dos grupos controle, Esgoto e Tanque do experimento Gaiola 
III da Operação XXIV.  

Figura 23.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices do 
fígado dos grupos controle, Esgoto e Tanque do Bioensaio VI da 
Operação XXIV.  
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Figura 24.  T. newnesi, fígado, Gaiola III. A e B.  Grupo controle. A. Nota-
se grande quantidade de macrófagos (Ma) dispersos, além de numerosas 
inclusões lipídicas (L) nas células parenquimais. S = sinusóide. Barra = 30 
µm. B. Foco de necrose (Ne) no órgão. Barra = 30 µm. C. Grupo Esgoto. 
Detalhe dos macrófagos no interior do órgão, com grandes vesículas 
digestivas (Ma). L = gotícula lipídica, N = núcleo do hepatócito, e = 
eritrócito. Barra = 20 µm. D. Grupo Tanque. Células basofílicas (Cb) em 
pequenos agrupamentos no parênquima hepático. Barra = 30 µm. Azul de 
toluidina + fucsina básica. 
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Figura 25.  T. newnesi, fígado, Bioensaio VI. A. Grupo controle. Nestes 
animais, o parênquima mostrou-se preservado. Barra = 30 µm. B. 
Grupo Esgoto. Parênquima hepático com grande ocorrência de 
inclusões lipídicas (L). Barra = 30 µm. C. Grupo Tanque. Presença de 
inclusões lipídicas (L) de menor volume e em menor quantidade que na 
figura anterior. Barra = 30 µm. S = sinusóide, N = núcleo de hepatócito. 
Azul de toluidina + fucsina básica. 



 80 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

BI BIII BVI

Controle Esgoto Tanque

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

GI GII GIII

Controle Esgoto Tanque

Figura 26.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices 
do glicogênio dos grupos controle, Esgoto e Tanque dos 
experimentos Gaiola I (GI) e Gaiola II (GII), da Operação XXII 
e Gaiola III (GIII), da Operação XXIV.  

Figura 27.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices 
do glicogênio dos grupos controle, Esgoto e Tanque do 
Bioensaio I (BI), da Operação XXII, Bioensaio III (BIII), da 
Operação XXIII e Bioensaio VI (BVI), da Operação XXIV.  
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Figura 28.  Número de macrófagos (n Ma) no fígado de peixes, T. 
newnesi, no controle e em indivíduos expostos a água do mar diante 
da saída de esgoto e dos tanques de combustível nos experimentos 
Gaiola I (GI) e II (GII) e no Bioensaio I (BI) da Operação XXII e no 
experimento Gaiola III (GIII) da Operação XXIV.  
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Figura 29.  Número de células basofílicas (n CB) no fígado de 
peixes, T. newnesi, no controle e em indivíduos expostos à água 
do mar diante da saída de esgoto e dos tanques de combustível 
nos experimentos in situ (G) GI e GII, da Operação XXII e GIII da 
Operação XXIV e nos bioensaios (B) BI, BIII e BVI, das Operações 
XXII, XXIII e XXIV, respectivamente.  
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Figura 30. Micrografias eletrônicas de transmissão (MET). T. 
newnesi, fígado, Gaiola III. A até D. Grupo controle. A. Hepatócito 
com estrutura citoplasmática perinuclear alterada. N = núcleo, nu = 
nucléolo. Barra = 2,02 µm. B. Macrófago intra-hepático. Detalhe de 
figuras de mielina em vesícula digestiva. Barra = 314,74 nm. C. 
Hepatócito. Detalhe de célula com ultra-estrutura nuclear e 
perinuclear normal, mas pode-se observar área citoplasmática à 
direita da figura com morfologia alterada. Barra = 1,72 µm. D. 
Macrófago intra-hepático. Presença de inclusões citoplasmáticas 
em vários níveis de eletrondensidade. Barra = 1,71 µm. E. Grupo 
Esgoto. h = hepatócito. Ce = célula eletrondensa. Notar a presença 
de regiões vacuolares no seu interior. Barra = 3,3 µm F. Grupo 
Tanque. I = inclusões de variada eletrondensidade no citoplasma do 
hepatócito. Barra = 1,23 µm.  
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Figura 31.  M.E.T. T. newnesi, fígado, Bioensaio VI. A. Controle. 
Hepatócito normal (h). mi = mitocôndria, N = núcleo, nu = nucléolo. 
Barra = 901,71 nm. B. Esgoto. N = núcleo, nu = nucléolo, h = 
hepatócito, Ce = célula eletrondensa. Barra = 3,93 µm. C. Tanque. N 
= núcleo, I = inclusões de variada eletrondensidade no citoplasma do 
hepatócito. Barra = 2,02 µm. 
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Figura 32.  Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices 
totais dos grupos controle, Esgoto e Tanque dos experimentos 
in situ (G) GI, da Operação XXII, e GIII, da Operação XXIV. 
Medianas, valores máximos e mínimos dos Índices totais dos 
grupos controle, Esgoto e Tanque dos bioensaios (B) BIII, da 
Operação XXIII e BVI, da Operação XXIV.  

