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Resumo

As atividades de exploracdo, producdo e transporte de petroleo e derivados ocorrem
diariamente em todo o mundo, podendo levar a poluicdo ambiental e a acidentes contra a biota
aquatica. O 1° capitulo tem como objetivo revisar 0s impactos negativos da exposi¢ao aguda
dos derramamentos de petr6leo sobre biomarcadores histolégicos: branquias e figados de
peixes. Nas branquias, houve predominio de hiperplasias, hipertrofias, aneurismas,
hiperemias, hemorragias, edemas, inflamagdes, descolamento do epitélio e fusdo de lamelas.
Ja no tecido hepatico, predominaram focos inflamatorios, parasitas, esteatoses, necroses e
neoplasias. No Brasil, em especial na costa de Pernambuco, em agosto de 2019, foram
encontradas grandes quantidades de petroleo bruto que afetou diversas espécies costeiras
importantes para pesca. Dessa forma, o 2° capitulo objetivou investigar o status de saude das
populacdes de Mugil curema e Haemulon aurolineatum apos esse acidente. Para isso noventa
e sete peixes de ambas as espécies foram coletados em Itapissuma, Ilha de Itamaracé e Goiana
entre outubro de 2020 a novembro de 2021 para posteriores andlises histopatoldgicas e
determinacdo dos indices somaticos. As analises histopatologicas demonstraram expressiva
ocorréncia de patologia no figado e branquia de Mugil curema e Haemulon aurolineatum, os
indices somaticos revelaram que os figados de Mugil curema foram mais comprometidos, e
que as branquias de ambas as espécies estdo com niveis de modifica¢fes teciduais normais a
leves, e que ndo houve diferenca (p> 0,05) para os figados e branquias de adultos e juvenis
para as duas espécies dos locais estudados. Os dados obtidos indicam que a salude dos peixes
se encontra comprometida, assim as patologias que foram encontradas nos trabalhos de
biomonitoramento revisados no 1° capitulo ratificam a ocorréncia das patologias observadas
nos figados e brénquias de Mugil curema e Haemulon aurolineatum as quais estdo
possivelmente relacionadas a contaminacéo pelo 6leo.

Palavras-chave: histopatologia; derramamento de 6leo; biomonitoramento.
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Abstract

The everyday exploration, extraction, and transportation of oil and its byproducts can cause
severe harm to aquatic biota as well as environmental contamination. The first chapter,
therefore, examines the detrimental effects of acute exposure to oil spills on histology
indicators, such as fish gills and livers. The gills exhibited a predominance of hyperplasia,
hypertrophy, aneurysms, hyperemia, hemorrhage, edema, inflammation, lamellar epithelium
lifting, and fusing. While steatosis, necrosis, parasite presence, neoplasms, and inflammatory
foci were the most common conditions in the liver tissue. In August 2019, large amounts of
crude oil were discovered in Brazil, not least on the coast of Pernambuco, affecting several
coastal species important for fishing. Thus, the second chapter sought to investigate the health
of the Mugil curema and Haemulon aurolineatum populations following the accident.
Between October 2020 and November 2021, 97 fish of both species were collected in
Itapissuma, Ilha de Itamaraca, and Goiana for further histopathological analysis and
determination of somatic indexes. The histopathological analyses revealed an expressive
occurrence of pathologies in the livers and gills of Mugil curema and Haemulon aurolineatum,
the somatic indexes revealed that the Mugil curema’s livers were more compromised, and the
gills of both species had normal to slight tissue changes levels, and there was no difference
(p> 0.05) between the livers and gills of adults and juveniles for the two species as per the
studies. The data obtained indicate that the health of the fishes is compromised, so the
pathologies discovered in the biomonitoring works reviewed in the first chapter confirm the
occurrence of the pathologies observed in the livers and gills of Mugil curema and Haemulon
aurolineatum, which are possibly related to oil contamination.

Keywords: Histopathology; oil spill; biomonitoring.
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1- Introducéo

O setor petrolifero estd frequentemente envolvido em episdédios de derramamentos de
o0leo, entre 2010 a 2019 quatro escapes acidentais, em média, por ano ocorreram por navios
petroleiros (International Tanker Owners Pollution Federation Limited - ITOPF, 2014). Ainda,
os derramamentos de petréleo ocorrem, em maioria, em areas costeiras, de manguezais ou de
estuarios, causam efeitos negativos na fauna e flora desses ambientes (VAL et al., 2004;
MATSUO e VAL, 2007; COUCEIRO et al., 2006; LOPES e PIEDADE, 2009). A exemplo
disso, pode ser citado o vazamento de petréleo no litoral nordestino, em agosto de 2019,
considerado o maior desastre do setor no Brasil (DANTAS et al., 2019). Esse derramamento
contaminou cerca de 3.000 quilémetros de costa em onze estados brasileiros (ITOPF, 2014;
IBAMA, 2019), incluindo no litoral de Pernambuco, os municipios de Goiana, Ilha de
Itamaracd e Itapissuma.

