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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto causado pela contaminacéo
ambiental do 6leo diesel em aspectos comportamentais de peixes, além de efeitos tdxicos
letais, utilizando como organismo teste o peixe teledsteo Poecilia vivipara. Para tal, foi
utilizado 6leo diesel S-50 , tendo os experimentos sido conduzidos com o6leo diesel bruto e
com a sua fracdo soltvel em agua (FSD). Os peixes foram expostos as concentragdes de 2,5, 5
e 10% do diesel e da FSD, em aquérios de vidro com aeracdo e temperatura ambiente por 96h.
Foram utilizados 10 animais por aquério, numa densidade correspondente ao volume de 1g/L,
em triplicata para todos os tratamentos e controle. O experimento foi conduzido em sistema
semi-estatico, com renovacao diaria de 20% do conteddo de adgua. A cada troca de agua, a
FSD foi renovada, porém o diesel, que forma uma camada na interface ar/dgua, ndo foi
renovado. Durante o periodo experimental, 0os animais ndo receberam alimentacdo e 0s
aquarios foram cobertos com folha de papel filme. As alteracbes comportamentais foram
monitoradas nos periodos de 2, 24, 48, 72 e 96 h de exposicdo, sendo que cada unidade
experimental (aquario) foi observada por um periodo total de 10 minutos para analise dos
padrdes comportamentais de cada organismo, com a quantificacdo dos animais que
apresentavam cada alteracdo comportamental. Os resultados obtidos demonstraram que tanto
0 Oleo diesel quanto a FSD induziram mudancas comportamentais e mortalidade. Com
relacdo ao Oleo diesel, foi observada uma mortalidade de 100% ap6s 72 horas nas
concentracdes de 5 e 10%. Na maior concentracdo da FSD, a mortalidade chegou a 50% ap6s
96 h de exposicdo. Nesse estudo, as principais alteraces foram relacionadas a movimentacao
(irritabilidade, hipoatividade e letargia), aos disturbios respiratorios (hipéxia e natacdo na

superficie do aquério) e natatorios.

Palavras-chave: Poecilia vivipara; oleo diesel; comportamento.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the impact of environmental pollution of diesel on behavioral
aspects, as well as lethal toxic effects of fish, using the teleost fish Poecilia vivipara as test
organism. For this, we used the diesel oil S-50, and the experiments were conducted with raw
diesel oil and its water soluble fraction (FSD). Fish were exposed to concentrations of 2.5, 5
and 10% of diesel and FSD in glass aquariums with aeration and room temperature for 96
hours. Ten animals were used per tank in a volume corresponding to a density of 1g / L in
triplicate for all treatments and control. The experiment was conducted in a semi-static
system, with daily renewal of 20% of water content. ach water exchange, the FSD was
renewed, but the diesel fuel, which forms a layer at the air / water interface, was not renewed.
During the experimental period, the animals did not receive food and the aquariums were
covered with a film sheet of paper. The behavioral changes were monitored for the periods of
2, 24, 48, 72 and 96 h exposure, and each experimental unit (tank) was observed for a total
period of 10 minutes to analyze the behavioral patterns of each organism, quantifying the
animals thar showed each behavioral change. The results showed that both diesel oil as FSD
induced behavioral changes and mortality. With regard to diesel oil, 100% mortality was
observed after 72 hours at concentrations of 5 and 10%. At the highest concentration of FSD,
mortality reached 50% after 96 h exposure. In this study, the main changes were related to the
movement (irritability, lethargy and underactivity), respiratory (hypoxia and erratic

swimming near the aquarium surface) and natatory disorders.

Keywords: Poecilia vivipara; diesel oil; behavior.
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1. INTRODUCAO

Poluentes ambientais sdo definidos como compostos quimicos de origem sintética ou
natural, liberados no ambiente através de atividades antrdpicas, causando efeitos indesejaveis
aos seres humanos podendo, ainda, comprometer a biota, tornando inviavel a utilizacdo dos
recursos naturais para fins comerciais, industriais e recreativos (HUTZINGER E VERKAMP,
1981; BRASIL, 1981). Na maioria das vezes, o efeito indesejavel é um efeito toxico, isto &,
um efeito prejudicial a vida (DIAS, 2000).

O petréleo e seus produtos refinados constituem um desses poluentes quimicos
encontrados em todo o planeta (ALBERS, 2002), podendo a intensa movimentacdo de 6leo
cru e derivados ocasionalmente causar a poluigéo, tanto de solos quanto de cursos ou corpos
de &gua. Por exemplo, 40 milhdes de litros de 6leo e derivados, aproximadamente, foram,
acidentalmente, lancados no meio ambiente entre 1975 e 2004, impactando solos, rios,
manguezais e praias, no Brasil (BAPTISTA, 2007).

Estima-se que a principal fonte de contaminacdo por petroleo e seus derivados seja
causada por pequenos e continuos vazamentos de combustiveis em postos de distribuicao,
devido ao envelhecimento dos tanques de combustiveis. Ainda, a descarga de residuos
industriais e domésticos também se caracteriza como importante foco de contaminagédo
cronica de rios e outros ecossistemas aquaticos (PACHECO E SANTOS, 2001,
GUADALUPE MENICONI et al.(2002) ; TIBURTIUS et al.(2005).

Por ndo comporem o sistema biologico de um organismo, as substancias toxicas sao
também denominadas xenobioticos. Os xenobioticos estdo em constante aumento no
ambiente, tanto em sua quantidade, quanto em sua variedade, o que reduz a qualidade
ambiental, comprometendo a salde dos seres vivos que habitam nesses ecossistemas (ARIAS et
al. (2007); LIVINGSTONE, 1993; WALKER et al.(1996). Nos diferentes tipos de
xenobioticos, os derivados de petréleo sdo alguns dos mais relevantes para a ecotoxicologia
aquéatica (PACHECO E SANTOS, 2001a) e tém causado bastante preocupacdo, tanto pela
freqiiéncia dos eventos de contaminagdo, como pelo elevado potencial poluidor de seus
compostos.

