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RESUMO 
 

REZENDE, K. F. O. Efeitos da concentração subletal da fração solúvel em água 
(FSA) de petróleo em parâmetros do sistema imune in ato e hepáticos do peixe 
marinho Rachycentron canadum  (LINNAEUS, 1766) . 2015. 76 f. Tese (Doutorado 
em Biologia Celular e Tecidual) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2015. 
 
O petróleo é um produto natural derivado da decomposição da matéria orgânica. 
Com o aumento da exploração, produção e transporte de petróleo, a ocorrência de 
derramamento por acidente no ambiente marinho tornou-se rotineira. Após o 
derramamento, ocorrem diversos processos físicos, químicos e biológicos que 
resultam na formação da fração solúvel em água de petróleo, ricos em 
hidrocarbonetos, que são moléculas tóxicas aos peixes. Desta forma, o objetivo 
deste estudo foi avaliar os efeitos da concentração subletal de 0,3 ppm da FSA de 
petróleo em parâmetros do sistema imune inato e hepático de Rachycentron 
canadum após o período de 7 e 14 dias. Utilizou-se, após o teste de normalidade, a 
análise estatística ANOVA seguido Tukey HSD (diferença estatística: p< 0,05). 
Observou-se uma diminuição do fator de condição dos animais expostos por um 
período de 14 dias, comparado aos animais controles. A contagem diferencial de 
leucócitos mostrou um aumento do número de leucócitos totais após 7 dias, e uma 
diminuição destes após 14 dias de exposição. Consequentemente, há uma 
diminuição do número de eritrócitos em 7 dias e um aumento após 14 dias. A 
atividade da enzima lisozima nos animais do grupo exposto por 14 dias foi maior em 
comparação aos animais do grupo controle. Foram observadas, ainda, alterações 
nos tecidos branquiais, renais e hepáticos, após análises morfométricas e 
histológicas nos animais expostos à FSA de petróleo por 7 e 14 dias. Notou-se um 
aumento do índice hepatossomático e da atividade da enzima aspartato 
aminotransferase dos animais expostos por 7 e 14 dias. Em contrapartida, não foi 
observada atividade da enzima alanina aminotransferase em todos os grupos. 
Conclui-se que a concentração subletal de 0,3 ppm da FSA de petróleo altera 
parâmetros do sistema imune inato e hepáticos de Rachycentron canadum, podendo 
causar imunossupressão e comprometimento do sistema de biotransformação. Este 
estudo permite um monitoramento ambiental mais eficiente no litoral brasileiro. 
 
Palavras-chave: Peixe. Leucócitos. Enzimas. Alterações histológicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 
 

REZENDE, K. F. O. Effects of sublethal concentration of water-soluble  fraction 
(WSF) of petroleum on parameters of the innate immu ne system and hepatic of 
marine fish Rachycentron canadum  (LINNAEUS, 1766) . 2015. 76 f. Ph.D. thesis 
(Cell and Tissue Biology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2015. 
 
Petroleum is a natural product derived from the decomposition of organic matter. 
With increasing exploration, production and transportation of petroleum, the spill 
accident occurrence in the marine environment has become routine. After the 
shedding occur various physical, chemical and biological processes that result in the 
water-soluble fraction formation of petroleum, rich in hydrocarbon, molecules that are 
toxic to fish. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of sublethal 
concentration of 0.3 ppm of WSF of petroleum on parameters of the innate immune 
system and hepatic of Rachycentron canadum, after the periods of 7 and 14 days. It 
was used after the normality test, statistical analysis ANOVA followed by Tukey HSD 
(significant difference: p <0.05). It was observed a decrease in condition factor of 
animals exposed for period of 14 days compared to control animals. The differential 
leukocyte count showed an increased number of total leukocytes after 7 days and 
decreased after 14 days of exposure. Consequently, there is a decrease in the 
number of erythrocytes in 7 days and an increase after 14 days. The activity of the 
lysozyme enzyme in animals of group exposed for 14 days was higher compared to 
the animals of control group. There were, also, changes in gill, kidney and liver 
tissues after morphometric and histological analysis in animals exposed to WSF of 
petroleum for 7 and 14 days. It was noted an increase of the hepatosomatic index 
and aspartate aminotransferase enzyme activity of animals exposed for 7 and 14 
days. In contrast, it was not observed activity of the enzyme alanine 
aminotransferase in all groups. It was concluded that the sublethal concentration of 
0.3 ppm of the WSF of petroleum alters parameters of the innate immune system and 
hepatic of Rachycentron canadum that may cause immunosuppression and 
biotransformation system impairment. This study allows more efficient environmental 
monitoring on the Brazilian coast. 
 
Keywords:  Fish. Leukocytes. Enzymes. Histological changes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 Petróleo 

 

O petróleo (do latim petra- pedra e oleum- óleo) é uma substância oleosa, 

inflamável, com cheiro característico, com cor variando entre o negro e o castanho 

escuro e, em geral, menos denso que a água (ALEXANDER, 1999; LAKE, 2006). 

De origem orgânica, o petróleo é, possivelmente, formado a partir da 

decomposição dos organismos que compõem o plâncton, que se acumulam no 

fundo dos mares e dos lagos. Ao longo de milhões de anos, essa camada vai sendo 

coberta por outras camadas de sedimentos que, pela ação de microrganismos, 

bactérias, altas pressões e temperatura, se transformam em petróleo (GUPTA; 

DEMIRBAS, 2010; THOMAS, 2004).  

Em seguida, o petróleo passa pelo processo de acumulação, mas, para isso, 

ocorre a expulsão do petróleo da rocha geradora, fazendo com que ele percorra 

rochas porosas e permeáveis até ser interceptado por uma rocha selante, que é 

impermeável, denominada reservatório. A rocha selante possui condições 

necessárias para acumulação do petróleo, por ser um ambiente de pouca 

permeabilidade, inibindo a ação de água circulante e diminuindo a quantidade de 

oxigênio existente (CARDOSO, 2005; THOMAS, 2004). 

Apesar da composição do petróleo variar de acordo com o poço, todos 

produzem análises elementares semelhantes, constituído por carbono (83 - 87%), 

hidrogênio (11 - 14%), nitrogênio (0,11 - 1,7%), enxofre (0,06 - 8%), oxigênio (0,1 - 

2%) e alguns metais em concentrações traço (principalmente níquel e vanádio) (até 

0,3%) (FRONAPE, 2002; POFFO, 2000; THOMAS, 2004). 

Segundo Nicodem et al. (2001), o carbono e o hidrogênio formam os 

hidrocarbonetos, que são os compostos mais abundantes do petróleo. Os 

hidrocarbonetos, conforme os autores, são agrupados em quatro classes principais, 

baseadas na composição molecular, sendo (1) aromáticos, de cadeia benzênica 

(insaturada), presentes em pequenas quantidades, apresentam maior toxicidade e 

podem ser classificados em monocíclicos (apenas uma cadeia benzênica) ou 

policíclicos (mais de uma cadeia benzênica); (2) alcanos (parafinas), de cadeia 

simples e ramificada, compreende a maior fração da maioria dos petróleos, com 

toxicidade geralmente baixa e facilmente biodegradado; (3) alcenos (olefinas), de 
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cadeia aberta com ligação dupla entre os átomos, ausentes ou presentes em 

pequenas quantidades no petróleo, mas abundantes em produtos de refino como a 

gasolina, e; (4) cicloalcanos (naftas), de cadeia fechada (cíclicas) e saturada, 

compreende a segunda maior fração da maioria dos petróleos, a toxicidade é 

variável e são resistentes à biodegradação.   

O primeiro poço de petróleo foi descoberto pelo americano Edwin Laurentine 

Drake, em agosto de 1859, na Pensilvânia (Estados Unidos da América- EUA) a 21 

metros de profundidade (GIDDONS, 1948).  

Ainda no século XIX, o petróleo passou a ser usado como insumo à 

iluminação, mas foi em 1810, em Praga, que foi considerada a primeira destilação 

industrial do petróleo, obtendo-se um óleo capaz de substituir com grande vantagem 

os produtos até então usados para a iluminação, como o óleo de baleia e o gás de 

carvão. A partir do século XX, o desenvolvimento das empresas automobilísticas 

impulsionou, definitivamente, a indústria do petróleo (OLAH; GOEPPERT; 

PRAKASH, 2009; THOMAS, 2004).  

Nos EUA surgiram dezenas de companhias petrolíferas, que mais tarde se 

transformariam em poderosas organizações. A produção de óleo cru, nos EUA, 

aumentou de dois mil barris em 1859, para aproximadamente três milhões de barris 

em 1863, e para dez milhões de barris em 1874. Até o final do século XIX, os EUA 

dominaram praticamente sozinhos o comércio mundial de petróleo, devido, 

principalmente, à atuação do empresário John Rockefeller (OLAH; GOEPPERT; 

PRAKASH, 2009; SOUZA, 2006). 

No Brasil, o primeiro poço foi perfurado a uma profundidade de 

aproximadamente 500 metros entre os anos de 1892 e 1896, na cidade de Bofete- 

São Paulo, não sendo bem sucedido. Porém, em 1939 na cidade de Lobato- Bahia, 

foi descoberto o primeiro sinal de petróleo no território brasileiro (FARIAS, 2008).  

No ano de 1953, o governo brasileiro instalou o Conselho Nacional do 

Petróleo (CNP), surgindo assim a primeira Lei do Petróleo do país, para estruturar e 

regularizar as atividades petrolíferas, tornando o petróleo um patrimônio da União, 

criando assim a Petrobrás (PETROBRÁS, 2015). Desde a criação da Petrobrás já foi 

descoberto petróleo nos estados do Amazonas, Pará, Maranhão, Ceará, Rio Grande 

do Norte, Alagoas, Sergipe, Bahia, Espírito Santo, Rio de Janeiro, Paraná, São 

Paulo e Santa Catarina (FARIAS, 2008). 
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Atualmente, o petróleo é utilizado, principalmente, como combustíveis para 

transportes, para aquecimento e geração de energia elétrica, na preparação de 

asfalto e óleo lubrificante. Porém, também é utilizado como matéria prima para a 

fabricação de produtos químicos, plásticos e materiais sintéticos (U.S. ENERGY 

INFORMATION ADMINISTRATION, 2015). 

Com a ampla utilização do petróleo em produtos, o consumo mundial vem 

crescendo a cada ano. Atualmente, no relatório anual da British Petroleum Statistical 

Review of World Energy (2015), foi observado um aumento no consumo global de 

0,8 milhões de barris por dia (0,8%) em 2014 comparado ao ano de 2013, chegando 

à marca de 92.086 milhões de barris de petróleo por dia (Figura 1). 

 

 
Figura 1.  Consumo mundial de petróleo (em milhões de barris por dia) dividido em regiões, durante o 

período de 1989 e 2014 (Fonte. Adaptado de British Petroleum Statistical Review of World 
Energy, 2015). 

 

O aumento do consumo mundial impulsionou a busca por novas reservas de 

petróleo. No final de 2014, as reservas atingiram um total de 1.700,1 bilhões de 

barris, o suficiente para atender a 52,5 anos de produção global. Durante a última 

década, as reservas provadas mundiais aumentaram 24%, ou mais de 330 bilhões 

de barris (BRITISH PETROLEUM STATISTICAL REVIEW OF WORLD ENERGY, 

2015) (Figura 2). 
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Figura 2.  Reservas mundiais provadas, dividido em regiões, no ano de 1994, 2004 e 2014 (Fonte. 

Adaptado de British Petroleum Statistical Review of World Energy, 2015). 
 

