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RESUMO

REZENDE, K. F. O. Efeitos da concentracdo subletal da fracdo soltvel em agua
(FSA) de petrdleo em parametros do sistema imune in  ato e hepaticos do peixe
marinho Rachycentron canadum (LINNAEUS, 1766). 2015. 76 f. Tese (Doutorado
em Biologia Celular e Tecidual) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, Sédo Paulo, 2015.

O petréleo € um produto natural derivado da decomposicdo da matéria organica.
Com o aumento da exploracéo, producao e transporte de petrdleo, a ocorréncia de
derramamento por acidente no ambiente marinho tornou-se rotineira. Apo0s o
derramamento, ocorrem diversos processos fisicos, quimicos e biolégicos que
resultam na formacdo da fracdo soluvel em agua de petréleo, ricos em
hidrocarbonetos, que sao moléculas tdxicas aos peixes. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da concentracéo subletal de 0,3 ppm da FSA de
petréleo em parametros do sistema imune inato e hepatico de Rachycentron
canadum apos o periodo de 7 e 14 dias. Utilizou-se, apds o teste de normalidade, a
andlise estatistica ANOVA seguido Tukey HSD (diferenca estatistica: p< 0,05).
Observou-se uma diminuicdo do fator de condicdo dos animais expostos por um
periodo de 14 dias, comparado aos animais controles. A contagem diferencial de
leucdcitos mostrou um aumento do niumero de leucocitos totais apds 7 dias, e uma
diminuicdo destes ap6s 14 dias de exposicdo. Consequentemente, had uma
diminuicdo do numero de eritrocitos em 7 dias e um aumento apos 14 dias. A
atividade da enzima lisozima nos animais do grupo exposto por 14 dias foi maior em
comparacao aos animais do grupo controle. Foram observadas, ainda, alteracoes
nos tecidos branquiais, renais e hepaticos, apos analises morfométricas e
histol6gicas nos animais expostos a FSA de petréleo por 7 e 14 dias. Notou-se um
aumento do indice hepatossomético e da atividade da enzima aspartato
aminotransferase dos animais expostos por 7 e 14 dias. Em contrapartida, néo foi
observada atividade da enzima alanina aminotransferase em todos 0S grupos.
Conclui-se que a concentracdo subletal de 0,3 ppm da FSA de petréleo altera
parametros do sistema imune inato e hepaticos de Rachycentron canadum, podendo
causar imunossupressao e comprometimento do sistema de biotransformacao. Este
estudo permite um monitoramento ambiental mais eficiente no litoral brasileiro.

Palavras-chave: Peixe. Leucdcitos. Enzimas. Alteracdes histoldgicas.



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 Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sdo 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 qill, 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 INTRODUCAO

1.1 Petréleo

O petréleo (do latim petra- pedra e oleum- 6leo) € uma substancia oleosa,
inflamavel, com cheiro caracteristico, com cor variando entre 0 negro e o castanho
escuro e, em geral, menos denso que a agua (ALEXANDER, 1999; LAKE, 2006).

De origem organica, o petroleo €, possivelmente, formado a partir da
decomposicdo dos organismos que compdem o plancton, que se acumulam no
fundo dos mares e dos lagos. Ao longo de milhdes de anos, essa camada vai sendo
coberta por outras camadas de sedimentos que, pela acdo de microrganismos,
bactérias, altas pressfes e temperatura, se transformam em petréleo (GUPTA,;
DEMIRBAS, 2010; THOMAS, 2004).

Em seguida, o petréleo passa pelo processo de acumulacdo, mas, para isso,
ocorre a expulsdo do petroleo da rocha geradora, fazendo com que ele percorra
rochas porosas e permedveis até ser interceptado por uma rocha selante, que é
impermeéavel, denominada reservatorio. A rocha selante possui condiges
necessarias para acumulacdo do petroleo, por ser um ambiente de pouca
permeabilidade, inibindo a acdo de agua circulante e diminuindo a quantidade de
oxigénio existente (CARDOSO, 2005; THOMAS, 2004).

Apesar da composicdo do petréleo variar de acordo com o poco, todos
produzem analises elementares semelhantes, constituido por carbono (83 - 87%),
hidrogénio (11 - 14%), nitrogénio (0,11 - 1,7%), enxofre (0,06 - 8%), oxigénio (0,1 -
2%) e alguns metais em concentracdes traco (principalmente niquel e vanadio) (até
0,3%) (FRONAPE, 2002; POFFO, 2000; THOMAS, 2004).