Hidrocarbonetos de petrdleo, principalmente os policiclicos aromaticos (HPAS) e os
monoaromaticos (BTEX) séo conhecidos por induzir diversos tipos de alteragdo em peixes, 0

que justifica a preocupacdo global com a contaminagdo provocada por derrames de petréleo
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gue, em sua maioria, sao causados pelo transporte maritimo de produtos HAMOUTENE et al.
(2002).

Na avaliacdo da qualidade da agua, por meio de andlises bioldgicas, sdo empregados
métodos fisioldgicos, que constituem na exposi¢do dos organismos a uma amostra de agua ou
sedimento, avaliando se a intensidade do efeito produzido na sobrevivéncia, crescimento e
reproducdo dos organismos, ou métodos ecoldgicos, que partem do levantamento das
comunidades presentes no corpo de agua, cuja composicdo permite inferir condicdes
ambientais prevalecentes (ROBERTO; ABREU, 1991).

Varios organismos podem ser utilizados como detectores de disturbio ambiental, os
quais sdo denominados bioindicadores e, Segundo JOHNSON et al. (1993), um bioindicador
"ideal" deve possuir as seguintes caracteristicas: ser taxonomicamente bem definido e
facilmente reconhecivel por ndo-especialistas, apresentar distribuicdo geografica ampla, ser
abundante ou de facil coleta, ter baixa variabilidade genética e ecoldgica, preferencialmente
possuir tamanho grande, apresentar baixa mobilidade e longo ciclo de vida, dispor de
caracteristicas ecoldgicas bem conhecidas, e ter possibilidade de uso em estudos em
laboratorio. Os monitoramentos realizados com bioindicadores em bacias hidrogréaficas
apontam alteracdes das condicfes limnoldgicas, que as vezes ndo sdo detectadas apenas pelos
parametros fisicos e quimicos da agua (JUNQUEIRA et al (2000). A interacdo entre 0s
métodos de biomonitoramento e as variaveis abioticas do sistema proporciona um diagndstico
mais preciso sobre a qualidade ambiental do sistema, sendo essas informacdes convergentes e
complementares (BRIGANTE et al. (2003).

Os peixes sdo excelentes indicadores ambientais, a ictiofauna vém sendo muito
utilizada na avaliacdo da qualidade ecoldgica de habitats aquaticos, pois sdo relativamente
faceis de amostrar, devido a sua conspicuidade nestes ambientes. As informacdes disponiveis
sobre peixes como indicadores de poluicdo (presenca ou auséncia, tolerancia aos fatores
quimicos e fisicos) servem, portanto, como uma ferramenta suplementar para uma rapida
avaliagdo das condicBes de qualidade da agua em adicdo as analises quimicas e fisicas
(MYSLINSKI & GINSBURG, 1977). Em areas poluidas, 0s peixes encontram-se submetidos
ao estresse quimico que pode ocasionar alteragdes em Orgdos-alvos, afetando diferentes
sistemas organicos, dentre eles o sistema imunologico (BETOULLE, 1998). Desta forma,
estes organismos podem trazer informag0es importantes para retratar de um modo eficiente a
salde do meio ambiente em que estdo vivendo (SCOTT E SLOMAN, 2004).
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Diante deste contexto, & importante se obter um maior nimero de dados técnicos, para
que se possa entender a dindmica do processo de contaminacdo e de se promover a
recuperacdo da area contaminada. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a mortalidade e
respostas comportamentais do peixe Poecilia vivipara relacionadas a toxicidade durante sua
exposicao aguda ao 6leo diesel bruto e de sua fracdo soltvel em agua (FDS).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Petroleo

O petroleo tem se tornado um dos principais contaminantes de Vvarios ecossistemas,
especialmente do ambiente aquéatico, onde cerca de 3,2 milhdes de toneladas contaminam o
ambiente marinho todos os anos (PEDROZO et al, (2002). Segundo NEFF (1978), 75% dos
constituintes do petroleo sdo hidrocarbonetos de cadeias longas e curtas, sendo que os de
cadeias curtas, sendo que os de cadeia curta apresenta maior volatilidade, porem maior
potencial toxico aos organismos. J& os hidrocarbonetos de cadeia longa sdo menos sollveis e
persistentes no ambiente aquatico sendo considerados menos toxicos aos peixes (NEFF, 1979;
FREEDMAN, 1989).

Atividades petroquimicas como o processo e refino na producdo de petroleo, assim
como, acidentes que envolvem o derramamento direto de seus produtos e derivados em
corpos receptores, como lagos, rios e oceanos, também elevam consideravelmente os niveis
ambientais de HPAs (PAGE et al. 1999, YUNKER et al. 2002, SISINNO et al. 2003).

Quando o petr6leo ou um subproduto, como o 6leo diesel, entra em contato com a
agua, ocorre a solubilizacdo de compostos polares e de baixo peso molecular, a evaporacdo
dos componentes volateis presentes na superficie da agua ao mesmo tempo em que o 6leo
derramado se emulsifica na agua e solubiliza parte do éleo derramado, formando a fracdo do
petréleo soltvel em agua ou a mesma fragdo soltvel de um derivado (NEFF, 1985).

Segundo BRAUNER et al. (1999), os hidrocarbonetos de cadeias curtas sdo volateis,
permanecendo menos tempo nos ambientes aquéaticos, no entanto sdo muitos mais toxicos. No
entanto, apesar da quantidade do Oleo dissolvido na agua ser pequena, essa fracdo
hidrossollvel que causa os impactos mais imediatos aos organismos aquaticos, sendo assim
considerado um importante determinante de toxicidade do petroleo e seus derivados em
acidentes ambientais (SAEED; MUTAIRI, 1999).