Tot-I 

Tot-I 

G 

B 



 86 

Planilha 1.  Alterações branquiais observadas em peixes da espécie 
Trematomus newnesi expostos à água coletada diante da saída de esgoto, dos 
tanques de armazenamento de combustíveis e controle em água limpa. 
 

 
Planilha 2.  Alterações hepáticas observadas em peixes da espécie 
Trematomus newnesi expostos à água coletada diante da saída de esgoto, dos 
tanques de armazenamento de combustíveis e controle em água limpa. 
 

 
 
 
 
 

Alterações histológicas w Ocorrência Pontuação 
1- Distúrbios Circulatórios    
Telangiectasia lamelar 1   
Edema 1   
2- Regressivas    
Alterações estruturais do epitélio: 1   
a) Descamação    
b) Descolamento    
c) Fusão de extremidades de lamelas secundárias    
Alterações na morfologia nuclear 2   
Necrose 3   
3- Progressivas    
Hipertrofia do epitélio 1   
Hiperplasia de células interlamelares 2   
4- Inflamação    
Infiltração de leucócitos no epitélio 2   
5- Tumor    
Benigno 2   
Maligno 3   

Alterações histológicas w Ocorrência Pontuação 
1- Distúrbios Circulatórios 1   
a) Hemorragia    
b) Congestão    
2- Regressivas    
Alterações estruturais do epitélio: 1   
a) Desarranjo dos cordões hepáticos    
Alterações do citoplasma 1   
a) Vacuolização lipídica    
b) Grânulos de glicogênio    
Alterações na morfologia nuclear 2   
Necrose 3   
3- Progressivas    
Hipertrofia dos hepatócitos 1   
Hiperplasia dos hepatócitos 2   
4- Inflamação    
a) Ativação do Sistema Retículo Endotelial 1   
b) Infiltração de leucócitos 2   
5- Tumor    
Benigno 2   
Maligno 3   
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Tabela 1.  Comparação das freqüências de ANE, Mn, L, R e S dos grupos controle, Esgoto e Tanque nos bioensaios realizados 
nas Operações XXIII (BII a BV) e XXIV (BVI).  
 
Bioensaios             
  n ANE Mn L R S 
Controle BII 5 1.5 ± 0.59 0.8 ± 0.48 0.1 ± 0.11 0.6 ± 0.29 0.1 ±  0.11 
Controle BIII 4 2.75 ± 1.91 0.44 ± 0.55 0.5 ± 0.58 1.56 ± 1.48 0. 25 ± 0.35 
Controle BIV 3 1.67 ± 0.95 0.00 0.17 ± 0.29 1.42 ± 0.72 0.08 ± 0 .14 
Controle BV 3 2.75 ± 0.66 0.17 ± 0.29 0.75 ± 0.5 1.83 ± 0.63 0. 00 
Controle BVI 3 4 ± 3.68 0.42 ± 0.72 0.33 ± 0.38 3.25 ± 3.19 0.00  
       
Esgoto BII 5 1.7 ± 1.07 0.7 ± 0.33 a,d 0.2 ± 0.21 0.75 ± 0.64 0.05 ± 0.11 
Esgoto BIII 4 1.13 ± 0.63 0.44 ± 0.43 a,b,c,d 0.06 ± 0.13 0.63 ± 0.32 0.00 
Esgoto BIV 3 1.67 ± 0.88 0.08 ± 0.14 b,d 0.33 ± 0.38 1.25 ± 0.43 0.00 
Esgoto BV 3 2.67 ± 2.02 0.00 b,c 0.33 ± 0.29 2.33 ± 1.76 0.00 
Esgoto BVI 3 8.75 ± 6.96 0.33 ± 0.14 d 1.67 ± 1.59 6.5 ± 5.13 0.25 ± 0.43 
       
