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1 INTRODUCAO

Os peixes representam parte significativa da fauna aquatica, apresentado sensibilidade aos
poluentes. Esses animais exibem enorme diversidade morfolégica em sua biologia e nos habitats
gue ocupam, constituindo aproximadamente a metade de todas as espécies de vertebrados ja
descritas (MACHADO, 1999).

A respiragdo branquial possibilitou aos peixes viver e povoar os ambientes aquaticos. As
branquias dos peixes exercem papeis vitais, pois além de serem o principal sitio de trocas gasosas,
também estdo envolvidas nos processos de osmorregulacdo, equilibrio acidobasico, excrecdo de
compostos nitrogenados e gustacdo (MACHADO e FANTA, 2003).

O epitélio da branquia, principal superficie de contato com o0 ambiente, constitui importante
alvo dos poluentes presentes na agua devido a sua extensa area superficial ( WONG e WONG,
2000). O fato desse 6rgao estar exposto diariamente as impurezas da agua provoca uma série de
problemas que em muitos casos pode causar a morte dos peixes devido a sensibilidade do epitélio
branquial a substancias téxicas. A alta carga de poluentes presente na agua pode causar lesdes
irreversiveis as branquias, levando o animal & morte.

O epitélio branquial reveste todo o arco branquial, os rastros, os filamentos branquiais e
as regibes interlamelares. Trata-se de epitélio pavimentoso composto por varios tipos celulares,
incluindo células pavimentosas, células secretoras de muco e células de cloreto, além de células
gustativas e de suporte nao diferenciadas. O segundo tipo de epitélio, chamado epitélio respiratdrio,
recobre as lamelas respiratorias. Geralmente, é constituido por Unica camada de células
pavimentosas, através das quais ocorrem as trocas gasosas entre o sangue e o meio (EVANS et al.,
1982).

Devido ao arranjo celular complexo das branquias dos peixes, a contaminacao da agua
pode provocar uma série de alteragdes chamadas de histopatologias. Segundo Machado (1999),
as histopatologias mais encontradas em publicacdes cientificas, pela ordem, sédo: descolamento
do epitélio; necrose; fusdo lamelar; hipertrofia das células epiteliais; hiperplasia ou fusdo das
lamelas por crescimento celular, reduzindo a area de superficie respiratoria; ruptura das células
epiteliais; hipersecrecdo de muco; aneurisma lamelar; congestdo vascular; proliferacéo de células
secretoras de muco e de células de cloreto; infiltracdo de leucécitos no epitélio; e alteracbes
no espaco sanguineo delimitado pelas células pilares. A observacdo dessas alteragfes permite
determinar o grau de toxicidade dos combustiveis fOsseis aos peixes e seu impacto em bioma
saudavel.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de analisar o indice de alteragfes histopatologicas
em branquias de Danio rerio (Cpyrinidae), causado por diferentes niveis de concentracao de
combustiveis fésseis na agua.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ORGANISMO TESTE

De acordo com o Instituto Ambiental do Parana seleciona-se organismo teste por critérios
como, conhecimento da distribuicdo da espécie, biologia, habitos nutricionais e fisiologia, além da
estabilidade genética e uniformidade das populacées (IAP, 1999). O Danio rerio, originario da Asia,
pertence a familia Cyprinidae e atende a esses critérios. Trata-se de peixe de dgua doce, que vive em
cardume em aguas com temperaturas entre 18 e 24 °C e pH de 6,0 a 8,0. O seu baixo custo, facilidade
de obtencdo, manutencéo e reproducdo em condigfes apropriadas em laboratorio fazem com que
o D. rerio seja muito usado e que ja se tenha vasta literatura de sua biologia (CAMPAGNA, 2005).
A espécie é considerada sensivel e recomendada para testes de sensibilidade e ecotoxicidade pela
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Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2004), Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental (CETESB, 1999) e pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA, 1990).

Os peixes, adquiridos em empresa comercial, estavam na fase adulta, apresentando
tamanho médio de 3,14 cm £ 0,51 cm e peso médio de 0,30 + 0,01 g. Os peixes passaram por periodo
de adaptacdo de 1 més em aquérios de 80 litros, com dgua de manutencéo de boa qualidade (obtida
do sistema de tratamento de agua) e temperatura em torno dos 25 °C + 2 °C, sendo alimentados
diariamente com dieta apropriada.

A aclimatacéo inicia-se pela troca paulatina da 4gua de manutencéo pela 4gua de diluicao
(para a manutencéo dos peixes e realizacdo dos ensaios, preparada com sais como nutrientes), de
modo que 0s peixes permanecam somente em agua de diluigdo (100 %) 48 horas antes do inicio
do teste.