Esse impacto causa reducdo no crescimento de peixes (VIGNIER et al., 1992) efeitos

imunotoxicos (FOSSI et al. (1997) e, além disso, pode provocar distdrbios na habilidade
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respiratoria, alteracbes hematologicas e prejuizos ao sistema imunoldgico (COHEN et al.
(2001); COHEN et al. (2005); GAGNON e HOLDWAY, 1999), além de lesdes
histopatoldgicas nos sistemas respiratério, digestério e excretor (SIMONATO;
GUEDES;MARTINEZ, 2008).

2.2 O 6leo diesel

Dentre os derivados do petrdleo, o 6leo diesel merece destaque em termos de risco
ambiental por ser continuamente langado nos ambientes costeiros, em funcdo de seu uso como
combustivel de embarcacgdes, veiculos rodoviarios e maquinas em geral (KENNISH, 1992).
No Brasil, o 6leo diesel € o derivado propulsor do refino e corresponde a 34% do volume do
barril de petréleo. Na maioria dos outros paises do mundo, esta demanda situa-se entre 15 e
25% do volume do barril de petréleo (PORTAL BR, 2005).

De acordo com NEFF (2002), o oleo diesel, também chamado de éleo n° 2, é
considerado um Oleo de densidade média, composto basicamente por hidrocarbonetos
alifaticos (HAs), principalmente parafinas, além de apresentar uma pequena porcentagem de
hidrocarbonetos aromaticos. Dentre os aromaticos, 0os monociclicos, que apresentam apenas
um anel benzeno, sdo os mais abundantes, seguidos pelos policiclicos (HPAS), principalmente
0s compostos por 2 a 4 anéis (WANG et al. (2003); NEFF; STOUT; GUNSTER, 2005).

No 6leo diesel o naftaleno é o mais frequente encontrados dentre os HPAS
(VANZELLA; MARTINEZ; COLUS, 2007).

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) sdo considerados poluentes
organicos prioritarios em estudos ambientais, alguns desses contaminantes estdo relacionados
com acdes mutagénicas e tumorais em sistemas biolégicos (WHO, 1983). Os HPAs de baixo
peso molecular apresentam toxicidade aguda significativa para os organismos aquaticos,
enquanto os de alto peso molecular podem ser carcinogénicos e estdo amplamente
distribuidos no meio ambiente (NEWMAN & UNGER, 2003).

Os hidrocarbonetos do oOleo diesel s@o basicamente parafinicos, olefinicos e
aromaticos. Substéncias contendo enxofre, nitrogénio, metais e oxigénio também estdo

presentes, porém em menor quantidade (REFAP, 2004).

2.3 Contaminacéo e comportamento do diesel em ambientes aquéticos

A industria petrolifera é de fundamental importancia na economia mundial, pois esse

recurso pode ser utilizado como fonte de energia ou fonte de matéria-prima para outros tipos
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de industria. Apesar de sua importancia econémica, a atividade da industria petrolifera pode
gerar impactos ambientais seja por derramamentos acidentais de petroleo ou por descargas
cronicas de combustiveis utilizados nas cidades (FILHO, 2006).

Acidentes ambientais, como derrames de petrdleo e seus derivados, constituem a
principal fonte de contaminagdo aguda e estdo relacionados a danos na biota e nos
ecossistemas como um todo (KENNISH, 1992). No Brasil, destacam-se: o derrame de 1,3
milhdo de litros de 6leo na Baia da Guanabara, RJ, em janeiro de 2000; o vazamento de 4
milhdes de litros de 6leo nos rios Barigii e Iguagu, PR em julho do mesmo ano; e em
novembro de 2004, o vazamento de mais de 6 milhdes de litros de diferentes tipos de 6leo em
Paranagud (PR). Em todos estes eventos foram observados impactos em diversos
ecossistemas (MENICOM et al. (2002); FILHO, 2006).

De acordo com FILHO (2006), a contaminagdo cronica provocada pelo consumo de
petroleo e seus derivados, sejam por carros, barcos ou navios, provocam lixiviacdo de solo em
areas urbanas, e uma grande parcela de petroleo que € introduzida no mar advém de

vazamentos em postos de combustivel.

2.4 Ecotoxicologia

ZAGATTO, 2006 define a ecotoxicologia como ciéncia multidisciplinar que estuda os
efeitos deletérios ndo intencionais das mais diversas substancias quimicas, tentando
caracterizar a toxicidade encontrada nos organismos e ecossistemas. RAMADE (1977)
publicou o primeiro livro de ecotoxicologia, definindo-a como a ciéncia que tem por objetivo
estudar as modalidades de contaminagdo do ambiente pelos poluentes naturais ou sintéticos,
produzidos por atividades humanas, seus mecanismos de acao e seus efeitos sobre 0s seres vivos
que habitam a biosfera. Que através da integracdo da ecologia com a toxicologia, procura-se
compreender 0s mecanismos de acdo toxica de compostos quimicos em conjunto com
avaliacOes de impacto ambiental (RODRIGUES et al. (2003).

A legislacdo brasileira (Resolucdo n. 357, CONAMA, 2005) prevé a aplicacdo de
ensaios ecotoxicoldgicos, toxicoldgicos, ou outros métodos cientificamente reconhecidos,
para estudo de substancias ou contaminantes ainda ndo listados na resolugdo, que possam
causar danos aos seres vivos. As substancias toxicas podem trazer muitos riscos ao ambiente
aquatico, visto que uma vez presentes em grandes quantidades no organismo podem causar
efeitos prejudiciais bastante visiveis (RAND; PETROCELLI, 1985; RAND et al., 1995).

Enquanto os organismos que se expdem a baixas concentragdes de determinados poluentes
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durante longos periodos de tempo (STEPHAN e MOUNT, 1973), ocasionando efeitos cronicos a
niveis subletais e, até mesmo, letais ao longo do tempo.