Tanque BII 5 1.3 ± 0.72 0.5 ± 0.43 e,g 0.2 ± 0.21 0.45 ± 0.51 0.15 ± 0.22 
Tanque BIII 4 2.88 ± 1.76 0.75 ± 0.35 g 0.56 ± 0.24 1.31 ± 1.11 0.25 ± 0.35 
Tanque BIV 2 2.13 ± 2.65 0.00 f,g 0.25 ± 0.35 1.5 ± 1.77 0.38 ± 0.53 
Tanque BV 3 2.17 ± 0.52 0.00 f,h 0.58 ± 0.58 1.58 ± 0.14 0.00 
Tanque BVI 3 3.58 ± 1.26 0.17 ± 0.29 e,f,g,h 0.5 ± 0.25 2.92 ± 1.46 0.00 
Média ± Desvio padrão 
BII = Bioensaio II 
BIII = Bioensaio III 
BIV = Bioensaio IV 
BV = Bioensaio V 
BVI = Bioensaio VI 
Letras diferentes indicam diferença estatística (p < 0,05) 
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Tabela 2.  Comparação das freqüências de ANE, Mn, L, R e S dos grupos controle, Esgoto e Tanque nos experimentos in situ 
realizados na Operação XXIV. 
 
Gaiolas             
 n ANE Mn L R S 
Controle GIII 2 2.88 ± 1.59 0.38 ± 0.18 0.38 ± 0.18 2 ± 1.41 0.13  ± 0.18 
Controle GIV 5 4.95 ± 1.5 0.15 ± 0.22 0.55 ± 0.41 4.25 ± 1.53 0. 00 
       
Esgoto GIII 5 1.8 ± 1.11 0.2 ± 0.45 0.5 ± 0.53 1 ± 0.88 0.1 ± 0 .22 
Esgoto GIV 5 5.75 ± 4.18 0.15 ± 0.22 1.3 ± 1.36 4 ± 2.69 0.1 ±  0.14 
       
Tanque GIII 5 0.75 ± 0.56 a 0.1 ± 0.22 0.05 ± 0.11 0.5 ± 0.59 c 0.1 ± 0.14 
Tanque GIV 5 5.65 ± 3.47 b 0.3 ± 0.11 0.55 ± 0.74 4.7 ± 2.78 d 0.05 ± 0.11 
Média ± Desvio padrão 
n = número de peixes 
GIII = Gaiola III 
GIV = Gaiola IV 
Letras diferentes indicam diferença estatística (p < 0,05) 
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Tabela 3.  Alterações histopatológicas observadas nas brânquias e fígado de T. 
newnesi dos grupos controle e dos grupos expostos à água coletada diante da 
saída de esgoto e da frente dos tanques de combustível. 
 
 Gaiola I Gaiola II Bioensaio I 
Brânquias C E T C E T C E T 
Telangiectasia 0(2) 2(3) 1(2) Na Na Na Na Na Na 
Edema 0(2) 0(3) 0(2) Na Na Na Na Na Na 
Descamação 0(2) 0(3) 0(2) Na Na Na Na Na Na 
Descolamento 1(2) 0(3) 0(2) Na Na Na Na Na Na 
Fusão da 
extremidade 
das lamelas 
secundárias  

0(2) 0(3) 0(2) Na Na Na Na Na Na 

Necrose 0(2) 0(3) 0(2) Na Na Na Na Na Na 
Hipertrofia 2(2) 3(3) 2(2) Na Na Na Na Na Na 
Hiperplasia 0(2) 0(3) 0(2) Na Na Na Na Na Na 
Infiltração de 
leucócitos 

0(2) 0(3) 0(2) Na Na Na Na Na Na 

          
Fígado          
Congestão 2(2) 2(3) 0(2) 1(3) 0(4) 2(4) 0(3) 0(3) 0(2) 
Vacuolização 
lipídica 

2(2) 3(3) 2(2) 3(3) 4(4) 4(4) 1(3) 3(3) 1(2) 

Alteração da 
morfologia 
nuclear 

1(2) 1(3) 1(2) 0(3) 4(4) 2(4) 0(3) 0(3) 0(2) 