Consequentemente, a produção de petróleo mundial registrou um aumento de 

2,1 milhões de barris por dia, ou 2,3%, comparado ao ano de 2013, atingindo a 

produção de 88.673 milhões barris de petróleo por dia (Figura 3). Os EUA 

registraram o maior crescimento no mundo (1,6 milhões barris de petróleo por dia) 

(BRITISH PETROLEUM STATISTICAL REVIEW OF WORLD ENERGY, 2015). 
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Figura 3.  Produção mundial de petróleo (em milhões de barris por dia) dividido em regiões, durante o 

período de 1989 e 2014 (Fonte. Adaptado de British Petroleum Statistical Review of World 
Energy, 2015). 

 

No Brasil, foi descoberta a presença de óleo na camada Pré-sal, no ano de 

2006. A camada Pré-sal brasileira compreende uma extensa área rochosa, de 

aproximadamente 149.000 quilômetros quadrados, que se estende desde o litoral do 

estado de Santa Catarina até o litoral do estado do Espírito Santo, distante cerca de 

300 quilômetros da costa brasileira e localizada em profundidades que variam de 

4.000 a 7.000 metros (PETROBRÁS, 2015).  

Atualmente, a produção de petróleo na camada do Pré-sal ultrapassou o 

patamar de 700 mil barris de petróleo por dia (PETROBRÁS, 2015), contribuindo 

com os níveis recordes de produção de 2,3 milhões barris de petróleo por dia, em 

2014 (BRITISH PETROLEUM STATISTICAL REVIEW OF WORLD ENERGY, 2015). 

 A Petrobrás (2015) estima em seu relatório de planejamento estratégico 

2030, que o óleo contido na camada Pré-sal corresponderão a 53% do total da 

produção brasileira em 2020, estimada em 4,2 milhões de barris por dia. 
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1.2 Derramamento de Petróleo no Ambiente Marinho 

 

Com o aumento da produção da indústria petrolífera, o risco de acidentes por 

derramamento tornou-se iminente. Os derramamentos são categorizados por 

tamanho: <7 toneladas (pequeno acidente), 7-700 toneladas (médio acidente) e 

>700 toneladas (grande acidente) (INTERNATIONAL TANKER OWNERS 

POLLUTION FEDERATION LIMITED- ITOPF; 2014). 

Estima-se que no período de 1970-2014, 50% dos grandes derramamentos 

de petróleo (> 700 toneladas) ocorreram enquanto os navios estavam em 

andamento em águas abertas. Durante este tipo de operação, 59% foram causados 

por colisões e encalhes. Estas mesmas causas representaram, aproximadamente, 

99% dos derramamentos quando a embarcação estava em andamento em águas 

interiores ou restritas (ITOPF, 2014) (Figura 4). 

 

 
Figura 4.  Incidência de grandes derramamentos (> 700 toneladas) por operação na hora do incidente 

e principal causa no período de 1970-2014 (Fonte. Adaptado de ITOPF; 2014). 
 

Entre os grandes incidentes, destacam-se a explosão na plataforma de 

exploração Deepwater Horizon no norte do Golfo do México em 2010, que resultou 

em 800 mil toneladas de óleo liberado para o oceano (ALLAN; SMITH; ANDERSON, 

2012) e o derramamento de 3,7 mil barris de petróleo no Campo de Frade (Bacia de 

Campos- RJ), em 2011, causado, segundo o relatório da Agência Nacional de 
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Petróleo (ANP), pela estimativa incorreta da pressão no poço (por falta do 

conhecimento da geologia local) da empresa Chevron (LEITE et al., 2012). 

Somente em 2014, de acordo com os dados da International Tanker Owners 

Pollution Federation Limited- ITOPF (2014), foram registrados aproximadamente 

10.000 incidentes, resultando em 4.000 toneladas de óleo perdido para o ambiente. 

Entre esses incidentes, a grande maioria (81%) se enquadra na categoria de 

pequeno derramamento, ou seja, < 7 toneladas (ITOPF, 2014). Segundo Ziolli (2009) 

esses pequenos derramamentos estão relacionados com operações normais de 

petroleiros como lavagem dos tanques e descarte de água de lastro. 

Quando o petróleo é lançado ao mar, o destino final de seus componentes 

depende de vários processos físicos, químicos e biológicos (chamado de 

intemperismo), tais como: evaporação, emulsificação, dissolução, biodegradação e 

fotooxidação (VIEIRA et al., 2009) (Figura 5).  

 

 
Figura 5.  Ilustração dos fenômenos envolvidos no processo de intemperismo de uma mancha de óleo 

espalhada sobre a água do mar (Fonte. Vieira, 2009). 
 

Uma porção relativamente pequena do petróleo se dissolve na água e torna-

se biodisponível, chamada de fração solúvel em água (FSA) (RODRIGUES et al., 

2010; SAEED; MUTAIRI, 1999), essa fração é muito difícil de ser detectada sem 

auxílio de análises químicas por ser visualmente imperceptível (ZIOLLI, 2009).  

A FSA de petróleo é constituída de hidrocarbonetos com peso molecular 

intermediário, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos de baixo peso molecular e 

compostos heterocíclicos. Essas moléculas, por serem solúveis em água, são os 

principais constituintes da fase aquosa e os maiores contribuidores para a toxicidade 

nos ambientes aquáticos (NEFF, 1987; SAEED; MUTAIRI, 1999).  
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Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) são compostos orgânicos 

semivoláteis abundantes na FSA do petróleo (MIGUEL et al., 2001). Rangel; 

Baptista-Neto; Fonseca (2012) compararam as concentrações de hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos encontrados em diversas regiões e por diversos autores. 

Observa-se que em uma mesma região, em datas diferentes, apresentam grande 

variação (Tabela 1). 

 

Tabela 1-  Concentrações (em ppm) de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos encontrados em 
diversas regiões do mundo, em diferentes anos (Fonte. Adaptado de Rangel; Baptista-
Neto; Fonseca, 2012). 

Área de amostragem  Concentração (ppm)  Ano da análise  

Bacia do Rio Estrela- Brasil 0,00 - 0,09 2012 

Baía de Guanabara- Brasil 1,57 - 18,44 1996 

APA de Guapimirim (Baía de Guanabara)- Brasil 0,30 - 42,70 2003 

Bacia do Rio Paraíba do Sul- Brasil 1,00 - 40,00 2002 

Bacia da Tianjin- China 0,01 - 0,50 2005 

Canal de Saint John- Estados Unidos da América 0,12 - 78,73 2001 

Canal Trepagnier- Estados Unidos da América 0,49 - 25,64 2001 

Delta do Niger- Nigéria 2,10 - 7,20 2005 

 

1.3 Modelo Biológico- Rachycentron canadum  

 

Estudos de vários autores, que objetivaram avaliar os efeitos da exposição 

aos hidrocarbonetos solúveis em água, utilizam os peixes como modelo biológico. 

Ernst; Neff; Anderson (1977) observaram a influência da FSA de petróleo no 

desenvolvimento de Fundulus grandis, Akaishi et al. (2004) utilizaram a espécie 

Astyanax sp. para avaliar a neurotoxicidade do óleo cru. Recentemente, Yu et al. 

(2015) estudaram influência do óleo cru na velocidade da natação em Takifugu 

rubripes, Kazempoor et al. (2015) registraram alterações histopatológicas em 

Acantopagrus latus exposto ao óleo cru, e Ezike e Ufodike (2014) avaliaram 

parâmetros sanguíneos em Clarias gariepinus exposto ao petróleo. 

A utilização de peixes é recomendável, pois a acumulação na cadeia trófica 

desses hidrocarbonetos é extremamente rápida (GRAVATO; SANTOS, 2002), 

tendendo a maior acumulação em peixes, quando comparado com outros 

organismos do ambiente (ANYAKORA et al., 2005), sendo, assim, pode apresentar 

consequências adversas para a saúde dos mesmos (COLLIER et al., 1996). 
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Rachycentron canadum (LINNAEUS, 1766), conhecido popularmente como 

beijupirá, compreende a um único gênero, Rachycentron. Está classificado 

taxonomicamente, segundo Linnaeus (1766), da seguinte forma:  

Reino- Annimalia 

     Filo- Chordata 

          Classe- Actinopterygii 

               Subclasse- Neopterigii 

                    Infraclasse Teleostei 

                         Superordem- Acanthopterygii 

                              Ordem- Perciformes 

                                   Subordem- Percoidei 

                                            Família- Rachycentridae 

                                                            Gênero- Rachycentron 

                                                                 Espécie- Rachycentron canadum 

É classificada como uma espécie nerítica e epipelágica, de hábito natatório 

ativo (comportamento migratório), devido à ausência de bexiga natatória. Sua 

ocorrência dá-se em todo o mundo, em águas tropicais e subtropicais, exceto no 

Pacífico Oriental. No Brasil, estes espécimes estão presentes nas regiões norte, 

nordeste, sul e sudeste (ARENDT; OLNEY; LUCY, 2001; BARBIERI; DOI, 2012; 

CAVALLI; HAMILTON, 2009) (Figura 6).  

 

 
Figura 6.  Mapa de ocorrência mundial natural de Rachycentron canadum. As diferentes cores 

significam as probabilidades relativas de ocorrência (Fonte. Adaptado de Fishbase, 2013). 
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São considerados carnívoros, alimentando-se de nécton e zoobentos, 

incluindo peixes, crustáceos e bivalves, além de restos deixados por animais de 

grande porte como tubarões, raias manta e tartarugas. Por ocupar uma posição de 

destaque na cadeia trófica, podem fornecer informações importantes relacionadas 

diretamente ao ecossistema em que vivem (BENNETI et al., 2008). 

Além disso, é de grande interesse comercial devido, principalmente, ao seu 

rápido crescimento, além de outras características, como a adaptabilidade em 

cativeiro e a excelente qualidade de sua carne (BARBIERI; DOI, 2012; CAVALLI; 

HAMILTON, 2009). 

 

1.4 Biomarcadores 

 

Biomarcadores são definidos como respostas biológicas adaptativas a 

estressores, evidenciadas como alterações bioquímicas, celulares, histológicas, 

fisiológicas ou comportamentais (DEPLEDGE, 1993), e podem ser utilizados para 

identificar sinais iniciais de danos aos peixes, sendo excelentes ferramentas para 

monitorar a saúde do ecossistema aquático (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; 

WALKER et al., 1996). 

Segundo, Amorim (2003); Dougherty (1998); Rüdiger (1999), os 

biomarcadores podem ser classificados em três tipos: de exposição, de 

suscetibilidade e de efeito.  

Biomarcadores de exposição são usados para confirmar e avaliar a exposição 

a uma determinada substância, estabelecendo uma ligação entre a exposição 

externa e a quantificação da exposição interna, de um indivíduo ou um grupo (por 

exemplo, bioacumulação). 

Biomarcadores de suscetibilidade permitem elucidar o grau de resposta da 

exposição provocada nos indivíduos. 

 Biomarcadores de Efeito que podem ser usados para documentar as 

alterações pré-clínicas ou efeitos adversos à saúde, decorrentes da exposição e 

absorção da substância química. Neste trabalho utilizou-se biomarcadores de efeito 

para se avaliar a exposição de peixes à FSA. 

A utilização de biomarcadores apresenta várias vantagens, pois permite 

detectar precocemente a existência de contaminação por substâncias tóxicas 

biologicamente significativas, identificar espécies ou populações em risco de 
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contaminação, avaliar a magnitude da contaminação e determinar o grau de 

severidade dos efeitos causados pelos contaminantes (STEGEMAN et al., 1992). 

Contaminantes orgânicos podem afetar o sistema imune e parâmetros 

hepáticos, resultando em supressão imunológica (DEAN; HOUSE; LUSTER, 2001) e 

alteração do sistema de biotransformação. Sendo assim, o uso de biomarcadores 

celulares, histológicos e enzimáticos é muito útil na avaliação do risco toxicológico 

(STILLER- WINKLER et al., 1999). 