Com o objetivo de aumentar o conhecimento dos efeitos dos agentes quimicos na biota
aquatica, tém sido utilizados testes de toxidade que detectam a capacidade de um agente
toxico ou uma mistura em produzir efeitos deletérios nos organismos vivos, permitindo saber
em que medida as substancias sdo nocivas, como e onde se manifestam os efeitos
((MARTINEZ; COLUS, 2002 ; MAGALHAES e FILHO, 2008) Com 0 objetivo de aumentar o
conhecimento dos efeitos dos agentes quimicos na biota aquatica, tém sido utilizados, nas
Gltimas décadas, testes de toxicidade com organismos dulcicolas, estuarinos e marinhos, em
condices laboratoriais e de campo

Para se avaliar os efeitos toxicos sobre espécies vivas utilizam-se bioensaios. Os
bioensaios mais importantes aplicados mundialmente na atualidade foram normatizados
internacionalmente pela International Standardization Organisation (ISO) ou estdo em
processo de normatizagdo. Isso assegura a aplicacdo unitaria dos métodos-teste em escala
mundial e, consequentemente, resultados comparaveis (OSHA, 2005).

Segundo HEATH (1995), os estudos toxicologicos dos compostos quimicos iniciam-
se com testes de avaliagdo da toxicidade aguda da qual se determina a concentragdo do agente
toxico que causa 50% de mortalidade (CLso) a espécie teste (RAND e PETROCELLI, 1985). A
exposicdo a um agente toxico pode ser aguda, quando a concentracdo letal do agente tdxico é
liberada em um Unico evento e rapidamente absorvida, ou crénica, quando o agente toxico é
liberado em eventos periodicamente repetidos, em concentracfes subletais, durante um longo
periodo de tempo (SCHVARTSMAN, 1991).

A determinacdo da letalidade é importante para estimar a concentracdo e 0 risco
potencial que uma substancia quimica tem de causar a morte em uma determinada espécie,
bem como a sensibilidade da espécie em estudo (HEATH, 1995).

Ensaios de toxicidade sdo métodos utilizados na deteccdo e avaliagdo da capacidade
inerente de um agente em produzir efeitos deletérios nos organismos vivos. Consistem na
exposicdo de organismos padronizados a diferentes concentracdes de substancias quimicas,
presentes nos efluentes ou &gua, por um determinado periodo de tempo RODRIGUES et al.
(2003).

Os testes de toxicidade ndo permitem obter uma resposta absoluta sobre o risco que

uma substancia apresenta para populacdes especificas, uma vez que é muito dificil extrapolar
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os resultados de toxicidade obtidos para os organismos-teste em laboratério para outras
espécies (RIBO, 1997).

A utilizacdo de ensaios de carater ecotoxicoldgico, que venham a dar informacoes
quanto ao efeito toxico causado em ecossistemas por substancias quimicas nele presentes,
torna-se a cada dia mais importante nas avaliagdes de impacto ambiental. Os testes de
toxicidade aquatica sdo bastante utilizados porque 0s ecossistemas aquaticos constituem os
principais receptores de contaminantes, sejam eles lancados diretamente nos corpos d’agua
por meio das descargas de efluentes, emitidos no ar ou depositados nos solos COSTA et al.
(2008)

Segundo MARCUCELLA & ABRAMSON (1978) define-se como ‘“toxicologia
comportamental” as mudangas do comportamento de um organismo, induzidas pelo estresse,
que excedem o limite normal de variabilidade.

Para LITTLE E FINGER (1990) o comportamento pode ser usado como um indicador
de toxicidade valido e consistente, podendo ser facilmente incorporado em protocolos para
avaliar a sensibilidade dos testes de toxicidade padrdo. Testes que medem os efeitos agudos,
tais como mortalidade e imobilidade dos peixes, quando em contato com substancias
quimicas em exposi¢des, podem identificar o processo de poluicdo e servem para entender a
dindmica de um ecossistema aquatico como um todo (SAAR, 2007). WINKALER et al.
(2001) afirmam que os efeitos dos contaminantes nos peixes podem se manifestar em varios
niveis de organizacdo bioldgica, incluindo disfunces fisiologicas, alteragBes estruturais em
6rgdos e tecidos e modificacdes comportamentais que levam ao prejuizo do crescimento e da
reproducao.

A aquisicdo de dados em ensaios ecotoxicoldgicos, pela avaliacdo de biomarcadores e
bioindicadores, gera uma base de dados para o conhecimento dos diferentes mecanismos de
efeito de contaminantes quimicos nos organismos. O maior desafio para a ecotoxicologia € a
utilizacdo das informacGes adquiridas para avaliacdo de risco ambiental, visando auxiliar nas
tomadas de decisdo pelos 6rgdos governamentais, de modo a proporcionar a protecdo das

populacdes das espécies que se quer preservar e impedir que elas diminuam ou desaparecam.
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2.5 O uso de peixes como organismos-teste

Os peixes sdo usados como excelentes modelos para quantificagdo de biomarcadores e
bioindicadores em estudos ecotoxicoldgicos, por acumularem em seu organismo fracdes
disponiveis de contaminantes organicos presentes nos ecossistemas aquaticos (ERICKSON et
al. 2008). A experimentacdo animal nos testes ecotoxicolégicos € realizada com
hidrocarbonetos WOODWARD et al. (1987), herbicidas (SARIKAYA E MEHMET, 2003) ,
detergentes BARBIERI et al. (1998, 2000) e com metais pesados DRUMMOND, et al.
(1973). Ja alteracdo no comportamento de natacdo em peixes expostos ao diuron foi
observada por SAGLIO E TRIJASSE (1998) e foram feitos estudos com herbicida atrazine
sobre o peso de alevinos de tilapia (Oreochromis niloticus), BOTELHO et al. (2009).