Necrose 0(2) 1(3) 0(2) 0(3) 0(4) 0(4) 0(3) 0(3) 0(2) 
Macrófagos 1(2) 3(3) 1(2) 3(3) 4(4) 3(4) 0(3) 1(3) 0(2) 
Células 
basofílicas 

2(2) 2(3) 2(2) 3(3) 4(4) 3(4) 3(3) 2(3) 2(2) 

C = Grupo Controle 
E = Grupo Esgoto 
T = Grupo Tanque 
(n) = número de indivíduos amostrados 
Na = não analisado 
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Tabela 4.  Alterações histopatológicas observadas nas brânquias e fígado de T. 
newnesi dos grupos controle e dos grupos expostos à água coletada diante da 
saída de esgoto e da frente dos tanques de combustível. 
 
 Bioensaio III Bioensaio IV Bioensaio V 
Brânquias C E T C E T C E T 
Telangiectasia 2(4) 3(4) 0(4) 3(3) 3(3) 2(2) 1(3) 2(3) 2(3) 
Edema  0(4) 0(4) 0(4) 0(3) 0(3) 0(2) 0(3) 1(3) 1(3) 
Descamação 4(4) 1(4) 4(4) 3(3) 1(3) 2(2) 1(3) 1(3) 2(3) 
Descolamento 0(4) 2(4) 1(4) 0(3) 0(3) 0(2) 1(3) 0(3) 2(3) 
Fusão da 
extremidade 
das lamelas 
secundárias  

0(4) 0(4) 1(4) 0(3) 1(3) 0(2) 

0(3) 0(3) 0(3) 

Necrose 0(4) 0(4) 0(4) 0(3) 0(3) 0(2) 0(3) 0(3) 0(3) 
Hipertrofia 2(4) 4(4) 4(4) 2(3) 0(3) 1(2) 0(3) 0(3) 0(3) 
Hiperplasia 0(4) 0(4) 0(4) 0(3) 0(3) 0(2) 0(3) 0(3) 0(3) 
Infiltração de 
leucócitos 

0(4) 0(4) 0(4) 0(3) 0(3) 0(2) 0(3) 1(3) 1(3) 

          
Fígado          
Congestão 0(4) 1(4) 1(3) Na Na Na Na Na Na 
Vacuolização 
lipídica 

4(4) 3(4) 2(3) Na Na Na Na Na Na 

Alteração da 
morfologia 
nuclear 

3(4) 0(4) 0(3) Na Na Na Na Na Na 

Necrose 3(4) 0(4) 0(3) Na Na Na Na Na Na 
Macrófagos 0(4) 0(4) 0(3) Na Na Na Na Na Na 
Células 
basofílicas 

4(4) 4(4) 3(3) Na Na Na Na Na Na 

C = Grupo Controle 
E = Grupo Esgoto 
T = Grupo Tanque 
(n) = número de indivíduos amostrados 
Na = não analisado 
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Tabela 5.  Alterações histopatológicas observadas nas brânquias e fígado de T. 
newnesi dos grupos controle e dos grupos expostos à água coletada diante da 
saída de esgoto e da frente dos tanques de combustível. 
 
 Gaiola III Bioensaio VI 
Brânquias C E T C E T 
Telangiectasia 1(2) 0(5) 2(5) 0(2) 1(3) 2(3) 
Edema  0(2) 0(5) 0(5) 0(2) 0(3) 0(3) 
Descamação 1(2) 0(5) 1(5) 0(2) 1(3) 1(3) 
Descolamento 2(2) 4(5) 0(5) 0(2) 0(3) 0(3) 
Fusão da 
extremidade 
das lamelas 
secundárias  

0(2) 2(5) 1(5) 1(2) 0(3) 0(3) 

Necrose 2(2) 1(5) 0(5) 0(2) 0(3) 0(3) 
Hipertrofia 2(2) 4(5) 4(5) 0(2) 3(3) 2(3) 
Hiperplasia 1(2) 3(5) 1(5) 1(2) 0(3) 1(3) 
Infiltração de 
leucócitos 

0(2) 0(5) 0(5) 0(2) 0(3) 0(3) 

       
Fígado       
Congestão 0(2) 1(4) 0(5) 0(3) 1(3) 0(3) 
Vacuolização 
lipídica 

2(2) 4(4) 5(5) 0(3) 3(3) 2(3) 