 

1.4.1 Parâmetros do Sistema Imune Inato 

 

O sistema imunológico de peixes apresenta similaridade com o dos 

mamíferos (SIWICKI et al., 1994). É dividido em inato (não específico) e adquirido 

(específico), porém, diferindo de outros vertebrados, o sistema imune inato dos 

peixes é considerado mais importante que a resposta adquirida (SAURABH; 

SAHOO, 2008; WHYTE, 2007), pois a resposta inata geralmente precede a resposta 

adquirida, ativa e determina a natureza da resposta adaptativa, além de cooperar na 

manutenção da homeostase (FEARON, 1997). 

O sistema imune inato é dividido em três compartimentos, sendo barreira 

epitelial/ mucosa, parâmetros humorais e componentes celulares (URIBE et al., 

2011). 

A barreira epitelial/ mucosa das brânquias é extremamente importante em 

peixes (MAGNADOTTIR, 2010), agindo como uma das primeiras barreiras de defesa 

(ELLIS, 2001). As brânquias são estruturas vitais para os peixes, responsáveis pelas 

trocas gasosas, osmorregulação, equilíbrio ácido básico e excreção de compostos 

nitrogenados (MACHADO; FANTA, 2003).  

Quando ocorre interferência no ambiente, os peixes desempenham ajustes 

para obtenção de oxigênio, como, por exemplo, a remodelação da morfologia 

branquial (NILSSON, 2007). Desta forma, as alterações morfológicas das brânquias 

são importantes ferramentas no diagnóstico à exposição de contaminantes (ROMÃO 

et al., 2006). 

O rim recebe grande fluxo sanguíneo, proveniente principalmente das 

brânquias, e pode ser considerado órgão alvo para agentes químicos. 

Desempenhando um papel fundamental na manutenção da homeostase osmótica 

em peixes marinhos (AU, 2004), alterações morfológicas no rim podem ocorrer em 
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razão da introdução de poluentes na água, podendo ser utilizadas como parâmetros 

para o monitoramento ambiental (SILVA; MARTINEZ, 2007). 

As células também estão presentes como primeira barreira de defesa. As 

principais células do sistema imune inato de peixes são aquelas capazes de 

fagocitar e destruir agentes infecciosos (KANTARI; PEDERZOLI-RIBEIL; WITKO-

SARSAT, 2008). Entre essas células, estão os macrófagos, que são os leucócitos 

mais eficientes na atividade de fagocitose (SILVA et al., 1999), no qual sua atividade 

fagocítica se deve à fosfatase ácida. Outra importante célula, são os neutrófilos, que 

possuem atividade citotóxica não-específica (CUESTA; ESTEBAN; MESEGUER, 

1999) e sua infiltração em reações inflamatórias é mais intensa nas fases iniciais em 

relação aos macrófagos. Além dos eosinófilos, que estão associados com tecido 

linfoide e apresentam funções relacionadas com a fagocitose e relação hospedeiro-

parasita (ELLIS, 2001; FISCHER et al., 2006; SILVA et al., 1999). 

Parâmetros hematológicos são suscetíveis a mudanças no ambiente aquático 

(BARBIERI; BONDIOLI, 2015; BOWDEN, 2008; DOTTA et al., 2015). Portanto, 

avaliação desses componentes colabora no diagnóstico de condições adversas 

(TAVARES-DIAS et al., 1999) e na compreensão da relação entre as características 

sanguíneas, saúde dos peixes e o meio ambiente (TAVARES-DIAS; MORAES, 

2004).  

Além de células, existem várias moléculas envolvidas na resposta imune inata 

e fagocitose. Normalmente estão presentes no soro e suas concentrações elevam-

se rapidamente durante uma infecção (VERLHAC; GABAUDAN, 1997). Entre elas, 

está a enzima lisozima, importante agente bacteriolítico encontrado em várias 

espécies de peixes marinhos e dulcícolas (LIE et al., 1989). Essa enzima é 

produzida durante as infecções, sendo capaz de lisar a parede celular de bactérias, 

atuando nas ligações beta 1,4 glicosídicas entre o ácido N-acetilmurâmico e o ácido 

N-acetilglicosamínico (PAULSEN et al., 2003). Esta propriedade torna esta enzima 

capaz de lisar algumas bactérias gram-positivas e, combinada com as proteínas do 

sistema complemento, podem destruir bactérias gram-negativas (PAULSEN; 

ENGSTAD; ROBERTSEN, 2001; VERLHAC; GABAUDAN, 1997).  

 

 

 

 



31 
 

1.4.2 Parâmetros Hepáticos 

 

O fígado possui funções vitais para o metabolismo, sendo responsável pela 

acumulação, biotransformação e excreção de contaminantes em peixes 

(FERNANDES et al., 2008; ROCHA; MONTEIRO, 1999), contudo, suas células ficam 

expostas a um nível elevado de agentes químicos presentes no meio ambiente 

(LANGIANO, 2006). 

O fígado dos peixes é mais susceptível à ação de poluentes quando 

comparado ao dos mamíferos. Isso ocorre devido a uma maior lentidão do fluxo 

sanguíneo em relação ao débito cardíaco, além de um fluxo biliar 50 vezes mais 

lento comparado ao de mamíferos, tornando mais lenta a depuração de produtos 

tóxicos. Por esses motivos, os poluentes exercem seus efeitos no tecido hepático 

por mais tempo (CAMPOS; MORAES; MORAES, 2008). 

 Contudo, dependendo do tipo e concentração do poluente, da espécie de 

peixe e da duração da exposição, pode ocorrer alterações nos parâmetros 

hepáticos, como mudanças histológicas e modulação da atividade das enzimas 

hepáticas (PARIS-PALACIOS; BIAGIANTI-RISBOURG; VERNET, 2000). 

 A histopatologia do fígado em peixes é a ferramenta de monitoramento que 

indica os efeitos de agentes estressores, e é considerado como um dos marcadores 

mais confiáveis a ser utilizado em estudos de impacto ambiental em animais 

aquáticos (FERNANDES et al., 2008; SCHMALZ; HERNANDEZ; WEIS, 2002). 

Segundo Simonato; Guedes; Martinez (2008), peixes expostos a poluentes, como 

petróleo, podem apresentar modificações histológicas em seu fígado. 

Outro parâmetro utilizado são as determinações da atividade de enzimas 

hepáticas, utilizadas como marcadores de lesão hepática (KANEKO, 1989; 

SPARLING; VANN; GROVES, 1998).  

As aminotransferases são enzimas mitocondriais e citosólicas envolvidas no 

catabolismo de aminoácidos (BONGA, 1997). A enzima aspartato aminotransferase 

(AST) catalisa especificamente a transferência do grupo amina do acido aspártico 

para o cetoglutarato, com formação de glutamato e oxalacetato, o qual se reduz a 

malato por ação da malato desidrogenase (MDH), enquanto a coenzima NADH é 

oxidada à NAD+ (HARZER; STIPP; HERRERIAS, 2015) (Figura 7).  
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Figura 7.  Esquema da ação da enzima AST que catalisa a transferência de aspartato para o 

cetoglutarato, com formação de glutamato e oxalacetato, reduzindo a malato por ação da 
MDH (Fonte. Arquivo pessoal, 2015). 

 

A enzima alanina aminotransferase (ALT) é responsável por catalisar, de 

forma específica, a transferência do grupo amina da alanina para o cetoglutarato, 

com formação de glutamato e piruvato, sendo que este último é reduzindo à lactato 

por ação da lactato desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é 

oxidada a NAD+ (HARZER; STIPP; HERRERIAS, 2015) (Figura 8).  

 

 
Figura 8.  Esquema da ação da enzima ALT que catalisa a transferência de alanina para o 

cetoglutarato, com formação de glutamato e piruvato, reduzindo a lactato por ação da LDH 
(Fonte. Arquivo pessoal, 2015). 

 

O aumento da atividade sérica de AST e ALT pode indicar ruptura dos 

hepatócitos, resultante de processos como necrose celular ou do processo de 

agressão por agentes tóxicos (KANEKO, 1989; SPARLING; VANN; GROVES, 1998).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O petróleo é um dos principais poluentes geradores de impactos ambientais. 

Isso se deve ao fato do risco de contaminação ser iminente em todas as etapas de 

produção, desde o início da sua extração até as etapas finais de transporte, 

armazenamento e consumo. Sabe-se que, somente no ano de 2014, foram 

registrados, aproximadamente, 4.000 toneladas de óleo perdido para o ambiente em 

todo o mundo (ITOPF, 2014).  

No Brasil, a preocupação ambiental em relação ao derramamento de petróleo, 

se deve a descoberta de óleo na camada Pré-sal e consequentemente, o aumento 

da produção petrolífera nacional. Com isso, alertou-se para o risco de grandes e 

pequenos acidentes por derramamento de petróleo no ambiente aquático, afetando 

toda a biota. 

Os peixes são espécies alvos, pois a acumulação dos hidrocarbonetos do 

petróleo é extremamente rápida, tendendo a maior acumulação em comparação a 

outros organismos do ambiente, com consequências adversas para a saúde dos 

mesmos. 

 A espécie nativa marinha Rachycentron canadum está presente em todo o 

litoral brasileiro, sendo de grande interesse comercial devido, principalmente, ao seu 

rápido crescimento e a excelente qualidade de sua carne. Essa espécie foi escolhida 

como modelo biológico por se encontrar no topo da cadeia trófica, alimentando-se 

de pequenos invertebrados e peixes, os quais podem acumular FSA de petróleo em 

seus organismos, identificando assim, possíveis processos de bioacumulação. Além 

disso, possui características de bom modelo para estudos ecotoxicológico, como 

adaptabilidade em cativeiro e fácil manejo. 

Somada a essas características, são poucos os trabalhos relacionados com 

as adaptações de Rachycentron canadum após contaminação por xenobióticos. 

Além disso, estudo para o conhecimento dessa espécie nativa e suas respostas a 

parâmetros do sistema imune e hepático, é de grande importância para a 

conservação e para a utilização da mesma para o monitoramento ambiental no litoral 

brasileiro.  
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3  HIPÓTESE 

 

Hipotetizou-se que a bioabsorção da FSA de petróleo pela espécie 

Rachycentron canadum (LINNAEUS, 1766), resultaria em alterações em parâmetros 

imunológicos e hepáticos. 

Em contato com a FSA de petróleo, esperou-se mudanças do valor relativo de 

células sanguíneas e alterações histológicas branquiais como primeiras linhas de 

defesa.  Com a estimulação antigênica, causada por substâncias tóxicas, previu-se 

um aumento da atividade da enzima lisozima. 

Esperou-se, ainda, que, uma vez a substância tóxica na corrente sanguínea, 

alterações histológicas renais ocorreriam para manter a homeostase osmótica.  

No fígado, órgão responsável pelo sistema de biotransformação, previu-se 

que a sobrecarga do órgão levaria a alterações do índice hepatossomático e 

histológico, além do aumento das enzimas hepáticas ALT e AST. 

Contudo, acreditou-se, que essas alterações causaria depleção fisiológica dos 

animais, avaliado pelo fator de condição. 
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4 OBJETIVOS 

 
4.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos da concentração subletal de 0,3 ppm da fração solúvel em 

água (FSA) de petróleo em parâmetros do sistema imune inato e hepáticos na 

espécie de peixe marinho Rachycentron canadum (LINNAEUS, 1766). 