Testes de toxicidade que utilizam peixes nativos através da avaliagdo de diferentes
estratégias comportamentais, e da exposi¢do a concentracOes letais e subletais de compostos
quimicos, geram respostas de efeito que podem auxiliar na tomada de decisdes para
avaliacGes de risco ambiental BRITO et al. (2012). Estes testes aplicados em laboratorio
apresentam a grande vantagem da exibicdo de um realismo que € incorporado nas alteracdes
das atividades bioldgicas, em exposicBGes a concentracdes referentes aquelas que apresentam
uma resposta letal, presente nos cenarios de uma possivel exposicdo em campo (RAND,
2008).

2.6 Poecilia vivipara

Poecilia vivipara Bloch e Schneider, 1801 (Figura 1) pertencem a familia Poeciliidae
e ordem Cyprinodontiformes, conhecidos popularmente como guarus ou barrigudinhos. Estdo
presentes nos mais diversos habitats, desde ambientes com salinidade 0 até 32, se mostrando
bem adaptado, também apresentando uma tolerancia a variaces termais AMARAL et al.
(2001). Os guarus séo considerados onivoros e apresentam uma tendéncia a ingestéo de larvas
de insetos, alimentando-se principalmente de invertebrados aquaticos, detritos, algas e plantas
(NASCIMENTO; GURGEL, 2000). Dessa maneira, 0s barrigudinhos sdo resistentes as
condi¢bes adversas do ambiente aquatico e considerados bons modelos bioldgicos para
estudos de toxicidade SABOIA-MORAES et al. (1996).
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Figura 1 — Poecilia vivipara

Os poecilideos apresentam uma variedade de adaptacdes reprodutivas e se reproduzem
ao longo de todo o ano (MENDONCA; ANDREATA, 2001). Poecilia vivipara apresenta
dimorfismo sexual, sendo as fémeas maiores que 0s machos, 0s quais atingem em média até
6,0 cm de comprimento total, e a fémea, 8,0 cm (NOMURA, 1984). Apesar da aparéncia
fragil, sdo muito resistentes, suportando baixo teor de oxigénio para o seu metabolismo
respiratorio (SNELSON, 1989). Muitas espécies dessa familia vém sendo comumente
encontradas tanto em regiGes limpas quanto em cdrregos contendo residuos de esgotos
domésticos e pluviais, pois sdo resistentes a contaminagio organica. ARAUJO et al. (2009).

A espécie Poecilia vivipara foi utilizada em experimentos que visavam avaliar o
efeito, do cadmio e a tolerancia térmica (AMARAL; BONECKER; ORTIZ, 2001) e foi
sugerida para teste de toxidade que avaliaram sua sensibilidade ao dicromato de potassio e
duodecilsulfato de sédio. Também se estudou os efeitos do fluoreto de sodio no epitélio da
branquia da Poecilia vivipara (BRESEGHELO, 2004), enquanto MATTOS et al. (2010)
utilizaram o guaru para verificar a expressdo génica do peixe exposto ao 6leo diesel, como
também foi analisado os efeitos toxicos do herbicida Roundup HARAYASHIKI et al. (2013)

Diante do que foi exposto, Poecilia. vivipara é um bom candidato a peixe-modelo para
estudos ecotoxicologicos no Brasil, podendo ser utilizado em estudos que visem a

determinacéo dos efeitos da toxidade do dleo diesel e da sua FSD.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtenc¢édo e manutengao dos animais

Os exemplares de Poecilia vivipara foram coletados de maneira aleatéria com pucad na
Estagdo de Piscicultura Continental Johei Koike da UFRPE (Figura 2), onde foram
identificados, e transportados ao Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento Animal
(LECA), do Departamento de Fisiologia e Morfologia Animal. Neste laboratorio, 0s animais
foram mantidos em aquéario com agua declorada e aclimatados por 7 dias a 27 + 1°C, com
aeracdo constante e submetidos a um fotoperiodo de 12:12 horas. Durante este periodo, 0s
peixes receberam racdo peletizada para peixes, duas vezes ao dia, e 50% da dgua dos aquarios

foi renovada diariamente.

Figura 2 Coleta de Poecilia vivipara

3.2 Obtencao do oleo diesel e da FSD

O Oleo diesel utilizado nos experimentos foi adquirido diretamente em um posto de
combustivel na cidade de Recife-PE. O oleo diesel comercializado ¢ o S-50, que possui
0,005% de enxofre e contém 5% de biodiesel em sua composi¢do (PETROBRAS, 2010).

Os experimentos foram conduzidos utilizando o 6leo diesel (6leo bruto) e a fracdo soltvel em
agua do oleo diesel (FSD). Nos tratamentos com o Oleo diesel, este foi adicionado nos
aquarios sem nenhuma manipulacéo prévia. O preparo da FSD foi realizado de acordo com a
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metodologia descrita por Anderson et al. (1974), com algumas modificac¢Ges, tendo uma parte
de oleo sido cuidadosamente adicionada a quatro partes de agua (1:4) e as duas substancias
foram agitadas vagarosamente, com auxilio de agitador magnético, observando-se a formacao
de um vortex com cerca de 1/3 da altura do recipiente. (Figura 3). Apds 23 horas, a solucéo
foi mantida sem agitacdo por aproximadamente uma hora. Depois de uma hora de repouso, 0
conteudo foi transferido para um baldo volumétrico e a FSD retirada por gravidade.
Imediatamente apds a separacdo, a FSD obtida foi diluida em diferentes concentragdes,
utilizando &gua para alcancar concentracdes pré-estabelecidos de 2,5; 5,0 e 10% para os testes
de toxicidade.

Figura 3. Preparacéo fracdo soltvel do diesel
=

3.3 Exposicéao aguda ao 0leo diesel e a FSD

O experimento foi conduzido de acordo com a metodologia de determinacdo de
concentracgdo letal (CL50) (EPA, 2002), com algumas modificacdes.

Antes do inicio do experimento, os animais foram aclimatados as condicOes
experimentais por 48 horas e ndo foram alimentados, tendo ao final desse periodo, as
aliquotas do 6leo diesel e da FSD sido adicionadas ao sistema.