Alteração da 
morfologia 
nuclear 

1(2) 2(4) 1(5) 0(3) 0(3) 0(3) 

Necrose 1(2) 1(4) 0(5) 0(3) 0(3) 0(3) 
Macrófagos 2(2) 2(4) 4(5) 0(3) 0(3) 0(3) 
Células 
basofílicas 

2(2) 4(4) 5(5) 3(3) 2(3) 1(3) 

C = Grupo Controle 
E = Grupo Esgoto 
T = Grupo Tanque 
(n) = número de indivíduos amostrados 
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Tabela 6.  Comparação interanual dos Índices da brânquia dos experimentos in 
situ realizados nas Operações XXII (GI) e XXIV (GIII). 
 
Gaiolas     

  n Índice da brânquia 
Controle GI 2 5 ± 1.41 
Controle GIII 2 15 ± 7.07 
   
Esgoto GI 3 4 ± 2.65 
Esgoto GIII 5 5.4 ± 1.52 
   
Tanque GI 2 6 ± 1.41 
Tanque GIII 5 3 ± 2.45 
Média ± Desvio padrão 
n = número de peixes 
GI = Gaiola I 
GIII = Gaiola III 
 
Tabela 7.  Comparação interanual dos Índices da brânquia dos bioensaios 
realizados nas Operações XXIII (BIII a BV) e XXIV (BVI). 
 
Bioensaios     

  n Índice da brânquia 
Controle BIII 4 4 ± 3.16 
Controle BIV 3 5 ± 2 
Controle BV 3 1.67 ± 1.53 
Controle BVI 2 4 ± 5.66 
   
Esgoto BIII 4 4.75 ± 3.77 
Esgoto BIV 3 4 ± 1 
Esgoto BV 3 3 ± 1.73 
Esgoto BVI 3 3.67 ± 1.15 
   
Tanque BIII 4 3.75 ± 0.5 
Tanque BIV 2 3 ± 1.4 
Tanque BV 3 3.33 ± 1.53 
Tanque BVI 3 3 ± 1 
Média ± Desvio padrão 
n = número de peixes 
BIII = Bioensaio III 
BIV = Bioensaio IV 
BV = Bioensaio V 
BVI = Bioensaio VI 
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Tabela 8.  Comparação interanual dos Índices do fígado dos grupos controle, 
Esgoto e Tanque dos experimentos in situ realizados nas Operações XXII (GI e 
GII) e XXIV (GIII). 
 
Gaiolas     

  n Índice do fígado 
Controle GI 2 9 ± 2.83 
Controle GII 3 5 ± 5.2 
Controle GIII 2 9.5 ± 2.12 
   
Esgoto GI 3 9.67 ± 1.53 
Esgoto GII 4 9.25 ± 2.63 
Esgoto GIII 4 8.25 ± 4.79 
   
Tanque GI 2 5 ± 0 
Tanque GII 4 8.25 ± 3.77 
Tanque GIII 5 5.6 ± 2.88 
Média ± Desvio padrão 
n = número de peixes 
GI = Gaiola I 
GII = Gaiola II 
GIII = Gaiola III 
 
Tabela 9.  Comparação interanual dos Índices do fígado dos grupos controle, 
Esgoto e Tanque dos bioensaios realizados nas Operações XXII (BI), XIII (BIII) 
e XXIV (BVI). 
 
Bioensaios     

  n Índice do fígado 
Controle BI 3 2 ± 3.46 a,b 
Controle BIII 4 7.75 ± 5.38 a 
Controle BVI 3 0 ± 0 b 
   
Esgoto BI 3 4.33 ± 1.15 
Esgoto BIII 4 3 ± 2.94 
Esgoto BVI 3 3.67 ± 2.08 
   
Tanque BI 2 3 ± 4.24 
Tanque BIII 3 2 ± 2.65 
Tanque BVI 3 0.67 ± 0.58 
Média ± Desvio padrão 
n = número de peixes 
BI = Bioensaio I 
BIII = Bioensaio III 
BVI = Bioensaio VI 
Letras diferentes indicam diferença estatística (p < 0,05) 
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Tabela 10.  Comparação interanual da quantidade de macrófagos dos grupos 
controle, Esgoto e Tanque dos experimentos in situ das Operações XXII (GI e 
GII) e XXIV (GIII). 
 