Segundo Nicodem et al. (2001), o carbono e o hidrogénio formam os
hidrocarbonetos, que sdo o0s compostos mais abundantes do petréleo. Os
hidrocarbonetos, conforme os autores, sdo agrupados em quatro classes principais,
baseadas na composicdo molecular, sendo (1) arométicos, de cadeia benzénica
(insaturada), presentes em pequenas quantidades, apresentam maior toxicidade e
podem ser classificados em monociclicos (apenas uma cadeia benzénica) ou
policiclicos (mais de uma cadeia benzénica); (2) alcanos (parafinas), de cadeia
simples e ramificada, compreende a maior fracdo da maioria dos petréleos, com

toxicidade geralmente baixa e facilmente biodegradado; (3) alcenos (olefinas), de
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cadeia aberta com ligagcdo dupla entre os &tomos, ausentes ou presentes em
pequenas quantidades no petrdleo, mas abundantes em produtos de refino como a
gasolina, e; (4) cicloalcanos (naftas), de cadeia fechada (ciclicas) e saturada,
compreende a segunda maior fracdo da maioria dos petréleos, a toxicidade é
variavel e séo resistentes a biodegradacao.

O primeiro poco de petroleo foi descoberto pelo americano Edwin Laurentine
Drake, em agosto de 1859, na Pensilvania (Estados Unidos da América- EUA) a 21
metros de profundidade (GIDDONS, 1948).

Ainda no século XIX, o petréleo passou a ser usado como insumo a
iluminacdo, mas foi em 1810, em Praga, que foi considerada a primeira destilacao
industrial do petroleo, obtendo-se um 6leo capaz de substituir com grande vantagem
0s produtos até entdo usados para a iluminacédo, como o 6leo de baleia e o gas de
carvao. A partir do século XX, o desenvolvimento das empresas automobilisticas
impulsionou, definitivamente, a industria do petroleo (OLAH; GOEPPERT,;
PRAKASH, 2009; THOMAS, 2004).

Nos EUA surgiram dezenas de companhias petroliferas, que mais tarde se
transformariam em poderosas organizacdes. A producdo de Oleo cru, nos EUA,
aumentou de dois mil barris em 1859, para aproximadamente trés milhdes de barris
em 1863, e para dez milhdes de barris em 1874. Até o final do século XIX, os EUA
dominaram praticamente sozinhos o comeércio mundial de petréleo, devido,
principalmente, a atuacdo do empresario John Rockefeller (OLAH; GOEPPERT;
PRAKASH, 2009; SOUZA, 2006).

No Brasil, o primeiro poco foi perfurado a uma profundidade de
aproximadamente 500 metros entre os anos de 1892 e 1896, na cidade de Bofete-
Séo Paulo, ndo sendo bem sucedido. Porém, em 1939 na cidade de Lobato- Bahia,
foi descoberto o primeiro sinal de petréleo no territorio brasileiro (FARIAS, 2008).

No ano de 1953, o governo brasileiro instalou o Conselho Nacional do
Petréleo (CNP), surgindo assim a primeira Lei do Petréleo do pais, para estruturar e
regularizar as atividades petroliferas, tornando o petréleo um patriménio da Unido,
criando assim a Petrobras (PETROBRAS, 2015). Desde a criacio da Petrobras ja foi
descoberto petrdleo nos estados do Amazonas, Para, Maranhao, Ceara, Rio Grande
do Norte, Alagoas, Sergipe, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Parana, Sé&o
Paulo e Santa Catarina (FARIAS, 2008).
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Atualmente, o petréleo é utilizado, principalmente, como combustiveis para
transportes, para aquecimento e geracdo de energia elétrica, na preparacdo de
asfalto e 6leo lubrificante. Porém, também ¢é utilizado como matéria prima para a
fabricacdo de produtos quimicos, plasticos e materiais sintéticos (U.S. ENERGY
INFORMATION ADMINISTRATION, 2015).