   

4.2 Objetivos Específicos 

 

Calcular o fator de condição de Rachycentron canadum após a exposição à 

concentração subletal de FSA de petróleo; 

Calcular possível sobrecarga hepática, por meio do índice hepatossomático, 

após a exposição à concentração subletal de FSA de petróleo; 

Avaliar e calcular o valor relativo das células sanguíneas após a exposição à 

concentração subletal de FSA de petróleo; 

Avaliar, por meio do índice de alteração histológica, se a exposição à 

concentração subletal de FSA de petróleo resulta em alterações teciduais braquiais, 

hepáticas e renais; 

Verificar se a exposição à concentração subletal de FSA de petróleo altera a 

atividade da enzima lisozima no soro, e; 

Verificar se a exposição à concentração subletal de FSA de petróleo altera a 

atividade das enzimas AST e ALT no soro. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Extração da Fração Solúvel em Água (FSA) de Pet róleo 

 

Amostras de petróleo previamente caracterizadas química e fisicamente 

foram doadas do centro petroquímico da Petrobrás, Terminal Marítimo Almirante 

Barroso (TEBAR), São Sebastião- SP.  

O petróleo bruto foi misturado à água do mar em uma razão de 1:10 (v/v), de 

acordo com Salvo et al. (2013), e através de ondas de ultrassom, utilizando um 

ultrasonicador (Branson 3510 Ultrasonic Cleaner, Connecticut, USA), a FSA de 

petróleo foi separada, por aproximadamente 60 minutos (STATE OCEANIC 

ADMINISTRATION, 2007). Após a separação, foi feita a análise em espectrofluo-

rímetro SPEX Fluorolog 1681 (Spex Industries, Inc., Edison, NJ) para verificar a 

concentração de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA). O espectrofluo-

rímetro é capaz de realizar movimentos simultâneos dos monocromadores de 

excitação e emissão, mantendo a diferença entre eles constante ou 

sistematicamente variável. Nesta técnica, a diferença constante entre os 

comprimentos de onda de excitação e de emissão é denominada delta lambda (∆λ), 

e cada ∆λ, é ajustado para melhor visualizar e identificar uma substância (EIROA et 

al., 2010). 

Para determinar a concentração de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPA) da fração solúvel em água de petróleo comparando com a água do mar, as 

amostras foram excitadas no intervalo de comprimentos de onda de 200 a 600 nm, 

com ∆λ ajustados em intervalo de 10 nm e confirmado por um analisador automático 

Horiba OCMA 350 (Horiba Instruments Inc., CA).  

 

5.2 Aclimatação 

 

Rachycentron canadum (LINNAEUS, 1766) (Figura 9), totalizando o número 

de 40 indivíduos, com comprimento total de 23,18 cm (±1,75), comprimento padrão 

de 18,56 cm (±1,69) e peso de 52,26 g (±3,77), sem distinção quanto ao sexo, foram 

obtidos na estação de Piscicultura ME de Ilha Bela, litoral Norte do estado de São 

Paulo- Brasil e transferidos para o Biotério de Animais Aquáticos do Laboratório de 

Histofisiologia Evolutiva (ICB- USP), onde foram conduzidos os experimentos. 
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Figura 9.  Espécie Rachycentron canadum utilizada como bioindicadora na exposição à FSA de 

petróleo. 

  

Os animais foram acondicionados em aquários de vidro, com capacidade de 

150 litros, em sistema semi-estático (troca de 50% da água diariamente), com 

controle diário das condições abióticas: pH (8 ±0,2), fotoperíodo (12 horas dia/ 12 

horas noite), temperatura (23 ±2,0ºC), salinidade (34 ±2%0), oxigênio dissolvido 

(6,15 ±0,12 mg/L‑1) e concentração de amônia (0,15 ±0,05 mg/L‑1). 

Foi fornecido pescado fresco em pedaços, como alimentação, ad libtum, uma 

vez ao dia. Nessas condições, os peixes passaram por um período de aclimatação 

de 15 dias para diminuição do estresse e adaptação. 

 

5.3 Exposição à Concentração Subletal  

 

Testes prévios do Laboratório de Histofisiologia Evolutiva, determinaram que 

a concentração média letal de 50% (CL50) de FSA é de 0,4 ppm. Com isso, os 

animais foram divididos em três grupos: dois grupos controle e dois grupos 

experimentais, expostos a 0,3 ppm de FSA por um período de 7 e 14 dias em 

sistema semi-estático (Tabela 2).  

 

Tabela 2-  Divisão dos grupos experimentais, número de animais por aquário (n), dias de exposição e 
concentração (em ppm) de FSA de petróleo. 

 Grupo  N Dias de exposição  FSA 

Aquário 1  Controle- 7 dias 10 7 dias 0 ppm 

Aquário 2  FSA- 7 dias 10 7 dias 0,3 ppm 

Aquário 3  Controle- 14 dias 10 14 dias 0 ppm 

Aquário 4  FSA- 14 dias 10 14 dias 0,3 ppm 

 

Para cada grupo foram utilizados 10 animais, em aquários de vidro de 150 

litros. As condições abióticas foram semelhantes às descritas no item aclimatação, 

com exceção da alimentação, a qual foi fornecida normalmente até 24 horas antes 
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do término dos experimentos, mantendo os peixes em jejum. Durante os 

experimento houve uma sobrevivência de 100% dos animais manipulados 

experimentalmente. 

Ao término do experimento, a água dos aquários foi coletada e acondicionada 

em recipientes plásticos de 1.000 litros. Posteriormente, os mesmos foram 

recolhidos pela Petrobrás para tratamento e disposição final dos resíduos, de acordo 

com a Resolução do CONAMA nº 358/2005.  

 

5.4 Obtenção do Material de Estudo 

 

Após o período de exposição subletal de 7 e 14 dias à FSA de petróleo, os 

peixes foram anestesiados com benzocaína 2%, tiveram o sangue puncionado e 

foram sacrificados por secção medular. Os procedimentos descritos foram 

submetidos à aprovação do Comitê de Ética no Uso Animal do Instituto de Ciências 

Biomédicas- Universidade de São Paulo (04.11.2011, nº124, fls. 109, livro 02). 

O sangue foi coletado com seringa, sem anticoagulante, para a confecção de 

5 extensões sanguíneas por peixe para realizar a contagem total e diferencial de 

leucócitos. Após obtenção das extensões sanguíneas, o sangue restante foi 

transferido imediatamente para tubos testes e acondicionados no gelo. 

Posteriormente, o soro foi separado por centrifugação (2000 x g por 25 minutos à 

4ºC, centrifuga Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany) e estocado em freezer -80 

ºC para análise da atividade de lisozima, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST). 

Para obtenção dos índices somáticos, o fígado de todos os animais, foram 

previamente pesados em balança de precisão (Bel Engineering, Monza, Italy). 

Fragmentos do fígado, rim e brânquias, foram fixados em Mcdowell gelado (2% 

glutaraldeído e 4% paraformaldeído em pH 7.4) (MCDOWELL; TRUMP, 1976) para 

análises morfométricas e histológicas. 

 

5.5 Fator de Condição 

 

Com as medidas e pesos de todos os animais manipulados, foi calculado o 

fator de condição (FC). Os cálculos foram feitos de acordo com o método de Lagler 

(1966), utilizando a seguinte fórmula: 
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FC= 100 x (Ppx/ Ct3) 

Em que: 

Ppx: peso (g) do peixe 

Ct: comprimento total (cm) do peixe 

 

5.6 Contagem Total e Diferencial de Leucócitos 

 

Depois da confecção de extensões sanguíneas, as lâminas foram secas por 

24 horas à temperatura ambiente e coradas com corante Rosenfeld (ROSENFELD, 

1947).  

A contagem total e diferencial de leucócitos consiste em determinar a 

proporção entre os leucócitos e eritrócitos. Para tanto, sob microscópio de luz 

comum, com objetiva de imersão (1000x), foram contadas 2.000 células (leucócitos 

e eritrócitos), percorrendo todo o material. Os leucócitos foram diferenciados em 

granulócitos e agranulócitos (HRUBEC; SMITH, 2000). 

 

5.7 Atividade da Enzima Lisozima 

 

A atividade da lisozima foi estabelecida de acordo com o método de Kim e 

Austin (2006). Em uma placa de 96 poços plana, 50 µL de soro foram diluídos 

(quatro diluições em série) em solução PBS (pH 6,2). Para cada poço foram 

adicionados 50 µL de Micrococcus lysodeikticus (Sigma). Como controle positivo 

utilizou-se diluições em série de lisozima de clara de ovo de galinha (Sigma). No 

controle negativo utiliza-se PBS para substituir o soro. 

No Laboratório de Metabolismo Lipídico (ICB-USP), a reação foi incubada a 

25°C e a absorvância foi medida a 570 nm em 0, 6, 16, 31, 61 e 91 minutos, por 

meio do aparelho BioTek Synergy H1 microplate reader (BioTek Instruments, Inc., 

Winooskin, VT, USA), utilizando PBS como branco. Uma unidade de atividade da 

lisozima foi definida como a quantidade de soro que causa uma diminuição da 

absorvância de 0,001 minutos-1. 
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5.8 Avaliação Histopatológica Branquial, Hepática e  Renal 

 

Brânquias, fígados e rins foram submetidos a uma desidratação em gradiente 

crescente de álcool etanol (de 70% ao absoluto) e diafanização em xilol. Por fim, os 

materiais foram emblocados em Paraplast (Sigma, St Louis, MO, USA).  

Após o processo de emblocamento, os materiais foram cortados (corte 

aleatórios e não sequenciais) em micrótomo Zeiss Hyrax M25 

(Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Germany), com espessura de 4 µm. As 

lâminas foram, então, coradas com hematoxilina e eosina para avaliação geral da 

estrutura e PAS (ácido periódico de Schiff) para a identificação das células de muco 

(BANCROFT; STEVENS, 1982). Por fim, foram montadas utilizando Entelan® 

(Merck). 

Para a análise morfométrica dos tecidos branquiais, hepático e renal, foram 

fotodocumentados 5 campos aleatórios de cinco cortes diferentes de cada animal, 

por meio do microscópio (Carl Zeiss, Göttingen, Germany) com sistema de 

fotodocumentação AxioCam HRC, em um aumento de 1000x, 400x e 100x, 

totalizando 25 fotodocumentação por animal para cada aumento.  

Em seguida, as imagens foram submetidas à análise pelo programa de 

mensuração, Image J (National Institute of Health, NIH) (REZENDE et al., 2014).  

Para as brânquias, foram analisados o comprimento e a largura das lamelas 

secundárias, área das células de muco, área das células de cloreto, área das células 

epiteliais, além da contagem de células de muco e de cloreto. 

Para os rins, foram analisados área de células tubulares, área do lúmen 

tubular distal, comprimento do espaço da cápsula de Bowman, além da contagem do 

número de glomérulo.  

Para os fígados, foram analisados área do núcleo de hepatócitos e contagem 

de número de vasos. 