Gaiolas     
  n n MA 
Controle GI 30 6.3 ± 7 a 
Controle GII 45 1.31 ± 2.02 a,b 
Controle GIII 30 0.1 ± 0.31 b 
   
Esgoto GI 45 1.2 ± 1.25 c,d 
Esgoto GII 60 2.12 ± 2.58 c 
Esgoto GIII 60 0.95 ± 2.18 d 
   
Tanque GI 30 0.57 ± 0.77 
Tanque GII 60 1.68 ± 2.27 
Tanque GIII 75 1.08 ± 2.05 
Média ± Desvio padrão 
n = número de campos microscópicos analisados em aumento de 40x 
n Ma = número de macrófagos por mm2  
GI = Gaiola I 
GII = Gaiola II 
GIII = Gaiola III 
Letras diferentes indicam diferença estatística (p < 0,05) 
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Tabela 11.  Comparação interanual da quantidade de células basófilas dos 
grupos controle, Esgoto e Tanque nos bioensaios realizados nas Operações 
XXII (BI), XXIII (BIII) e XXIV (BVI).  
 
Bioensaios    
  n n CB 
Controle BI 45 2.18 ± 4.39  
Controle BIII 60 0.68 ± 1.27 
Controle BVI 45 1 ± 1.97 
   
Esgoto BI 45 0.6 ± 1.75 a 
Esgoto BIII 60 2.7 ± 5.02 b 
Esgoto BVI 45 0.98 ± 1.96 a,b 
   
Tanque BI 30 1.33 ± 2.01 c,e 
Tanque BIII 45 3.42 ± 5.57 d 
Tanque BVI 45 0.16 ± 0.52 e 
Média ± Desvio padrão 
n = número de campos microscópicos analisados em aumento de 40x 
n CB = número de células basofílicas por mm2   
BI = Bioensaio I 
BIII = Bioensaio III 
BVI = Bioensaio VI 
Letras diferentes indicam diferença estatística (p < 0,05) 
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Tabela 12.  Comparação interanual da quantidade de células basófilas dos 
grupos controle, Esgoto e Tanque nos experimentos in situ realizados nas 
Operações XXII (GI e GII) e XXIV (GIII). 
 
Gaiolas    
  n n CB 
Controle GI 30 1.37 ± 2.83 
Controle GII 45 1.02 ± 2.11 
Controle GIII 30 2.27 ± 2.82 
   
Esgoto GI 45 1.29 ± 2.21 a,b 
Esgoto GII 60 0.72 ± 1.71 a 
Esgoto GIII 60 1.8 ± 2.46 b 
   
Tanque GI 30 4.69 ± 6.61 c,e 
Tanque GII 60 0.78 ± 2.73 d 
Tanque GIII 75 4.71 ± 5.37 e 
Média ± Desvio padrão 
n = número de campos microscópicos analisados em aumento de 40x 
n CB = número de células basofílicas por mm2   
GI = Gaiola I 
GII = Gaiola II 
GIII = Gaiola III 
Letras diferentes indicam diferença estatística (p < 0,05) 
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Tabela 13.  Comparação interanual dos Índices totais dos grupos controle, 
Esgoto e Tanque dos experimentos in situ realizados nas Operações XXII (GI) 
e XXIV (GIII). 
 
Gaiolas     

  n Índice total 
Controle GI 2 14 ± 1.41 
Controle GIII 2 24.5 ± 9.19 
   
Esgoto GI 3 13 ± 3.61 
Esgoto GIII 4 13.5 ± 5.74 
   
Tanque GI 2 11 ± 1.41 
Tanque GIII 5 8.6 ± 4.51 
Média ± Desvio padrão 
n = número de peixes 
GI = Gaiola I 
GIII = Gaiola III 
 
Tabela 14.  Comparação interanual dos Índices totais dos grupos controle, 
Esgoto e Tanque dos bioensaios realizados nas Operações XXIII (BIII) e XXIV 
(BVI). 
 
Bioensaios     

  n Índice total 
Controle BIII 4 11.75 ± 2.5 
Controle BVI 2 4 ± 5.66 
   
Esgoto BIII 4 7.75 ± 4.57 
Esgoto BVI 3 7.33 ± 2.08 
   
Tanque BIII 3 6 ± 2.65 
Tanque BVI 3 3.67 ± 1.15 
Média ± Desvio padrão 
n = número de peixes 
BIII = Bioensaio III 
BVI = Bioensaio VI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