Com a ampla utilizacdo do petrdleo em produtos, o consumo mundial vem
crescendo a cada ano. Atualmente, no relatério anual da British Petroleum Statistical
Review of World Energy (2015), foi observado um aumento no consumo global de
0,8 milhdes de barris por dia (0,8%) em 2014 comparado ao ano de 2013, chegando

a marca de 92.086 milhdes de barris de petréleo por dia (Figura 1).
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Figura 1. Consumo mundial de petréleo (em milhdes de barris por dia) dividido em regides, durante o
periodo 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
petréleo. No final de 2014, as reservas atingiram um total de 1.700,1 bilhdes de
barris, o suficiente para atender a 52,5 anos de producdo global. Durante a ultima
década, as reservas provadas mundiais aumentaram 24%, ou mais de 330 bilhdes
de barris (BRITISH PETROLEUM STATISTICAL REVIEW OF WORLD ENERGY,
2015) (Figura 2).
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Distribuigao de reservas provadas em 1934, 2004 e 2014

Parcentagem

Asiz
B Africs
B Oriznte Médio
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B América Central & do Sul
B América do Norte

1994- Total de 1.118 2004- Total de 1.385,2
bilhGes de barris bilhfies de barris

2014- Total de 1.700,1
bihdes de barris

Figura 2. Reservas mundiais provadas, dividido em regifes, no ano de 1994, 2004 e 2014 (Fonte.
Adaptado de British Petroleum Statistical Review of World Energy, 2015).

Consequentemente, a producéo de petrdleo mundial registrou um aumento de
2,1 milhdes de barris por dia, ou 2,3%, comparado ao ano de 2013, atingindo a
producdo de 88.673 milhdes barris de petroleo por dia (Figura 3). Os EUA
registraram o maior crescimento no mundo (1,6 milhdes barris de petroleo por dia)
(BRITISH PETROLEUM STATISTICAL REVIEW OF WORLD ENERGY, 2015).
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Produgao por regiao
Mihies de barris de petroleo por dia

100
Asiz
B Africa
B Oriente hadio 80
B Europa

B Amérnics Central & do-Sul
B Americs do Morte

B3 34 a9 o4 o 14 a

Figura 3. Produgdo mundial de petréleo (em milhdes de barris por dia) dividido em regifes, durante o
periodo de 1989 e 2014 (Fonte. Adaptado de British Petroleum Statistical Review of World
Energy, 2015).

No Brasil, foi descoberta a presenca de 6leo na camada Pré-sal, no ano de
2006. A camada Pré-sal brasileira compreende uma extensa area rochosa, de
aproximadamente 149.000 quildmetros quadrados, que se estende desde o litoral do
estado de Santa Catarina até o litoral do estado do Espirito Santo, distante cerca de
300 quilébmetros da costa brasileira e localizada em profundidades que variam de
4.000 a 7.000 metros (PETROBRAS, 2015).

Atualmente, a producdo de petr6leo na camada do Pré-sal ultrapassou o
patamar de 700 mil barris de petréleo por dia (PETROBRAS, 2015), contribuindo
com os niveis recordes de producao de 2,3 milhdes barris de petroleo por dia, em
2014 (BRITISH PETROLEUM STATISTICAL REVIEW OF WORLD ENERGY, 2015).

A Petrobrads (2015) estima em seu relatério de planejamento estratégico
2030, que o 6leo contido na camada Pré-sal corresponderdao a 53% do total da

producao brasileira em 2020, estimada em 4,2 milhdes de barris por dia.
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1.2 Derramamento de Petroleo no Ambiente Marinho

Com o aumento da producao da industria petrolifera, o risco de acidentes por
derramamento tornou-se iminente. Os derramamentos s&o 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 periodo de 1970-2014, 50% dos grandes derramamentos
de petréleo (> 700 toneladas) ocorreram enquanto 0S navios estavam em
andamento em aguas abertas. Durante este tipo de operagéo, 59% foram causados
por colisbes e encalhes. Estas mesmas causas representaram, aproximadamente,
99% dos derramamentos quando a embarcacdo estava em andamento em aguas
interiores ou restritas (ITOPF, 2014) (Figura 4).
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Figura 4. Incidéncia de grandes derramamentos (> 700 toneladas) por operagdo na hora do incidente
e principal causa no periodo de 1970-2014 (Fonte. Adaptado de ITOPF; 2014).