O experimento foi realizado durante 96 h. Os peixes foram expostos as concentracoes
de 2,5, 5 e 10% do diesel e da FSD, em aquarios de vidro com aeracdo e temperatura
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ambiente (Figura 4). Foram utilizados 10 animais por aquario, numa densidade
correspondente a um volume de 1g/L, em triplicata para todos os tratamentos, e controle,
totalizando 24 aquarios. O experimento foi conduzido em sistema semi-estatico, com
renovacao diaria de 20% do conteudo de agua. A cada troca de &gua, a FSD foi renovada,
porém o diesel, que forma uma camada na interface ar/agua, ndo foi renovado. Durante o
periodo experimental de 96 h, os animais ndo receberam alimentacdo e os aquéarios foram

cobertos com folha de papel filme para evitar a volatilizacdo da FSD e do diesel.

Figura 4. Sistema de exposicdo do Diesel

3.4 Sobrevivéncia e alteracGes comportamentais

A sobrevivéncia foi registrada nos tempos de exposicdo de 2, 24, 48, 72 e 96 h e expressa
como percentagem do total de animais da unidade experimental.

As alteracBes comportamentais foram monitoradas nos mesmos periodos de exposi¢do, sendo
que cada unidade experimental (aquario) foi analisada por um periodo total de 10 minutos,
para analise dos padrdes comportamentais de cada organismo, com a quantificacdo do nimero
daqueles que apresentavam cada alteracdo comportamental avaliada.

Nesses periodos, mensurou-se a propor¢do de animais que exibiam cada comportamento, por
meio da razdo do numero de peixes alterados pelo numero total de peixes no aquario
(expresso em porcentagem). A lista de comportamentos observados encontra-se no (Tabela
1), tais comportamentos foram obtidos de PIRES, (2013).
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Tabela 1 Alteracdes comportamentais evidenciadas nos animais expostos ao Diesel e a FSD em
tratamento agudo (96 h). Modificado de PIRES, (2013).

Desordens
comportamentais

Caracteristicas evidentes observadas durante o experimento

1) Irritabilidade

2) Hipoxia

3) Hipoatividade

4) Agressividade

5) Letargia

6) Nado erratico

7) Nado na superficie
do aquario

8) Perda do
mecanismo de fuga

9) Choque contra a
parede do aquério

O peixe se apresenta incomodado pela mudanca do ambiente no qual foi
inserido. Onde apresenta mudanca na sua colorag¢do e natagdo rapida e brusca.

Aumento do nimero de movimentos operculares, e animais nesse estado
tendem a ficar perto da canula de oxigenacéo.

Os animais expostos permanecem apaticos sem se deslocarem na coluna de
agua. Entretanto apresentam poucos movimentos aparentes das nadadeiras
peitorais e caudais

Durante a exposi¢cdo ao agente estressor 0s animais se agrupam. Entretanto o
animal agressivo se isola e quando outros se agrupam ao seu redor, este tende
a morder e perseguir 0s outros animais.

Os animais tornam-se completamente estaticos e exauridos. Ndo se deslocam
na coluna d’agua e ndo apresentam movimentos das nadadeiras. O abdémen
fica em contato com o fundo do aquério, em completa apatia apresentando
exaustao. Esses sO se locomovem guando tocados com o bastdo de vidro.

Momento no qual o peixe possui natacdo desordenada, sem direcdo, perda de
sentido e equilibrio durante o nado.

O peixe em exposi¢do nada ate a superficie e comega a “mastigar” a tensao
superficial, misturando o ar atmosférico a dgua que passa pelas branquias.

O animal perde a resposta de defesa, ndo reconhece a presenga do perigo que
o envolve. “Ao se colocar pinga ou bastdes de vidro limpos na proximidade, o
peixe permanece parado, sem responder a essa situagao”.

Por estar em estado de estresse causado pelo ambiente, ele tenta fugir, e dessa
forma, ele se choca contra a parede do recipiente ou pula fora do aquario.
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3.5 Analises estatisticas

Os dados foram avaliados quanto a diferencas significativas dos pardmetros analisados entre
os diferentes tempos de exposicdo, mediante avaliacdo preliminar de sua normalidade e
homocedasticidade das variancias. Tendo em vista ndo terem sido atendidos os pré-requisitos
de uma andlise paramétrica, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Em caso
de diferenca significativa (p<0,05), foi aplicado o teste a posteriori de Dunnett (Zar 1984),

utilizando o software Statistica 7.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A exposicdo aguda de Poecilia vivipara a FSD e ao diesel induziu mudancas
comportamentais e mortalidade diferenciada, de acordo com a concentracdo e 0 tempo de
exposicdo. Para o FSD (Tabela 2), foi observada uma menor mortalidade (30%) durante a
exposicdo aguda para as concentracfes 2,5 e 5% apds 96 h, tendo atingido 50% na
concentragdo de 10%. Diferenca significativa entre as concentragdes foi observada apenas
apos 96 h para a concentracdo de 10% em relacdo as demais. Ja para diesel, foi observada
uma tendéncia de aumento gradual das taxas de mortalidade dos peixes, culminando com a
mortalidade de 100% dos individuos apds 72 h, nas concentragdes de 5 e 10%, e ap6s 96 h na

concentragéo de 2,5 (Tabela 3).