As brânquias (Tabela 3), o rim (Tabela 4) e o fígado (Tabela 5) foram 

histologicamente analisados por meio do Índice de Alteração Histológica (IAH), de 

acordo com os critérios estabelecidos por Poleksic and Mitrovic-Tutundzic (1994). O 

método consiste em dois critérios, no qual o primeiro critério avalia a localização e o 

tipo de alterações e o segundo critério, avalia o grau de severidade. 
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Tabela 3-  Alterações histológicas consideradas na análise das brânquias de Rachycentron canadum.              
Alterações histológicas branquiais  Estágio  

a) Hipertrofia e hiperplasia do tecido resp iratório  
Hipertrofia das células epiteliais I 
Adelgamento epitelial I 
Deslocamento ou elevação das células do epitélio I 

II Ruptura epitelial 
Hiperplasia das células epiteliais na base das lamelas secundárias I 
Hiperplasia das células epiteliais ao longo das lamelas secundárias I 
Fusão parcial (na base ou no topo) das lamelas secundárias I 
Fusão completa de algumas lamelas secundárias I 
Fusão completa de todas as lamelas secundárias II 
Degeneração celular II 
Infiltração de leucócitos no epitélio branquial I 

b) Alterações nas células de muco  e cloreto  
Hipertrofia e/ou hiperplasia das células de muco I 
Presença de células de muco nas lamelas secundárias I 
Hipertrofia e/ou hiperplasia das células de cloreto I 
Presença de células de cloreto nas lamelas secundárias I 

c) Alterações nos vasos sanguíneos lamelares  
Dilatação dos capilares I 
Desarranjo dos capilares I 
Congestão vascular I 
Hemorragia causada por ruptura de capilares II 
Aneurisma lamelar II 

d) Estágio terminal  
Fibrose III 
Necrose III 

e) Parasitas branquiais  
Presença de parasitas I 

 

Tabela 4-  Alterações histológicas consideradas na análise do rim de Rachycentron canadum.  
Alterações histológicas renais  Estágio  

a) Alterações no tecido linfóide  
Perda do contorno celular ou contorno celular a típico I 

b) Alterações nos glomérulos e túbulos renais   
Degeneração hialina tubular leve I 
Degeneração hialina tubular severa II 

I Hipertrofia das células tubulares 
Desorganização tubular ou glomerular  I 
Degeneração tubular ou glomerular II 
Aumento ou diminuição do espaço da cápsula de Bowman I 
Dilatação dos capilares glomerulares I 
Degeneração citoplasmática das células tubulares II 
Degeneração nuclear das células tubulares II 
Presença de túbulos em regeneração ou de “novos néfrons” I 
Presença de muitos grânulos PAS-positivos no epitélio tubular I 
Obstrução tubular I 
Aumento do lúmen tubular I 
Presença de tecido linfóide na cápsula de Bowman II 
Diminuição da frequência relativa de glomérulos I 

c) Alterações nos vasos sanguí neos  
Dilatação dos vasos sanguíneos I 
Hiperemia II 
Ruptura dos vasos sanguíneos II 

d) Estágio terminal  
Necrose  III 



42 
 

Tabela 5-  Alterações histológicas consideradas na análise do fígado de Rachycentron canadum.  
 Alterações histológicas hepáticas  Estág io  

a) Alterações nos hepatócitos  
Desarranjo dos cordões hepáticos I 
Perda ou atipia do contorno celular I 
Perda ou atipia do contorno nuclear I 
Aumento do volume celular I 

I Aumento do volume nuclear 
Atrofia nuclear II 
Intensa vacuolização citoplasmática I 
Vacuolização nuclear II 
Diminuição da frequência relativa de ocorrência de núcleos I 
Degeneração citoplasmática II 
Degeneração nuclear II 
Rompimento celular II 
Diminuição do glicogênio I 
Estagnação biliar I 

b) Alterações nos vasos sanguín eos  
Aumento da frequência relativa de vasos sanguíneos I 
Hiperemia II 
Ruptura de vasos II 
Aumento do volume relativo dos vasos I 

c) Alterações nos canalículos biliares  
Degeneração dos canalículos biliares II 

d) Estágio terminal  
Necrose (focal ou total) III 

 

Após essa etapa, submeteu-se a uma fórmula que permite quantificar essas 

alterações, tornando possível a comparação do grau de alterações histológicas em 

diferentes situações de poluição e em grande número de peixes e, ainda, permite 

correlacionar a intensidade das alterações encontradas com a intensidade da 

poluição a qual o animal está exposto (POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994): 

 
                                                                           na               nb                  nc 

  I= Ʃai + 10Ʃbi + 100Ʃci 
                                                                           i=1               i=1                i=1 
 

Em que: 

a- primeiro estágio de alteração. 

b- segundo estágio de alteração. 

c- terceiro estágio de alteração. 

na- número total de alterações de primeiro estágio. 

nb- número total de alterações de segundo estágio. 

nc- número total de alterações de terceiro estágio. 

Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) estabeleceram, ainda, relações entre os 

valores de I e os efeitos nos órgãos, descritos na tabela 6. 
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Tabela 6-  Relação entre o valor de I e os efeitos nos órgãos. 
Valores de I  Efeitos  

0 – 10 Órgão funcionalmente normal 

11 – 20 Órgão com alterações de leves a moderadas 

21 – 50 Órgão com alterações de moderadas a graves 

51 – 100 Órgão com alterações graves 

> 100 Órgão com danos irreversíveis 

 

5.9 Índice Hepatossomático 

 

Após a pesagem dos fígados e dos animais manipulados experimentalmente, 

foi estipulado o índice hepatossomático (IHS). Para isso utilizou-se o método de 

acordo com Weibel et al. (1969), utilizando a seguinte fórmula: 

IHS = Pfig/ Ppx  

Em que: 

Pfig: peso (g) do fígado 

Ppx: peso (g) do peixe 

 

5.10 Atividade de Enzimas do Metabolismo de Proteín as  

 

Atividades de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase 

(AST) foram determinadas por meio do soro, no Laboratório de Anatomia 

Macroscópica e Imuno-Histoquímica (FMVZ- USP), utilizando o analisador 

bioquímico VetTest 8008 (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, Maine, EUA) pelo 

método colorimétrico. Utiliza-se slide específico IDEXX VetTestTM para cada análise 

(AST e ALT). Uma pequena parcela de soro é adicionada automaticamente em cada 

slide, ocorrendo reações bioquímicas que resulta em alterações progressivas de cor. 

O coeficiente de variação para o VetTest 8008 é de aproximadamente 1,2%. 

 

5.11 Análise Estatística 

 

Todos os dados foram avaliados quanto à média e ao desvio-padrão. Utilizou-

se o teste Kolmogorov-Smirnov para a confirmação do padrão de normalidade de 

todos os dados. Com isso, a análise estatística foi realizada pelo teste paramétrico 

ANOVA seguido de comparações múltiplas post-hoc Tukey HSD. Para isso foi 



44 
 

utilizado o software SPSS (SPSS, versão 14.0, SPSS, Chicago, IL, EUA). As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p< 0,05. 
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6 RESULTADOS  

 

6.1 Extração da Fração Solúvel em Água (FSA) de Pet róleo 

 

Identificou-se os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos em intervalos de ∆λ 

10 nm. Observou-se um pico de concentração no comprimento de onda entre 250 e 

300 nm (Figura 10).  

 

 
Figura 10. Espectros de excitação (nm) em função da fluorescência (u.a) de HPA na amostra da FSA 

de petróleo e da água do mar.  
 

6.2 Fator de Condição 

 

Calculando o fator de condição (FC), observou-se uma diminuição da média 

do grupo FSA-14 dias comparado com a média do grupo controle- 14 dias, 

resultando em uma diferença estatística (p= 0,004) (Tabela 7). 

  

Tabela 7- Médias (± D.P.) do fator de condição (FC) de Rachycentron canadum expostos à FSA de 
petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  FC 
Control e- 7 dias  0,47 (±0,03) 
FSA- 7 dias  0,44 (±0,03) 
Control e- 14 dias  0,49 (±0,05)a 
FSA- 14 dias  0,34 (±0,09)b 

                                                                      a-bDiferença estatística significante 
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6.3 Contagem Total e Diferencial de Leucócitos 

 

Após a contagem total e diferencial de leucócitos (Figura 11), observou-se um 

aumento no número total de leucócitos após 7 dias de exposição à FSA (p= 0,0001), 

mas após 14 dias de exposição à FSA houve uma diminuição (p= 0,002). 

Consequentemente, houve uma diminuição de eritrócitos após 7 dias de exposição 

(p= 0,0001) e um aumento após 14 dias de exposição à FSA (p= 0,002) (Tabela 8 e 

Figura 12). 

 

 
Figura 11. Extensão sanguínea de Rachycentron canadum. Observa-se uma maior proporção de 

eritrócitos em relação a leucócitos no grupo controle (a) do que o grupo exposto à FSA (b). 
Em detalhes, eritrócitos (c), leucócitos granulócitos (d) e leucócitos agranulócitos (e). 
Escala de 10 µm. 

 
Tabela 8-  Médias (± D.P.) de eritrócitos e leucócitos (granulócito e agranulócito) de Rachycentron 

canadum expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 
Grupo 

Experimental Eritrócito Leucócitos 
Granulócitos 

Leucócitos 
Agranulócitos 

Leucóci tos 
Totais 

Controle - 7 dias  1636,30 (±25,33)b 59,80 (±6,68)b 303,90 (±23,58)b 363,70 (±25,33)b 
FSA- 7 dias  1480,40 (±84,55)a 99,00 (±17,31)a 420,60 (±97,88)a 519,60 (±84,55)a 
Controle - 14 dias  1632,00 (±25,23)b 61,20 (±5,67)b 306,80 (±23,63)b 368,00 (±25,23)b 
FSA- 14 dias  1576,60 (±60,03)b 47,80 (±9,91)b,c 375,60 (±60,62) 423,40 (±60,03)b 

Letras diferente=diferença estatística significante 
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Figura 12.  Médias (± D.P.) de eritrócitos e leucócitos (granulócito e agranulócito) de Rachycentron 

canadum expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias (letras diferente= 
diferença estatística significante). 

 

6.4 Atividade da Enzima Lisozima 

 

A atividade de lisozima foi estabelecida na diluição do soro em PBS de ¼ aos 

31 minutos. Observou-se um aumento significativo da média dos animais do grupo 

FSA- 14 dias em comparação aos animais do grupo controle- 7 e 14 dias (p= 0,002) 

(Tabela 9). 

 

Tabela 9-  Médias (± D.P.) da atividade da enzima lisozima após 31 minutos em Rachycentron 
canadum expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  31 minutos ( unidade m L-1) 
Controle - 7 dias  80,90 (±36,78)b 
FSA- 7 dias  92,03 (±7,39) 
Controle - 14 dias  81,65 (±36,59)b 
FSA- 14 dias  106,29 (±22,30)a 

                                                      a-b Diferença estatística significante 
 

6.5 Avaliação Histopatológica Branquial, Hepática e  Renal 

 

A análise microscópica branquial dos animais do grupo controle- 7 e 14 dias, 

demonstrou um padrão de normalidade (Figura 13a), com a presença de um capilar 

sanguíneo apoiado por células pilares, células epiteliais ao longo e na base da 

lamela secundária e células de muco e de cloreto na base da lamela secundária. 

Analisando-se morfometricamente a área das células de muco das brânquias, 

nota-se uma diferença estatística entre os grupos controle (7 e 14 dias) e os grupos 

expostos à FSA (7 e 14 dias) (p= 0,0001), além de uma diferença estatística entre o 
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grupo FSA- 7 dias e o grupo FSA- 14 dias (p= 0,0001) indicando uma hipertrofia das 

células de muco dos grupos expostos à FSA de petróleo por 7 e 14 dias (Tabela 10).  

Além disso, foi realizada a medição de densidade de células de muco, notou-

se que há diferenças estatísticas entre os grupos controle- 7 e 14 dias e os grupos 

FSA- 7 e 14 dias (p= 0,0001), indicando uma hiperplasia de células de muco nos 

grupos expostos à FSA de petróleo (Tabela 10).  

 

Tabela 10- Médias (± D.P.) da área (em µm2) e da densidade da célula de muco de Rachycentron 
canadum expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  Área (µm2) Densidade  (células)  
Control e- 7 dias  38,23 (±8,72)a 80 (±3)a 
FSA- 7 dias  48,30 (±10,85)b 125 (±4)b 
Cont rol e- 14 dias  39,29 (±8,32)a 81 (±2)a 
FSA- 14 dias  58,21 (±13,11)c 124 (±4)b 

                                    Letras diferentes = diferença estatística significante 
 

Observou-se também a presença de células de muco ao longo da lamela 

secundária nos quatro grupos (Figura 13b). 