Entre os grandes incidentes, destacam-se a explosdo na plataforma de
exploracdo Deepwater Horizon no norte do Golfo do México em 2010, que resultou
em 800 mil toneladas de Oleo liberado para o oceano (ALLAN; SMITH; ANDERSON,
2012) e o derramamento de 3,7 mil barris de petroleo no Campo de Frade (Bacia de

Campos- RJ), em 2011, causado, segundo o relatério da Agéncia Nacional de
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Petroleo (ANP), pela estimativa incorreta da pressdao no poc¢o (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 6leo 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 estdo relacionados com operacdes normais de
petroleiros como lavagem dos tanques e descarte de 4gua de lastro.

Quando o petréleo é lancado ao mar, o destino final de seus componentes
depende de varios processos fisicos, quimicos e biolégicos (chamado de
intemperismo), tais como: evaporacao, emulsificacdo, dissolucdo, biodegradacéo e
fotooxidacéo (VIEIRA et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5. llustracdo dos fendbmenos envolvidos no processo de intemperismo de uma mancha de 6leo
espalhada sobre a 4gua do mar (Fonte. Vieira, 2009).

Uma porcao relativamente pequena do petréleo se dissolve na 4gua e torna-
se biodisponivel, chamada de fragdo soluvel em agua (FSA) (RODRIGUES et al.,
2010; SAEED; MUTAIRI, 1999), essa fracdo € muito dificil de ser detectada sem
auxilio de analises quimicas por ser visualmente imperceptivel (ZIOLLI, 2009).

A FSA de petroleo é constituida de hidrocarbonetos com peso molecular
intermediario, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos de baixo peso molecular e
compostos heterociclicos. Essas moléculas, por serem solGveis em agua, sdo 0S
principais constituintes da fase aquosa e os maiores contribuidores para a toxicidade
nos ambientes aquaticos (NEFF, 1987; SAEED; MUTAIRI, 1999).



26

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) sdo compostos organicos
semivolateis abundantes na FSA do petroleo (MIGUEL et al.,, 2001). Rangel;
Baptista-Neto; Fonseca (2012) compararam as concentracdes de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos encontrados em diversas regides e por diversos autores.
Observa-se que em uma mesma regido, em datas diferentes, apresentam grande

variacéo (Tabela 1).

Tabela 1- Concentragées (em ppm) de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos encontrados em
diversas regides do mundo, em diferentes anos (Fonte. Adaptado de Rangel; Baptista-
Neto; Fonseca, 2012).

Area de amostragem Concentracdo (ppm) Ano da analise
Bacia do Rio Estrela- Brasil 0,00 - 0,09 2012
Baia de Guanabara- Brasil 1,57 -18,44 1996
APA de Guapimirim (Baia de Guanabara)- Brasil 0,30 - 42,70 2003
Bacia do Rio Paraiba 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 Biolégico- Rachycentron canadum

Estudos de varios autores, que objetivaram avaliar os efeitos da exposicao
aos hidrocarbonetos soluveis em agua, utilizam os peixes como modelo bioldgico.
Ernst; Neff, Anderson (1977) observaram a influéncia da FSA de petréleo no
desenvolvimento de Fundulus grandis, Akaishi et al. (2004) utilizaram a espécie
Astyanax sp. para avaliar a neurotoxicidade do Oleo cru. Recentemente, Yu et al.
(2015) estudaram influéncia do Oleo cru na velocidade da natagcdo em Takifugu
rubripes, Kazempoor et al. (2015) registraram alteracBes histopatolégicas em
Acantopagrus latus exposto ao 6leo cru, e Ezike e Ufodike (2014) avaliaram
parametros sanguineos em Clarias gariepinus exposto ao petroleo.

A utilizacdo de peixes € recomendavel, pois a acumulacdo na cadeia tréfica
desses hidrocarbonetos é extremamente rapida (GRAVATO; SANTOS, 2002),
tendendo a maior acumulagcdo em peixes, quando comparado com outros
organismos do ambiente (ANYAKORA et al., 2005), sendo, assim, pode apresentar

consequéncias adversas para a saude dos mesmos (COLLIER et al., 1996).
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Rachycentron canadum (LINNAEUS, 1766), conhecido popularmente como
beijupira, compreende a um Uunico género, Rachycentron. Esta classificado
taxonomicamente, segundo Linnaeus (1766), da seguinte forma:

Reino- Annimalia

Filo- Chordata
Classe- Actinopterygii
Subclasse- Neopterigii
Infraclasse Teleostei
Superordem- Acanthopterygii
Ordem- Perciformes
Subordem- Percoidei
Familia- Rachycentridae
Género- Rachycentron
Espécie- Rachycentron canadum

E classificada como uma espécie neritica e epipelagica, de habito natatdrio
ativo (comportamento migratério), devido a auséncia de bexiga natatéria. Sua
ocorréncia da-se em todo o mundo, em &guas tropicais e subtropicais, exceto no
Pacifico Oriental. No Brasil, estes espécimes estdo presentes nas regides norte,
nordeste, sul e sudeste (ARENDT; OLNEY; LUCY, 2001; BARBIERI; DOI, 2012,
CAVALLI; HAMILTON, 2009) (Figura 6).