A agua de diluicdo apresentou dureza total de 41,0 mg/L em CaCO,; pH entre 7.5 + 0.2;
condutividade em torno de 130 yS/cm e oxigénio dissolvido 5,4 mg/L. Todos esses valores estédo de
acordo com as faixas estipuladas pela norma técnica L5.019 da CETESB (1990). A mortalidade de
peixes antes do teste de toxicidade permitida pela literatura é de até 5 % do lote.

2.2 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA COM ELUATOS DOS COMBUSTIVEIS

O teste de toxicidade aguda consistiu em medir o efeito letal sobre os peixes D. rerio
adultos, expostos pelo periodo de 48 horas a varias concentragfes dos eluatos de gasolina e
diesel. Todos os testes foram realizados com base na norma técnica L 05. 019- | da CETESB
(1990).

Os peixes, aclimatados em temperatura média de 25 °C + 2 °C, foram mantidos em
laboratério sob iluminacdo normal, com foto periodo diario de 12 h claro: 12 h escuro. Retirou-se
a alimentacao dos peixes durante o teste. O experimento foi conduzido em aquarios de 3 L, com
cinco peixes que foram testados em cinco concentracdes nos eluatos de gasolina e diesel (100 %,
50 %, 25 %, 12,5 % e 6,25 % v/v) e ainda seis concentra¢des dos eluatos dos destilados de diesel
e gasolina (65, 70, 75, 80, 85 e 97% v/v). As mesmas séries também foram usadas para testes com
bicombustivel craqueado de soja.

Registrou-se 0 numero de organismos mortos de hora em hora, durante o periodo
de 8 h e em seguida durante os periodos de 12 h, 24 h e 48 h. Conforme o0s organismos
morriam eram removidos e acondicionados em recipiente contendo formol a 10 %. Os valores
da concentracéo letal 50 % (CL,) e seus limites de confianca de 95 % foram determinados
usando-se 0 programa estatistico Trimmed Spearman-Karber (TSK), Versdao 1.5 (JIN et al.,
1999).

Em todos os experimentos foram monitoradas as variaveis pH, condutividade, temperatura,
oxigénio dissolvido e dureza da agua no inicio do teste, 24 h e 48 h apés iniciado o ensaio (ABNT,
2003).

2.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA DAS BRANQUIAS

Os animais permaneceram acondicionados em recipiente contendo formol a 10 % até o
final dos testes. Apés os testes, 0s animais foram submetidos ao processo de dissecacdo, no qual
foram extraidos os arcos branquiais e fixados em formalina tamponada. As pecas extraidas foram
submetidas a uma bateria sequencial de alcool para desidratagéo, e diafanisadas em solucéo de
50 % xilol e &lcool. Os arcos branquiais foram emblocados com parafina e cortados em micrétomo,
sendo os cortes fixados em laminas, e corados com Hematoxilina e Eosina. Apés serem coradas, as
laminas foram montadas e observadas ao microscépio optico (LABIOCEL, 2002).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambos os testes foi possivel observar alteragdes diversas, como necrose, hiperplasia
e aneurisma nas células do epitélio, ocorrendo em alguns casos alteracdes mais severas em
concentrac6es menores. Thophon et al. (2003) assinalaram a presenca de edema acompanhado
pelo destacamento do epitélio lamelar como sendo o primeiro sinal de patologia em peixes. O
espessamento do epitélio filamentar e lamelar foi observado em peixes expostos a diferentes
poluentes (ARELLANO et al., 2000). O aumento do epitélio pode ser devido a proliferagdo de células
de cloro e de células indiferenciadas (DANG et al., 1999). A exposicdo de organismos a baixas
concentracdes de determinado produto por longo periodo de tempo pode resultar no mesmo efeito
da exposicéo a altas concentracdes por curto periodo de tempo (FERREIRA, 2003). Isso geralmente
ocorre porque em concentracdes mais elevadas os peixes apresentam morte precoce, ndo havendo
tempo de reacéo defensiva do organismo. Em animais expostos a altas concentracdes € comum
se observar a presenca de necroses e a ruptura do epitélio branquial. Tais lesfes refletem o efeito
direto dos poluentes (TEMMINK et al., 1983), o que geralmente ocorre em condi¢cbes de maior
toxicidade (ABEL, 1976).