Tabela 2 Sobrevivéncia de Poecilia vivipara exposta a fracdo soluvel do diesel (FSD). Letras

diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

FDS
Tempo (H) SOBREV. (0) SOBREV. (2,5) SOBREV. (5) SOBREV. (10)
2 100a 100a 100a 100a
24 100a 100a 100a 100a
48 90a 100a 100a 80a
72 90a 90a 80a 70a
96 80a 70a 70a 50b

Tabela 3 Sobrevivéncia de Poecilia vivipara exposta ao diesel. Letras diferentes na mesma linha

indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

DIESEL
Tempo (H) SOBREV. (0) SOBREV. (2,5) SOBREV. (5) SOBREV. (10)
p 100a 100a 100a 100a
24 100a 90a 80a 70a
48 90a 60a 50a 20a
72 90a 10a Oa Oa
96 80a Ob Ob Ob

De acordo com a literatura, a fracdo solivel em agua de um oOleo combustivel

apresenta, em geral, maior toxicidade para peixes em comparacdo ao 6leo bruto (ALBERS,
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2003). VANZELLA et al. (2007), atribuem os danos genéticos observados para P. lineatus,
submetidos a exposicdo aguda a fracdo soltvel do dleo diesel, A mortalidade avaliada por
RODRIGUES et al. (2010), para o peixe peixe-rei Odontesthes argentinensis, apontou maior
toxicidade da FSD, enquanto DAVISON et al. (1992) expuseram exemplares do peixe
antartico Pagothenia borchgrevinki a 100% da FSD e ndo observaram mortalidade alguma ao
final de 72 horas. ja estudos com o peixe dourado Carassius auratus tem mostrado um aumento
das defesas antioxidantes nesses animais apds a exposicao a diferentes concentracdes da FSD.

Porém, neste trabalho, foi observado um efeito diferente durante a exposi¢do, onde a
maior toxidade se deu ao 6leo bruto. Essa maior toxicidade pode estar relacionada a maior
concentracdo de HPAs detectada no 6leo diesel utilizado no teste agudo, especialmente pela
alta concentracdo apresentada por alguns compostos, como o naftaleno, por exemplo (PONT
et al. 2012). Esse HPA apresenta, segundo ANDERSON (1979), maior potencial para a
bioacumulagdo e retencdo no organismo comparado a hidrocarbonetos monoaromaticos.

As principais alteracdes observadas no presente estudo foram aquelas relacionadas a
movimentacdo dos organismos (irritabilidade, hipoatividade e letargia), aos disturbios
respiratérios (hipdxia e natacdo na superficie do aquério) e natatérios. No comportamento
estudado, a perda de fuga, agressividade e nado na superficie ndo foram significativos para
FSD durante as 96 h de exposi¢do. Porém, ocorreu um aumento significativo na hipoatividade
a partir das 48 h e na letargia a partir das 72 h (Tabela 4), quando 0s peixes permaneciam
imdveis, mesmo com a aproximacdo do observador, além de desequilibrio, acompanhado de
nado errético.

Ja para o diesel (Tabela 5), apenas a perda da resposta de fuga ndo foi significativa,
tendo os animais apresentado comportamento de irritabilidade, hipoxia, choque e
forrageamento durante as 72 horas de experimento nas concentracdes da FSD, enquanto 0s
peixes expostos ao diesel apresentaram tais respostas somente nas primeiras horas. Foi
observada uma maior intensidade na hipoatividade e letargia nas primeiras horas para a
exposicdo do diesel.

A exposicdo de peixes aos hidrocarbonetos do petréleo pode gerar interferéncias no
sistema reprodutor e anormalidades durante o desenvolvimento de embrides e larvas de peixes
(KNUTZEN, 1995; MIDDAUGH et al., 1998; CARLS; RICE; HOSE; 1999), alteragdes nas
fungdes cardiacas, respiratérias e comportamentais (WIDDOWS; JOHNSON, 1988), efeitos
imunotoxicos FOSSI et al. (1997), a exposicdo prolongada pode provocar a morte de células

neurais ou mesmo alteracdes na sintese de neurotransmissores, podendo alterar diretamente
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aquelas respostas, tornando o individuo e a popula¢do mais vulneraveis a predacdo (WEIS et
al. ,2000; WEIS et al., 2001).

Tabela 4. Comportamentos observados durante a conducdo do experimento de toxicidade da
fracdo soltvel do diesel (FSD) em relacdo ao tempo para a espécie Poecilia vivipara. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

Tempo (hora)

Comportamento (%) 2 24 48 72 96
Irritabilidade 50a 50a 50a 41,42a Ob
Hipoxia 30a 30a 22,5a 18,11a Oa
Hipoatividade Oa Oab 16,5ab 23,61b 26,78bc
Agressividade Oa Oa Oa Oa Oa
Letargia Oa Oa Oac 5,5ac 15,64bc
Nado erréatico Oa Oac 19,00b 21,00bc 15,63b
Nado superficie Oa Oa Oa Oa Oa
Perda de fuga Oa Oa Oa Oa Oa
Choque 10a 10a 10,5a 13,5a Oa
Forragear 10a 20a 15a 22,17a Oa

Com o aumento no tempo de exposi¢do a FSD e ao diesel para Poecilia vivipara, a
irritabilidade se apresentou nas 96 h para a FSD e ate as 48 h para o Diesel (Figura 5),
justificado pelo aumento na letargia que apresentou um crescimento a partir das 48 h para
FSD e para o diesel (Figura 6). Na hipoatividade, o aumento a partir das 24 h seguido por
uma queda a partir das 48 h para FSD, ja no diesel ndo houve diferenca significante (Figura
7). Houve um aumento no nado erratico a partir das 24h para FSD, ja na exposi¢do ao diesel
ndo houve diferenca significante (Figura 8). Houve um aumento no forrageamento nas
concentracgdes de 2,5 e 5% de FSD e a partir das 72 h houve uma queda. Ja para o Diesel, ndo
houve diferenca significativa (Figura 9). Na hipoxia, houve uma queda a partir das 48 h ja
para a agressividade houve um aumento, porém no diesel tanto para hipoxia quanto para a

agressividade ndo houve diferenca significativa (Figuras 10 e 11).
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Tabela 5. Comportamentos observados durante a condugdo do experimento de toxicidade aguda
(96 horas) do diesel em relacdo ao tempo para a espécie Poecilia vivipara. Letras diferentes na

mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

Tempo (hora)