Probabilidades relativas
de ocorréncia
lo.30- 1,00
io,60-079
[ 0,40-059
10,200,329

e : e

Figura 6. Mapa de ocorréncia mundial natural de Rachycentron canadum. As diferentes cores
significam as probabilidades relativas de ocorréncia (Fonte. Adaptado de Fishbase, 2013).
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Sao considerados carnivoros, alimentando-se de nécton e zoobentos,
incluindo peixes, crustdceos e bivalves, além de restos deixados por animais de
grande porte como tubardes, raias manta e tartarugas. Por ocupar uma posicéo de
destaque na cadeia tréfica, podem fornecer informacfes importantes relacionadas
diretamente ao ecossistema em que vivem (BENNETI et al., 2008).

Além disso, é de grande interesse comercial devido, principalmente, ao seu
rapido crescimento, além de outras caracteristicas, como a adaptabilidade em
cativeiro e a excelente qualidade de sua carne (BARBIERI; DOI, 2012; CAVALLI;
HAMILTON, 2009).

1.4 Biomarcadores

Biomarcadores sdo definidos como respostas bioldgicas adaptativas a
estressores, evidenciadas como altera¢cdes bioquimicas, celulares, histologicas,
fisiolégicas ou comportamentais (DEPLEDGE, 1993), e podem ser utilizados para
identificar sinais iniciais de danos aos peixes, sendo excelentes ferramentas para
monitorar a saude do ecossistema aquatico (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003;
WALKER et al., 1996).

Segundo, Amorim (2003); Dougherty (1998); Rudiger (1999), os
biomarcadores podem ser classificados em trés tipos: de exposicdo, de
suscetibilidade e de efeito.

Biomarcadores de exposi¢cédo sdo usados para confirmar e avaliar a exposi¢cao
a uma determinada substancia, estabelecendo uma ligacdo entre a exposicéo
externa e a quantificacdo da exposicao interna, de um individuo ou um grupo (por
exemplo, bioacumulacéo).

Biomarcadores de suscetibilidade permitem elucidar o grau de resposta da
exposicdo provocada nos individuos.

Biomarcadores de Efeito que podem ser usados para documentar as
alteracdes pré-clinicas ou efeitos adversos a saude, decorrentes da exposicao e
absorcdo da substancia quimica. Neste trabalho utilizou-se biomarcadores de efeito
para se avaliar a exposicao de peixes a FSA.

A utilizacdo de biomarcadores apresenta varias vantagens, pois permite
detectar precocemente a existéncia de contaminacdo por substancias téxicas

biologicamente significativas, identificar espécies ou populagcdes em risco de
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contaminagdo, avaliar a magnitude da contaminacdo e determinar o grau de
severidade dos efeitos causados pelos contaminantes (STEGEMAN et al., 1992).

Contaminantes organicos podem afetar o sistema imune e parametros
hepaticos, resultando em supresséo imunologica (DEAN; HOUSE; LUSTER, 2001) e
alteracdo do sistema de biotransformacgéo. Sendo assim, o uso de biomarcadores
celulares, histolégicos e enzimaticos é muito util na avaliagdo do risco toxicolégico
(STILLER- WINKLER et al., 1999).

1.4.1 Parametros do Sistema Imune Inato

O sistema imunolégico de peixes apresenta similaridade com o dos
mamiferos (SIWICKI et al., 1994). E dividido em inato (ndo especifico) e adquirido
(especifico), porém, diferindo de outros vertebrados, o sistema imune inato dos
peixes € 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
manutencao da homeostase (FEARON, 1997).

O sistema imune inato € dividido em trés compartimentos, sendo barreira
epitelial/ mucosa, parametros humorais e componentes celulares (URIBE et al.,
2011).