Por meio da análise morfométrica da área de células de cloreto, observou-se 

uma diferença estatística significativa entre os grupos controle (7 e 14 dias) e os 

grupos expostos à FSA (7 e 14 dias) (p= 0,0001), além de uma diferença estatística 

entre o grupo FSA- 7 dias e o grupo FSA- 14 dias (p= 0,017) (Tabela 11).  

Adicionalmente, com a densidade da célula de cloreto notou-se que há 

diferenças estatísticas entre os grupos controle- 7 e 14 dias e os grupos FSA- 7 e 14 

dias (p= 0,0001), indicando uma hiperplasia de células de cloreto nos grupos 

expostos à FSA de petróleo (Tabela 11). 

 

Tabela 11- Médias (± D.P.) da área (em µm2) e da densidade da célula de cloreto de Rachycentron 
canadum expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  Área (µm2) Densidade (células)  
Control e- 7 dias  44,83 (±8,76)a 60,30 (±2,26)a 
FSA- 7 dias  50,84 (±10,29)b 87,80 (±2,82)b 
Control e- 14 dias  45,97 (±9,19)a 61,40 (±2,22)a 
FSA- 14 dias  52,56 (±8,44)c 87,40 (±2,84)b 

                                    Letras diferentes = diferença estatística significante 
 

Houve também a presença de células de cloreto ao longo da lamela 

secundário em todos os grupos analisados (Figura 13c). 

Analisando-se morfometricamente a área de células epiteliais, observou-se 

uma diferença estatística significativa entre os grupos controle (7 e 14 dias) e os 
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grupos FSA (7 e 14 dias) (p= 0,0001), indicando uma hipertrofia das células epiteliais 

(Tabela 12).  

 

Tabela 12- Médias (± D.P.) da área (em µm2) da célula epitelial de Rachycentron canadum expostos 
à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  Área (µm2) 
Control e- 7 dias  5,68 (±1,69)a 
FSA- 7 dias  9,20 (±2,43)b 
Control e- 14 dias  5,75 (±1,64)a 
FSA- 14 dias  9,38 (±2,57)c 

                                                           Letras diferentes = diferença estatística significante 
 

Além disso, verificou-se hiperplasia das células epiteliais na base da lamela 

secundária em todos os grupos (Figura 13d) e apenas os grupos expostos à FSA (7 

e 14 dias) observou-se fusão parcial na parte superior das lamelas secundária 

(Figura 13e) e deslocamento das células do epitélio (Figura 13f). 

Examinando o comprimento e a largura das lamelas secundária das 

brânquias, constatou-se uma diferença estatística significativa, tanto no comprimento 

como na largura de lamelas secundárias entre os grupos controle- 7 e 14 dias e os 

grupo FSA-7 e 14 dias (p= 0,0001) e, também, entre o grupo FSA- 7 dias e o grupo 

FSA- 14 dias (p= 0,0001) (Tabela 13). 

 

Tabela 13- Médias (± D.P.) do comprimento e largura (em µm2) da lamela secundária de 
Rachycentron canadum expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  Comprimento  (µm) Largura  (µm) 
Control e- 7 dias  87,97 (±21,05)a 4,90 (±1,00)a 
FSA- 7 dias  93,30 (±23,20)b 6,23 (±1,55)b 
Control e- 14 dias  89,39 (±20,38)a 4,93 (±1,00)a 
FSA- 14 dias  126,78 (±26,82)c 7,74 (±1,63)c 

                             Letras diferentes = diferença estatística significante 
 

Além de todas essas observações, identificou-se em todos os grupos, 

desarranjo do capilar (Figura 13g) e aneurisma lamelar (Figura 13h). 
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Figura 13.  Fotomicrografia de corte histológico em parafina das lamelas secundárias das brânquias 

de Rachycentron canadum. a. Controle- 7 dias. O triângulo indica capilar sanguíneo, a 
seta fina indica células pilares, a seta grossa indica células epiteliais lamelares, o círculo 
indica células epiteliais na base da lamela secundária e o asterisco indica a lamela 
primária. Coloração hematoxilina e eosina. b. FSA- 7 dias. Setas indicam células de muco 
ao longo das lamelas secundárias. Coloração PAS. c. FSA- 7 dias. Setas indicam células 
de cloreto ao longo da lamela secundária. Coloração hematoxilina e eosina. d. FSA- 7 
dias. Seta indica hiperplasia das células epiteliais na base da lamela secundária. 
Coloração hematoxilina e eosina. e. FSA- 14 dias. Seta indica fusão lamelar no topo da 
lamela secundária. Coloração hematoxilina e eosina. f. FSA- 14 dias. Seta indica 
deslocamento lamelar. Coloração hematoxilina e eosina. g. FSA- 14 dias. Setas indicam 
desarranjo dos capilares. Coloração hematoxilina e eosina. h. FSA- 14 dias. Seta indica 
aneurisma lamelar. Coloração hematoxilina e eosina (escala 10 µm). 
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Aplicando-se o Índice de Alteração Histológica branquiais, obteve-se I= 14 

para os animais dos grupos controle (7 e 14 dias) caracterizando o órgão como 

alterações leves e I= 19 para animais  dos grupos FSA (7 e 14 dias) caracterizando 

o órgão como alterações moderadas (Tabela 14). 

 

Tabela 14- Alterações histológicas branquiais encontradas em Rachycentron canadum expostos à 
FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias e seus respectivos Índice de Alteração 
Histológica. 

 Estágio Controle  
7 dias 

FSA 
7 dias 

Controle  
14 dias 

FSA 
14 dias  

Hipertrofia das células epiteliais I - OK - OK 
Deslocamento das células do epitélio I - OK - OK 
Hiperplasia das células epiteliais na base das 
lamelas secundárias 

I OK OK OK OK 

Fusão parcial no topo das lamelas 
secundárias 

I - OK - OK 

Hipertrofia das células de muco I - OK - OK 
Presença de células de muco nas lamelas 
secundárias 

I OK OK OK OK 

Hipertrofia das células de cloreto I - OK - OK 
Presença de células de cloreto nas lamelas 
secundárias 

I OK OK OK OK 

Desarranjo dos capilares I OK OK OK OK 
Aneurisma lamelar II OK OK OK OK 

Índice de Alteração Histológica  
 

14 19 14 19 

 

A análise microscópica renal dos animais dos grupos controle- 7 e 14 dias, 

resultou em um padrão de normalidade (Figura 14a). Foram observados túbulos 

proximais e distais cercados por células hematopoiéticas, glomérulos e cápsula de 

Bowman. 

Examinando-se morfometricamnete a área do núcleo das células tubulares, 

não foi possível observar diferença estatística entre os grupos experimentais (Tabela 

15). 

 

Tabela 15- Médias (± D.P.) da área (em µm2) do núcleo das células tubulares de Rachycentron 
canadum expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  Área (µm2) 
Control e- 7 dias  11,52 (±1,91) 
FSA- 7 dias  11,55 (±2,28) 
Control e- 14 dias  11,50 (±1,87) 
FSA- 14 dias  11,72 (±2,04) 

                                                            

Entretanto, na análise morfométrica da área do lúmen do túbulo distal, 

resultou em uma diferença estatisticamente significativa (p= 0,0001) entre os grupos 
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controle (7 e 14 dias) e os grupos FSA (7 e 14 dias), caracterizando um aumento do 

lúmen tubular (Tabela 16). 

 

Tabela 16- Médias (± D.P.) da área (em µm2) do lúmen do túbulo distal de Rachycentron canadum 
expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  Área (µm2) 
Control e- 7 dias  68,95 (±10,58)a 
FSA- 7 dias  76,73 (±11,39)b 
Control e- 14 dias  69,33 (±10,37)a 
FSA- 14 dias  77,69 (±10,02)b 

                                                           Letras diferentes = diferença estatística significante 
 

Estudando-se a morfologia do espaço da cápsula de Bowman, figura 14b, 

observou-se uma diferença estatisticamente significativa (p= 0,0001) entre os grupos 

controle- 7 e 14 dias e os grupos FSA- 7 e 14 dias, resultando em um aumento do 

espaço da cápsula de Bowman (Tabela 17). 

 

Tabela 17- Médias (± D.P.) do espaço da cápsula de Bowman (em µm) de Rachycentron canadum 
expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  Espaço da cápsula de Bowman  (µm) 
Control e- 7 dias  3,59 (±0,85)a 
FSA- 7 dias  5,43 (±0,49)b 
Control e- 14 dias  3,80 (±0,61)a 
FSA- 14 dias  5,51 (±0,47)b 

                                      Letras diferentes = diferença estatística significante 
 

Utilizando-se a análise de densidade de glomérulos, obteve-se uma diferença 

estatisticamente significativa (p= 0,0001) entre os grupos controle (7 e 14 dias) e os 

grupos FSA (7 e 14 dias) (Tabela 18). 

 

Tabela 18- Médias (± D.P.) da densidade de glomérulos de Rachycentron canadum expostos à FSA 
de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  Densidade (glomérulo s) 
Control e- 7 dias  9,90 (±1,10)a 
FSA- 7 dias  12,70 (±1,42)b 
Control e- 14 dias  10,30 (±0,95)a 
FSA- 14 dias  13,10 (±1,60)b 

                                                           Letras diferentes = diferença estatística significante 
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Figura 14.  Fotomicrografia de corte histológico em parafina do rim de Rachycentron canadum. a. 

Controle- 7 dias. Seta branca indica túbulo renal, seta preta indica glomérulo e o asterisco 
indica o aumento do espaço da cápsula de Bowman. Coloração hematoxilina e eosina. b. 
FSA- 7 dias. Seta indica glomérulo e o asterisco indica o aumento do espaço da cápsula 
de Bowman. Coloração hematoxilina e eosina (escala 10 µm). 

 

Aplicando-se o Índice de Alteração Histológica renal, obteve-se os seguintes 

valores: I= 0 para os animais dos grupos controle (7 e 14 dias) e I= 2 para animais  

dos grupos FSA (7 e 14 dias) caracterizando todos os grupos como órgão 

funcionalmente normal (Tabela 19). 

 

Tabela 19- Alterações histológicas renal encontradas em Rachycentron canadum expostos à FSA de 
petróleo por um período de 7 e 14 dias e seus respectivos Índice de Alteração Histológica. 

 Estágio Controle  
7 dias 

FSA 
7 dias 

Controle  
14 dias 

FSA 
14 dias 

Aumento do espaço da cápsula de Bowman I - OK - OK 
Aumento do lúmen tubular  I - OK - OK 

Índice de Alteração Histológica  
 

0 2 0 2 
 

A análise microscópica do fígado dos animais dos grupos controle 

demonstrou um padrão de normalidade (figura 15a). Foram observados células 

formando cordões hepáticos e hepatócitos com citoplasma homogêneo e núcleo 

bem definido. 

Na análise morfométrica do núcleo dos hepatócitos, notou-se uma diferença 

estatística significativa entre os grupos controle- 7 e 14 dias e os grupos FSA- 7 e 14 

dias (p= 0,0001) e entre o grupo FSA- 7 dias e o grupo FSA- 14 dias (p= 0,0001). 

Resultando em uma hipertrofia do núcleo dos hepatócitos (Tabela 20). 

 
Tabela 20- Médias (± D.P.) da área (em µm2) do núcleo dos hepatócitos de Rachycentron canadum 

expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 
Grupo Experimental  Área (µm2) 

Control e- 7 dias  8,29 (±1,96)a 
FSA- 7 dias  10,75 (±1,93)b 
Control e- 14 dias  8,34 (±1,95)a 
FSA- 14 dias  12,23 (±2,89)c 

                                                           Letras diferentes = diferença estatística significante 

* a 
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Com a análise da densidade de vasos sanguíneos hepáticos foi observada 

uma diferença estatisticamente significativa entre o grupo controle- 7 dias e o grupo 

FSA- 7 dias (p= 0,009) e entre o grupo controle- 14 dias e o grupo FSA- 14 dias (p= 

0,019) (Tabela 21). 