Comportamento (%) 2 24 48 72 96
Irritabilidade 35a 19,61b Oab Oab Oa
Hipoxia 20a 14,28a Oa Ob Oa
Hipoatividade 15a 35,42a 50a Oa Oa
Agressividade 5a Oa Oa Oa Oa
Letargia Oa 5,55a 18,33a Oa Oa
Nado erréatico 20a 19,44a Oa Oa Oa
Nado superficie 35a 35,42a 55a Oa Oa
Perda de fuga Oa Oa Oa Oa Oa
Choque 10a 14,28 0 0 Oa
Forragear 10a Oa Oa 0 Oa

PIRES (2013) sugeriu que o comportamento de hipoxia € registrado quando ocorre um
alto indice de animais com distarbios de movimentacdo, ou houve alteracdo da comunicacdo
ente as células nervosas e dessas com as fibras musculares; ou diminuicdo da quantidade de
oxigénio disponivel na corrente sanguinea.

A apatia, por sua vez, também pode estar relacionada a diminuicdo de niveis de
oxigénio nos tecidos dos animais. Nesse sentido, é descrito que peixes expostos ao 6leo diesel
e FSD apresentam alteracbes branquiais, tais como, fusdo lamelar e degeneracdo da
musculatura dos arcos branquiais ROCHA et al. (2012).). Infere-se que tal processo acarretaria
a diminuicdo da superficie de contato da agua com as superficies branquiais e reducdo da
funcdo das branquias nas trocas gasosas, levando o animal a aumentar a frequéncia dos
movimentos operculares e a diminuigdo do motilidade. Nesse sentido, as concentragdes de O,
dissolvido no sangue seriam reduzidas, tendo como consequéncia a diminuicdo do

metabolismo cerebral e muscular.
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Figura 5. Comportamento de irritabilidade observado durante a conducdo do experimento de
toxicidade aguda (96 horas) da FSD (acima) e do diesel (abaixo) em relacdo ao tempo para a

espécie Poecilia vivipara.
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Figura 6. Comportamento de letargia observado durante a condugdo do experimento de
toxicidade aguda (96 horas) FSD (acima) e do diesel (abaixo) em relacdo ao tempo para a espécie

Poecilia vivipara.

60
T= LETARGIA (0): KW-H(4;15) = 4; p = 0,4060
50 = LETARGIA (2,5): KW-H(4;15) = 9,2164; p = 0,0559 _
- LETARGIA (5): KW-H(4;15) = 11,8537; p = 0,0185
¥ LETARGIA (10): KW-H(4;15) = 10,9632; p = 0,0270
40 -
£ 30
8
< SEAIRITELLILIEY I q
s
L 20
— R 4
10 F - ,
,'. 7
/
0 Tttt = = ‘
-10
2 24 48 72 96
Tempo de exposi¢éo (%)
120
100 - .
T LETARGIA (0): KW-H(4;15) = 4; p = 0,4060
== LETARGIA (2,5): KW-H(4;11) = 0;p=---
- LETARGIA (5): KW-H(4;10) = 0;p = ---
80 } = LETARGIA (10): KW-H(4;10) = 0;p = --- /
g 60 y
o
2 - T.A
L 40t /
20 o4
e
T J %
- ’,/ff’T\ Ve l
PR RN ’
0t Gt e e "
-20

2 24 48 72 96

Tempo de exposi¢ao (h)



31

Figura 7. Comportamento de hipoatividade observado durante a conducédo do experimento de

toxicidade aguda (96 horas) FSD (acima) e do diesel (abaixo) em relacdo ao tempo para o peixe

Poecilia vivipara.
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Figura 8. Comportamento de nado erratico observado durante a condugdo do experimento de

toxicidade aguda (96 horas) FSD (acima) e do diesel (abaixo) em relacdo ao tempo para o peixe

Poecilia vivipara.
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Figura 9. Comportamento de forrageamento observado durante a conducéo do experimento de

toxicidade aguda (96 horas) FSD (acima) e do diesel (abaixo) em relacdo ao tempo para a espécie
Poecilia vivipara.
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Figura 10. Comportamento de hipdxia observado durante a condugdo do experimento de

toxicidade aguda (96 horas) FSD (acima) e do diesel (abaixo) em relacdo ao tempo para o peixe

Poecilia vivipara.
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Figura 11. Comportamento de agressividade observado durante a condugdo do experimento de

toxicidade aguda (96 horas) FSD (acima) e do diesel (abaixo) em relacdo ao tempo para o peixe

Poecilia vivipara.
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A hipoatividade natatdria nos peixes leva a uma reducdo na taxa de alimentacdo, pela

diminuicdo da taxa de encontro com as presas e diminuicdo do crescimento dos mesmos

(WEIS, 1998). Os contaminantes ambientais podem causar Vvarias alteragdes nestes processos,
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desde aspectos relativos ao metabolismo dos peixes na disponibilizacdo de energia, até a

eficiéncia no comportamento de forrageio WEIS et al. (2003).
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5. CONCLUSOES

O presente estudo contribuiu com informacgdes que reforcam a indicacdo da espécie Poecilia
vivipara como organismo-teste para estudos comportamentais e toxicolégicos. Os resultados
apresentados indicam que o diesel e sua fracdo soltvel promoveram alteracfes significativas
no comportamento da espécie, tendo as principais alteracGes observadas neste estudo sido
relacionadas a movimentacdo (irritabilidade, hipoatividade e letargia), a disturbios
respiratorios (hipoxia e natacdo na superficie do aquario) e natatérios.

Com isso, concluimos que o Oleo diesel interfere em aspectos comportamentais e na
sobrevivéncia de P. vivipara, embora estudos complementares de pardmetro bioquimicos e
histoldgicos sejam necessarios para uma melhor avaliacdo dos impactos deste composto sobre

0s peixes em geral.
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