A barreira epitelial/ mucosa das branquias é extremamente importante em
peixes (MAGNADOTTIR, 2010), agindo como uma das primeiras barreiras de defesa
(ELLIS, 2001). As branquias sao estruturas vitais para 0s peixes, responsaveis pelas
trocas gasosas, osmorregulacao, equilibrio acido basico e excre¢cdo de compostos
nitrogenados (MACHADO; FANTA, 2003).

Quando ocorre interferéncia no ambiente, 0s peixes desempenham ajustes
para obtencdo de oxigénio, como, por exemplo, a remodelacdo da morfologia
branquial (NILSSON, 2007). Desta forma, as alteracées morfologicas das branquias
s&o importantes ferramentas no diagndstico & exposi¢édo de contaminantes (ROMAO
et al., 2006).

O rim recebe grande fluxo sanguineo, proveniente principalmente das
branquias, e pode ser considerado 0Orgdo alvo para agentes quimicos.
Desempenhando um papel fundamental na manutencdo da homeostase osmotica

em peixes marinhos (AU, 2004), alteracdes morfolégicas no rim podem ocorrer em
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razdo da introducgéo de poluentes na agua, podendo ser utilizadas como parametros
para o monitoramento ambiental (SILVA; MARTINEZ, 2007).

As células também estdo presentes como primeira barreira de defesa. As
principais células do sistema imune inato de peixes sdo aquelas capazes de
fagocitar e destruir agentes infecciosos (KANTARI; PEDERZOLI-RIBEIL; WITKO-
SARSAT, 2008). Entre essas células, estdo os macrofagos, que sédo os leucocitos
mais eficientes na atividade de fagocitose (SILVA et al., 1999), no qual sua atividade
fagocitica se deve a fosfatase acida. Outra importante célula, sédo os neutrofilos, que
possuem atividade citotoxica ndo-especifica (CUESTA; ESTEBAN; MESEGUER,
1999) e sua infiltracdo em reacdes inflamatorias é mais intensa nas fases iniciais em
relacdo aos macrofagos. Além dos eosinofilos, que estdo associados com tecido
linfoide e apresentam funcdes relacionadas com a fagocitose e relacédo hospedeiro-
parasita (ELLIS, 2001; FISCHER et al., 2006; SILVA et al., 1999).

Parametros hematoldgicos sdo suscetiveis a mudancas no ambiente aquatico
(BARBIERI; BONDIOLI, 2015; BOWDEN, 2008; DOTTA et al.,, 2015). Portanto,
avaliacdo desses componentes colabora no diagndstico de condi¢cdes adversas
(TAVARES-DIAS et al., 1999) e na compreensao da relacdo entre as caracteristicas
sanguineas, saude dos peixes e o meio ambiente (TAVARES-DIAS; MORAES,
2004).

Além de células, existem varias moléculas envolvidas na resposta imune inata
e fagocitose. Normalmente estdo presentes no soro e suas concentracées elevam-
se rapidamente durante uma infeccdo (VERLHAC; GABAUDAN, 1997). Entre elas,
esta a enzima lisozima, importante agente bacteriolitico encontrado em vérias
espécies de peixes marinhos e dulcicolas (LIE et al., 1989). Essa enzima é
produzida durante as infec¢des, sendo capaz de lisar a parede celular de bactérias,
atuando nas ligag6es beta 1,4 glicosidicas entre o acido N-acetilmuramico e o &cido
N-acetilglicosaminico (PAULSEN et al., 2003). Esta propriedade torna esta enzima
capaz de lisar algumas bactérias gram-positivas e, combinada com as proteinas do
sistema complemento, podem destruir bactérias gram-negativas (PAULSEN;
ENGSTAD; ROBERTSEN, 2001; VERLHAC; GABAUDAN, 1997).
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1.4.2 Parametros Hepaticos

O figado possui fungdes vitais para o metabolismo, sendo responsavel pela
acumulacdo, biotransformacdo e excrecdo de contaminantes em peixes
(FERNANDES et al., 2008; ROCHA; MONTEIRO, 1999), contudo, suas ceélulas ficam
expostas a um nivel elevado de agentes quimicos presentes no meio ambiente
(LANGIANO, 2006).

O figado dos peixes € mais susceptivel a acdo de poluentes quando
comparado ao dos mamiferos. Isso ocorre devido a uma maior lentiddo do fluxo
sanguineo em relacdo ao débito cardiaco, além de um fluxo biliar 50 vezes mais
lento comparado ao de mamiferos, tornando mais lenta a depuracdo de produtos
toxicos. Por esses motivos, 0s poluentes exercem seus efeitos no tecido hepéatico
por mais tempo (CAMPOS; MORAES; MORAES, 2008).