 

Tabela 21- Médias (± D.P.) da densidade de vasos sanguíneos de Rachycentron canadum expostos 
à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  Densidade (vasos sanguíneos)  
Control e- 7 dias  7,40 (±1,71)a 
FSA- 7 dias  9,80 (±1,75)b 
Control e- 14 dias  8,30 (±1,57)a 
FSA- 14 dias  10,50 (±1,27)b 

                                                           Letras diferentes = diferença estatística significante 
 

Foram observados, ainda, hiperemia dos vasos hepáticos (Figura 15b) 

desarranjo de cordões hepáticos, atipia do contorno celular, intensa vacuolização 

citoplasmática (Figura 15 c-d) e nuclear nos animais dos grupos FSA- 7 e 14 dias. 

 

 
Figura 15.  Fotomicrografia de corte histológico em parafina do fígado de Rachycentron canadum. a. 

Controle- 7 dias. Seta grossa indica células formando cordões hepáticos, seta fina indica 
vaso sanguíneo sem acumulo de eritrócitos. Coloração hematoxilina e eosina. b. FSA- 7 
dias. Seta indica hiperemia do vaso hepático c-d. FSA- 14 dias. Imagem mostra intensa 
vacuolização citoplasmática. Coloração hematoxilina e eosina. Coloração hematoxilina e 
eosina. 

 

Aplicando-se o Índice de Alteração Histológica hepático, obteve-se I= 0 para 

os animais dos grupos controle (7 e 14 dias), caracterizando como órgão 
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funcionalmente normal e I= 24 para animais dos grupos FSA (7 e 14 dias), 

caracterizando como órgão com alterações moderadas (Tabela 22). 

 

Tabela 22- Alterações histológicas hepáticas encontradas em Rachycentron canadum expostos à 
FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias e seus respectivos Índice de Alteração 
Histológica. 

 Estágio Controle  
7 dias 

FSA 
7 dias 

Controle  
14 dias 

FSA 
14 dias 

Desarranjo dos cordões hepáticos I - OK - OK 
Atipia do contorno celular I - OK - OK 
Aumento do volume nuclear I - OK - OK 
Intensa vacuolização citoplasmática I - OK - OK 
Hiperemia II - OK - OK 
Vacuolização nuclear II - OK - OK 

Índice de Alteração Histológica  
 

0 24 0 24 

 

6.6 Índice Hepatossomático 

 

Calculando-se o índice hepatossomático (IHS), notou-se as seguintes médias 

demonstradas na tabela 23.  

 
Tabela 23- Médias (± D.P.) do índice hepatossomático (IHS) de Rachycentron canadum expostos à 

FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 
Grupo Experimental  IHS 

Control e- 7 dias  3,48 (±0,23)a 
FSA- 7 dias  7,08 (±0,81)b 
Control e- 14 dias  3,47 (±0,40)* 
FSA- 14 dias  5,69 (±2,28)** 

                                                                      a-b/ *- ** Diferença estatística significante 
 

Observou- se uma diferença estatística no IHS entre o grupo controle- 7 dias 

e o grupo FSA- 7 dias (p= 0,005) e, também entre o grupo controle- 14 dias e o 

grupo FSA- 14 dias (p= 0,048).  

 

6.7 Atividade de Enzimas do Metabolismo de Proteína s 

 

Analisando-se a atividade da enzima aspartato aminotransferase (AST) 

observaram-se as seguintes médias apresentadas na tabela 24. 
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Tabela 24- Médias (± D.P.) da atividade da enzima aspartato aminotransferase (AST) em U/L de 
Rachycentron canadum expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. 

Grupo Experimental  AST (U/L)  
Controle - 7 dias  14,25 (±2,75) 
FSA- 7 dias  33,00 (±2,94)b 
Controle - 14 dias  12,75 (±1,71)b 
FSA- 14 dias  60,25 (±22,76)a 

                                                   a-b Diferença estatística significante 

 
Os dados demonstram que os animais do grupo FSA- 14 dias foi 

estatisticamente maior que os animais do grupo controle- 14 dias (p= 0,0001), bem 

como os animais do grupo FSA- 7 dias (p= 0,027). 

Examinando-se a atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT), os 

dados obtidos em todos os grupos foi uma média de < 10 U/L, o que significa que a 

atividade da enzima ALT não foi detectada nas amostras. 
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7 DISCUSSÃO 

 

O fator de condição é frequentemente utilizado para estudar a biologia dos 

peixes, pois fornece informações importantes sobre seu estado fisiológico, com base 

no princípio de que os indivíduos de um determinado comprimento, apresentando 

maior peso, estão em uma condição fisiológicas melhores (LIMA-JUNIOR; 

CARDONE; GOITEIN, 2002). 

Muitos estudos usam esse índice como uma referência adicional para estudar 

reprodução e ciclos sazonais, além de investigar o efeito dos poluentes 

(CLEMENTS; REES, 1997; DE LA TORRE; SALIBIAN; FERRARI, 2000; 

DETHLOFF; BAILEY; MAIER, 2001; LAFLAMME et al., 2000).  

Moles e Norcross (1998) observaram uma diminuição do FC em juvenis de 

Pleuronectes asper, Pleuronectes bilineatus e Hippoglossus stenolepis exposto a 

sedimentos contaminados por óleo. 

Em nossos estudos, observou-se que o fator de condição dos animais do 

grupo FSA-14 dias é menor estatisticamente em relação aos animais do grupo 

controle-14 dias, mostrando uma depleção das condições fisiológicas. Essa 

depleção é causada pelos hidrocarbonetos que, segundo Kiceniuk e Khan (1987), 

prejudicam a absorção de alimentos. Corroborando com o estudo de Carls et al. 

(1996), que observaram que os alimentos contaminados com óleo causou redução 

no crescimento de Onchorhynchus gorbuscha. 

O sistema imunológico de peixes fornece potenciais biomarcadores, que 

podem ser sensíveis o suficiente para avaliar a contaminação ambiental (REYNAUD; 

DUCHIRON; DESCHAUX, 2003). Portanto, o presente estudo utilizou alguns 

parâmetros imunológicos inatos, como biomarcadores, para a avaliação da 

exposição à FSA de petróleo. 

Um dos parâmetros do sistema imune inato analisado foram as contagens 

total e diferencial de leucócitos, que têm um grande valor para o diagnóstico de 

discrasias sanguíneas em peixes (HINES; YASHOUV, 1970). Estas contagens, de 

acordo com Mckim et al. (1977), mostram as alterações morfológicas e numéricas de 

células do sangue, que podem ser associadas com várias etiologias, incluindo 

alterações do ambiente aquático causados por produtos tóxicos (ADHIKARI et al., 

2004). Entre os produtos tóxicos, está a FSA de petróleo, que, de acordo com o 

presente trabalho, alterou significativamente os leucócitos. 
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Os leucócitos são responsáveis pelo processo inflamatório, utilizando as vias 

sanguíneas para atuar em uma possível infecção ou lesão tecidual. Nesse trabalho, 

observou-se um aumento na contagem de leucócitos totais em 7 dias de exposição à 

FSA de petróleo. Mariappan et al. (2011) afirmam que o aumento de leucócitos é 

causado pela estimulação do sistema imune e o recrutamento dessas células, 

portanto, a exposição à FSA de petróleo por 7 dias recrutou leucócitos em resposta 

aos primeiros dias de exposição ao stress, mostrando uma tentativa de manter a 

estabilidade dos tecidos e o ambiente interno constante (homeostase). 

No presente trabalho, após 14 dias de exposição à FSA de petróleo, 

observou-se uma diminuição do número de leucócitos, sugerindo uma possível 

supressão das defesas naturais (VOSYLIENÉ, 1999), indicando prejuízos ao sistema 

imune, na apresentação de antígeno, produção de citocinas e liberação de agentes 

anti-microbianos e anti-tumorais (VAZZANA et al., 2014). Leucopenia foi observada 

por Theron et al. (2014) que analisaram o efeito do óleo bruto sobre Scophthalmus 

maximus e correlacionou a leucopenia com os hidrocarbonetos, presentes na 

composição da FSA de petróleo. 

Outro parâmetro muito utilizado para monitorar a influência de poluentes na 

imunidade inata de peixes, é a análise da atividade da enzima lisozima (SAURABH; 

SAHOO, 2008). Lisozima é uma enzima lítica que destrói paredes celulares 

bacterianas, clivando ligações glicosídicas nas camadas de peptidoglicano de 

bactérias gram-positivas (GRINDE; JOLLES; JOLLES, 1988; SAURABH; SAHOO, 

2008) e, também ativa o sistema complemento e a fagocitose (ELLIS, 1990). 

Portanto, uma maior atividade da enzima lisozima tem sido comumente observada 

em peixes doentes (STUDNICKA; SIWICKI, 1990). 

Para os estudos ecotoxicológicos com peixes, os níveis de lisozima foram 

frequentemente examinados em plasma ou soro. Sabe-se que exposição a 

substâncias tóxicas causa estimulação antigênica, alterando os níveis da atividade 

de lisozima, causando mudanças nas funções imuno-reguladoras (BOLS et al., 

2001). 

Sanchez-Dardon et al. (1999) observaram um aumento da atividade da 

enzima lisozima após contaminação por cádmio e zinco em Oncorhynchus mykiss, 

por um período de 30 dias, corroborando com o nosso resultado, no qual a 

exposição à FSA de petróleo provavelmente estimulou a atividade antigênica 
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resultando em um aumento da atividade da enzima lisozima no soro após a 

exposição por um período de 14 dias. 

As brânquias são órgãos responsáveis, principalmente, pela troca gasosa, 

pelo processo de osmorregulação, pelo equilíbrio ácido-base e pela excreção de 

compostos nitrogenados. Sua posição anatômica permite um contato estreito com o 

ambiente externo, tornando-a uma das barreiras físicas do sistema imune inato de 

peixes. Essa característica torna as brânquias sensíveis a alterações na qualidade 

da água, sendo consideradas como alvo principal dos contaminantes (FERNANDES; 

MAZON, 2003; MAZON; CERQUEIRA; FERNANDES, 2002; POLEKSIC; 

MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994). 

Uma das alterações encontradas nesse estudo foi a hipertrofia das células de 

muco, e a presença dessas células na lamela secundária nos animais dos grupos 

expostos à FSA de petróleo por um período de 7 e 14 dias. As células de muco 

apresentam muitas imunoglobulinas e enzimas, sendo responsáveis pela proteção 

imunológica (MONTEIRO et al., 2010). De acordo com Lichtenfels (1996), a 

hipertrofia e hiperplasia destas células resultam em um aumento da camada de 

muco, que atua como um filtro, isolando, coagulando e precipitando partículas, 

minimizando assim os danos causados pela FSA de petróleo. 

Outra alteração observada foi a hipertrofia das células de cloreto e a presença 

dessas células na lamela secundária (nos animais do grupo FSA- 7 e 14 dias). 

Essas células são responsáveis pela osmoregulação, secretando cloreto de sódio 

(DE LA HOZ et al., 2014). Quando os animais são expostos a alterações ambientais, 

pode ocorrer uma hipertrofia relacionada com a proliferação das mitocôndrias e do 

retículo endoplasmático, numa tentativa de aumentar capacidade metabólica 

(COSTA et al., 2009), porém, de acordo com Mazon; Cerqueira; Fernandes (2002), 

estas alterações possivelmente causam um desequilíbrio na regulação osmótica 

devido a uma alteração no transporte iônico ativo. 