Algumas histopatologias estdo relacionadas ao mecanismo de defesa da branquia como,
hipersecrecao de muco, hipertrofia de células e infiltracdo leucocitaria, mas esse processo em grande
intensidade prejudica o animal causando asfixia e perda das fungdes branquiais. A proliferacao
do epitélio filamentar e a fusdo de lamelas séo alteracdes histologicas que também funcionam
como mecanismos de defesa, porque diminuem a area de superficie vulneravel da branquia e/ou
aumentam a barreira de difusdo ao poluente (KARLSSON-NORRGREN et al., 1985; ERKMEN e
KOLANKAYA, 2000). Essas respostas dificultam o acesso do poluente ao sangue, mas prejudicam
a realizacéo de trocas gasosas (McDONALD e WOOD, 1993).

As toxinas podem penetrar nas branquias e competir com os sais absorvidos para o controle
de osmorregulacao, obstruindo as vias de acesso da célula e evitando tanto as trocas gasosas como
a osmorregulacao. Substancias como metais pesados e acidos graxos podem atravessar o epitélio
respiratério, chegar diretamente a corrente sanguinea e afetar o figado.

Os animais que nao foram expostos aos combustiveis apresentaram branquias saudaveis
sem nenhuma alteracéo histolégica, ou até mesmo morfofisiolégica dos arcos branquiais como pode
ser observado na Figura 1.

FIGURA 1- FOTOMICROGRAFIA DA BRANQUIA DE D. rerio
SEM EXPOSIGAO A COMBUSTIVEIS FOSSEIS

a) Corado em hematoxilina-eosina (HE) aumento de 400 X. b) Corado em HE aumento de 1000 X.
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Os animais expostos a gasolina pura (concentracdo 100 %) apresentaram as seguintes
alteracdes: hipertrofia das células de muco (HM) e de cloreto (HC) e necrose do epitélio respiratdrio
(N) (Figura 2a). Os animais expostos a gasolina comum 100 % (Figura 2b) apresentaram necrose
do epitélio respiratorio (N) e hipertrofia das células de cloreto (HC) e de muco (HN).

Nos animais expostos a gasolina comum (concentracdo intermediaria 80 %) (Figura 2c)
verificou-se severa degradacgéo do tecido com as seguintes histopatologias: hipersecre¢éo de muco
(HM), e total descolamento do epitélio respiratério (N).

FIGURA 2 - FOTOMICROGRAFIA DA BRANQUIA DE D. rerio
EXPOSTOS A GASOLINA

Nota: a) Animais expostos a concentragdo 100 % de gasolina pura = hipertrofia das células de muco (HM), hipertrofia das
células de cloreto (HC) e necrose das células do epitélio respiratério (N). b) Animais expostos a concentragdo 100 % de
gasolina comum = necrose do epitélio respiratério (N), hipertrofia das células de cloreto (HC) e hipertrofia das células de
muco (HM). c) Animais expostos a concentragdo de 80 % gasolina comum (concentragdo intermediaria) = hipersecrecéo de
muco (SM) e total descolamento do epitélio respiratério seguido por necrose (N).
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Os peixes que foram expostos ao Oleo diesel na concentracdo de 100 % (Figura 3a)
apresentaram leve descolamento do epitélio respiratorio (D) e aneurisma (AN) consequente do
rompimento de seio venoso. Nos testes com as concentracdes intermediarias (80 %), os resultados
foram extremamente diferentes dos observados anteriormente, verificando-se necrose das células
do epitélio respiratério (N) e total descolamento do epitélio respiratério, além de lesées nas células

o '.-_a.: ‘3
- h-f..l_ 'qu
FIGURA 3 - FOTOMICROGRAFIA DA BRANQUIA DE D. rerio
EXPOSTO A OLEO DIESEL

4 CONCLUSAO

Conclui-se que os combustiveis fésseis apresentaram alto nivel de toxicidade aos peixes
devido a sua composi¢do quimica. Os diferentes niveis de concentracdo resultaram em danos
variados e niveis mais elevados podem levar a morte do animal durante curto periodo de exposicao.
A exposicdo aos combustiveis fésseis causa uma série de alteracdes histolégicas, sendo as mais
graves observadas em animais com maior tempo de exposi¢ao.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE GILLS OF Danio rerio EXPOSED TO DIFFERENT
CONCENTRATIONS OF GASOLINE AND DIESEL

The presented work aimed to study the effect of fossil fuels in the gills of Danio rerio (Cyprinidae) fish. The animals
were exposed to different gasoline concentrations and diesel oil (from 6.25 % to 100 %) on ecotoxicological
tests. The results demonstrated that the fuels in its common or pure composition are lethal, and in some cases
cause severe injuries such as necrosis, hypertrophy of the cells, aneurisms and edemas, causing the death of
these animals.

KEY-WORDS: HISTOPATHOLOGY; GILL; ECOTOXICOLOGY; Danio rerio.
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