Contudo, dependendo do tipo e concentracdo do poluente, da espécie de
peixe e da duracdo da exposicdo, pode ocorrer alteracbes nos parametros
hepaticos, como mudancas histolégicas e modulacdo da atividade das enzimas
hepaticas (PARIS-PALACIOS; BIAGIANTI-RISBOURG; VERNET, 2000).

A histopatologia do figado em peixes é a ferramenta de monitoramento que
indica os efeitos de agentes estressores, e é considerado como um dos marcadores
mais confiaveis a ser utilizado em estudos de impacto ambiental em animais
aquaticos (FERNANDES et al., 2008; SCHMALZ; HERNANDEZ; WEIS, 2002).
Segundo Simonato; Guedes; Martinez (2008), peixes expostos a poluentes, como
petrdleo, podem apresentar modificagdes histologicas em seu figado.

Outro parametro utilizado séo as determinacdes da atividade de enzimas
hepaticas, utilizadas como marcadores de lesdo hepatica (KANEKO, 1989;
SPARLING; VANN; GROVES, 1998).

As aminotransferases sdo enzimas mitocondriais e citosdlicas envolvidas no
catabolismo de aminoacidos (BONGA, 1997). A enzima aspartato aminotransferase
(AST) catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina do acido aspartico
para o cetoglutarato, com formacdo de glutamato e oxalacetato, o qual se reduz a
malato por acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto a coenzima NADH é
oxidada a NAD+ (HARZER; STIPP; HERRERIAS, 2015) (Figura 7).
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NADH NAD+
S~
Aspartato Oxalacetator—— ——— Malato
MDH

Cetoglutarato«# Glutamato

Figura 7. Esquema da acdo da enzima AST que catalisa a transferéncia de aspartato para o
cetoglutarato, com formacao de glutamato e oxalacetato, reduzindo a malato por acéo da
MDH (Fonte. Arquivo pessoal, 2015).

A enzima alanina aminotransferase (ALT) € responsavel por catalisar, de
forma especifica, a transferéncia do grupo amina da alanina para o cetoglutarato,
com formacéo de glutamato e piruvato, sendo que este ultimo é reduzindo a lactato
por acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é
oxidada a NAD+ (HARZER; STIPP; HERRERIAS, 2015) (Figura 8).

NADH NAD+
N
Alanina Piruvato —————— | actato

{} LDH

Cetoglutarato # Glutamato

Figura 8. Esquema da acdo da enzima ALT que catalisa a transferéncia de alanina para o
cetoglutarato, com formacgéo de glutamato e piruvato, reduzindo a lactato por acéo da LDH
(Fonte. Arquivo pessoal, 2015).

O aumento da atividade sérica de AST e ALT pode indicar ruptura dos
hepatdcitos, resultante de processos como necrose celular ou do processo de
agressao por agentes toéxicos (KANEKO, 1989; SPARLING; VANN; GROVES, 1998).
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8 CONCLUSAO

A partir do exposto, conclui-se que a concentracao subletal de 0,3 ppm da
fracdo soluvel em agua (FSA) de petroleo causou deplecéo fisiologica do peixe
marinho Rachycentron canadum, além de alteracdes nos parametros imunes e
hepaticos.

A exposicdo a FSA de petroleo causou mudancas no valor relativo de
células sanguineas e no indice hepatossomatico; alteracdes histologicas branquiais,
renais e hepaticas; além do aumento da atividade das enzimas lisozima e aspartato
aminotransferase. Essas alteracdes podem causar imunossupressao nos animais, e
ainda, podem comprometer o funcionamento do sistema de biotransformacao.

Ndo foram observados alteragbes histolégicas de terceiro estagio
(alteragbes graves e irreversiveis) e aumento da atividade da enzima alanina
aminotransferase.

Rachycentron canadum demonstrou ser um bom modelo biol6gico para
estudos de avaliacdo dos efeitos da fracdo sollvel em agua de petréleo.

Estudos que determinem alteragbes em 6rgdos alvos para a acao da FSA
devem ser realizados a fim de prever o impacto nas populacbes dos peixes

estudados e para um monitoramento ambiental mais eficiente.
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