Foram observadas ainda, uma hipertrofia e hiperplasia das células epiteliais 

dos animais do grupo FSA- 7 e 14 dias, que podem ser causadas por uma 

sobrecarga funcional do tecido branquial. A hiperplasia reduz o contato entre a água 

e o sangue do animal, reduzindo os danos para as lamelas, mas, 

consequentemente, prejudicando a eficiência da troca de gasosa, uma vez que 

reduz a área total do sistema respiratório (HINTON et al., 1992). Como uma 

consequência da hiperplasia em animais expostos à FSA de petróleo, observou-se a 
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fusão parcial na parte superior das lamelas secundárias, prejudicando ainda mais a 

eficiência da troca gasosa. 

O deslocamento do epitélio lamelar, também observado nesse estudo, é uma 

das alterações mais precoces encontradas em brânquias de peixes expostos a 

agentes estressores. Essa alteração resulta em um espaço entre o epitélio lamelar e 

lamela secundária, podendo formar um edema. Com o aumento da difusão entre a 

água e o sangue causada por deslocamento, pode ocorrer uma perda na eficiência 

da troca gasosa e transporte de íons (MALLAT, 1985; THOPHON et al., 2003). 

Outras alterações encontradas foram desarranjo capilar e aneurisma, 

mudanças que provavelmente são causados por uma ruptura de células pilares, 

responsáveis por manter a estrutura lamelar e controlar o fluxo sanguíneo. Uma vez 

as células pilares corrompidas, ocorre uma perda da estrutura dos capilares, 

causando um desarranjo. Este desarranjo pode acarretar em uma acumulação de 

células sanguíneas caracterizando um aneurisma (JIRAUNGKOORSKUL et al., 

2003). 

O rim desempenha um papel fundamental na manutenção da homeostase 

osmótica em peixes marinhos. O organismo recebe um grande volume de fluxo 

sanguíneo e este órgão é uma importante via de excreção de metabólitos de vários 

poluentes, incluindo a FSA de petróleo (AU, 2004). 

Apesar de poucos estudos utilizarem histologia renal como biomarcadores de 

poluição ambiental, Ortiz; Canales; Sarasquete (2003) alertam que lesões renais são 

bons indicadores de poluição ambiental. 

Neste estudo, após a exposição à FSA de petróleo por 7 e 14 dias, foi 

encontrado alteração tubular (aumento do lúmen tubular). Alterações tubulares são 

degenerativas e causadas por distúrbio metabólico resultante, provavelmente, da 

exposição dos animais à FSA de petróleo (TAKASHIMA; HIBYIA, 1995). 

Outra alteração encontrada foi o aumento do espaço da cápsula de Bowman 

nos animais do grupo FSA- 7 e 14 dias. Esse aumento pode prejudicar a filtração e 

excreção renal da FSA de petróleo. Como forma de adaptação, ocorre o aumento do 

número de glomérulos, que é pouco desenvolvido em peixes marinhos (AU, 2004), 

como observado nesse projeto, nos grupos FSA- 7 e 14 dias, aumentando assim, a 

excreção dos metabólitos da FSA de petróleo.  

Este estudo não encontrou alterações histológicas branquiais e renais de 

estágio 3, que são consideradas mais graves por não serem mais reversíveis. 
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Porém, as alterações encontradas prejudicam o desempenho das funções de ambos 

os órgãos. 

As alterações histopatológicas observadas no presente estudo, não são 

específicas para a FSA de petróleo, podendo ser encontradas após a exposição a 

diversos poluentes, e, portanto, apenas indicam a qualidade geral do ambiente, em 

vez de tipos específicos de poluentes (AU, 2004). 

Essas alterações histológicas foram observadas por muitos pesquisadores. 

Rezende et al. (2014) observaram algumas destas alterações em Oreochromis 

niloticus coletados em um ambiente contaminado por metais pesados. Akaishi et al. 

(2004) verificaram alterações semelhantes depois de estudar o efeito da exposição 

aguda da FSA em Astyanax sp. Khan (2003) observou essas alterações em peixes 

marinhos em uma região com possível contaminação por óleo, assim como 

Simonato; Guedes; Martinez (2008) que estudaram o efeito do diesel em Prochilodus 

lineatus, e, Norton; Mattie; Kearns (1985) que estudaram a exposição durante 24 e 

48 horas de uma mistura homogénea de benzeno, tolueno e xileno em Pimephales 

promelus. 

Esses estudos mostram que a sensibilidade das brânquias e rim à fração 

solúvel em água de petróleo e óleo tornam estes órgãos um modelo eficiente para o 

estudo de impacto ambiental por derivados de petróleo. Porém, vale ressaltar que as 

brânquias e os rins são órgãos essenciais na saúde de peixes e alterações 

histológicas podem comprometer a sua sobrevivência (DI GIULIO; HINTON, 2008).  

A concentração subletal de 0,3 ppm da FSA de petróleo no período de 7 e 14 

dias afeta de forma representativa o sistema imune inato do peixe marinho 

Rachycentrum canadum. Estes dados indicam uma importância ecotoxicológica, pois 

a fração solúvel em água de petróleo tem potencial imunossupressor, levando os 

peixes a maior susceptibilidade a várias doenças. 

O fígado pode ser considerado um órgão alvo, pois é um órgão desintoxicador 

essencial para o metabolismo e para a excreção de substâncias tóxicas (BERNET et 

al., 1999; FERNANDES et al., 2008). A alteração da estrutura física e bioquímica 

deste órgão pode indicar o estado de saúde dos animais após a exposição de 

poluentes (MYERS et al., 1998). 

Como um dos parâmetros hepáticos, foram avaliadas alterações histológicas 

hepáticas. Foi observada uma intensa vacuolização citoplasmática nos animais 

expostos à FSA de petróleo. Essa intensa vacuolização pode ser um indicativo de 
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processos degenerativos, decorrentes da metabolização anormal de lipídeos, como 

a peroxidação (LEE et al., 2012; TAKASHIMA; HIBIYA, 1995), possivelmente como 

resultado da exposição à FSA de petróleo. Desta forma, a intensa vacuolização 

pode ter levado ao desarranjo dos cordões hepáticos observado nos animais 

expostos à FSA de petróleo por 7 e 14 dias. 

Observou-se, ainda, em animais expostos à FSA de petróleo, aumento do 

volume nuclear dos hepatócitos, o que pode indicar uma intensificação da atividade 

metabólica dos hepatócitos (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). 

Foi observada uma hiperemia dos vasos hepáticos no grupo dos animais 

expostos à FSA. A hiperemia é o aumento de células sanguíneas causada, 

provavelmente, por um aumento do fluxo sanguíneo no tecido hepático, facilitando 

assim o transporte de nutrientes e melhora da oxigenação em áreas com possíveis 

injúrias (ANDERSON; ZEEMAN, 1995). 

Não foram encontradas, assim como na análise histológica branquial e renal, 

alterações histológicas de estágio 3, aquelas consideradas mais graves por não 

serem mais reversíveis.  

O índice hepatossomático em peixes pode indicar o estado metabólico 

hepático alterado (HUUSKONEN; SEPPA, 1995; TELES; PACHECO; SANTOS, 

2006), sendo um bom parâmetro hepático. Aumento do IHS foi observado em 

estudos em ambientes contaminados por HPA, em Ameiurus nebulosus (PINKNEY 

et al., 2001; YANG; BAUMANN, 2006), corroborando com o presente estudo, que 

observou um aumento do IHS no grupo exposto à FSA por 7 e 14 dias. 

Aumento do IHS e diminuição no FC são observados em estudos em que os 

animais foram coletados em áreas contaminadas (ADAMS; RYON, 1994; KARELS et 

al., 1998; VAN DER OOST et al., 1996), como observado nesse estudo em animais 

do grupo expostos à FSA por um período de 14 dias. Khan (1998), afirma que a 

relação entre o aumento do IHS e a diminuição da FC sugere que a exposição à 

FSA de petróleo afeta não só o metabolismo hepático, como a fisiologia geral dos 

peixes. 

Porém, Domingo et al. (2007) observaram o aumento do IHS sem alteração 

no FC, como observado no presente estudo nos animais expostos à FSA por 7 dias. 

Esses dados mostram que a exposição por um período de 7 dias não afetou a 

fisiologia geral dos peixes, porém foi suficiente para alterar o metabolismo hepático. 
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Outro parâmetro hepático analisado no presente estudo foi a atividade das 

enzimas AST e ALT. Estas enzimas desempenham um papel essencial no 

catabolismo de aminoácidos, e são utilizados para demonstrar os danos ao fígado 

(GHOLAMI-SEYEDKOLAEI et al., 2013; ORUÇ; UNER, 1999; POLEKSIC; KARAN, 

1999). 

AST é uma enzima localizada predominantemente nas mitocôndrias e ALT é 

uma enzima localizada no citosol das células hepáticas, ambas com baixa atividade. 

Após uma danificação das células hepáticas, a enzima ALT é liberada rapidamente 

em comparação a enzima AST, aumentando a atividade no soro (AL-HABORI et al., 

2002; MING et al., 2012). No presente estudo, foi observado apenas o aumento da 

atividade de AST no soro, sugerindo que a exposição à FSA de petróleo afetou as 

células hepáticas, prejudicando as suas funções. Porém, por ser uma exposição 

crônica, não foi detectada a atividade da enzima ALT. 

Alguns estudos mostram alterações da atividade da enzima AST em peixes 

expostos a outros contaminantes, como a clomazona (CRESTANI et al., 2006), o 

glifosato (GHOLAMI-SEYEDKOLAEI et al., 2013; LORO et al., 2015) e o cobre 

(KARAN et al., 1998).  

Por ser um órgão responsável por várias reações bioquímicas, incluindo o 

metabolismo dos metais, o fígado torna-se sensível a exposição à FSA de petróleo. 

Uma vez danificado, pode diminuir suas funções, prejudicando, assim, o sistema de 

biotransformação dos peixes.   

Vale ressaltar que a avaliação do efeito da exposição à FSA de petróleo no 

peixe marinho nativo Rachycentron canadum é de extrema importância. Os dados 

encontrados nesse estudo mostram que os animais têm alterações em alguns 

parâmetros do sistema imune inato e hepáticos, podendo alterar funções vitais e 

levar os animais a óbito. Além disso, o conhecimento das alterações e suas 

adaptações servirão como base para a conservação da espécie e um monitoramento 

ambiental mais eficaz no litoral brasileiro. 

 

 

 

 

 

 



64 
 

8 CONCLUSÃO 

 

A partir do exposto, conclui-se que a concentração subletal de 0,3 ppm da 

fração solúvel em água (FSA) de petróleo causou depleção fisiológica do peixe 

marinho Rachycentron canadum, além de alterações nos parâmetros imunes e 

hepáticos. 

A exposição à FSA de petróleo causou mudanças no valor relativo de 

células sanguíneas e no índice hepatossomático; alterações histológicas branquiais, 

renais e hepáticas; além do aumento da atividade das enzimas lisozima e aspartato 

aminotransferase. Essas alterações podem causar imunossupressão nos animais, e 

ainda, podem comprometer o funcionamento do sistema de biotransformação. 

Não foram observados alterações histológicas de terceiro estágio 

(alterações graves e irreversíveis) e aumento da atividade da enzima alanina 

aminotransferase. 

Rachycentron canadum demonstrou ser um bom modelo biológico para 

estudos de avaliação dos efeitos da fração solúvel em água de petróleo. 

Estudos que determinem alterações em órgãos alvos para a ação da FSA 

devem ser realizados a fim de prever o impacto nas populações dos peixes 

estudados e para um monitoramento ambiental mais eficiente. 
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