Dentre as areas atingidas, destacam-se 0s ecossistemas recifais e estuarinos, que
possuem grande importancia ecoldgica por abrigarem uma vasta biodiversidade (CASTRO,
1999; IPIECA, 1992; LOPES et al., 2007). Sendo assim, possuem relevantes funcdes
ecologicas, tais como a alta produtividade bioldgica, sendo locais de reproducdo e bercario
(BERENGER, 2013), eles também s&o utilizados como areas de pesca, onde habitam espécies
de importéncia econdmica (BENTO, 2005).

Os derramamentos de petroleo na dgua geram processos fisico-quimicos e bioldgicos
que fazem suas moléculas se conectarem. Na primeira semana apds o acidente, as moléculas
menores e mais volateis tendem a evaporar e, simultaneamente, iniciam-se a dissolucdo e a
movimentagdo do 6leo na coluna d’4gua, junto aos processos de emulsificacdo, decomposi¢ao,
oxidacdo fotoquimica, sedimentacdo e absorcdo pela fauna (ITOPF, 2014). Os processos
quimicos, fisicos e bioldgicos que ocorrem ap6s um derramamento interferem no equilibrio
entre 0s ecossistemas costeiros e seus componentes bidticos (nutrientes) e abidticos
(sedimentos) (COWEN et al., 2000), sendo considerados estressores da biota.

Dessa forma, para avaliar impactos ambientais, podem ser utilizados alguns taxons
como indicadores biologicos, que sdo organismos que ndo morreram apds as mudangas no
ambiente em que transitam, os quais sofrem modificacdes fisiologicas, morfoldgicas e
ecoldgicas (PRESTES e VINCENCI, 2019). Dentre os tdxons, os peixes podem ser escolhidos
por caracteristicas como a ampla distribuicdo geogréafica, a abrangéncia de habitats e a
participacdo em diferentes posi¢6es na cadeia alimentar (JESUS e CARVALHO, 2008). Devido

a tais caracteristicas, esses taxons podem apontar as reais condi¢cdes do ambiente estudado.
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A forma de contato dos peixes com o petréleo se d& através da alimentac&o, das trocas
gasosas, da ingestdo de dgua e através da pele. Assim, os poluentes, quando absorvidos, podem
ser armazenados nas branquias e no figado (HEATH, 2018). Esses 0rgaos podem ser utilizados
para investigar biomarcadores de efeito, os que podem apresentar alteragcfes moleculares,
celulares e teciduais frente ao impacto que o ambiente sofreu (VAN DER OOST et al., 2003),
até mesmo uma breve exposicao a esses poluentes pode gerar distarbios que, embora ndo letais,
afetam as funcdes fisioldgicas dos peixes (RAND, 1985; JOBLING, 1995; ARAUJO et al.,
2020), como a diminui¢do no crescimento e alteracdo na reproducdo (CARLS et al., 1996;
LISTER, 2008). Entretanto, é a forma como o petrdleo estd disponivel no ambiente e a
capacidade de acumulacdo do tdxon que definem o grau de severidade (PINTO, 2013), que
pode ser dimensionado com o auxilio da histopatologia, técnica utilizada para analise de
biomarcadores em ambientes impactados por poluentes (HINTON et al., 2017).

Sendo assim, foram selecionados os peixes tainha (Mugil curema Valenciennes 1836)
e a sapuruna (Haemulon aurolineatum Cuvier 1930), por serem espécies comuns no litoral de
Pernambuco, especialmente em Itapissuma, Ilha de Itamaraca e Goiana (LESSA et al., 2006).
Essas especies transitam ao longo da vida entre os ambientes estuarinos e recifais que foram
afetados, possuem alta longevidade e estavam presentes antes e ap6s o derramamento de 6leo
(ARENA et al., 2007; MANOOCH e BARANS, 1982; SANTANA et al., 2009, 2018), além de
estarem associadas aos bentos por causa da alimentacdo, sendo mais suscetiveis a contaminacéo
direta por hidrocarbonetos de petréleo (PETERSON et al., 2003; FINGAS, 2012).

Além do mais, essas espécies, quando afetadas por poluentes, podem apresentar
alteracGes histopatolégicas e mudangas no crescimento, resultados de modificagOes
bioquimicas e fisiolégicas (HINTON e LAUREN, 1990; HINTON et al., 2017). Portanto,
investigar alteracbes histopatoldgicas nessas espécies através de marcadores bioldgicos
permitird analisar os impactos de diversos poluentes, incluindo hidrocarbonetos de petréleo
(GABRIEL et al., 2007).

1.1 — Objetivos

Geral:
Avaliar os impactos da contaminacdo por petroleo nos tecidos de Mugil curema e
Haemulon aurolineatum da area do derramamento de 6leo de 2019 em Pernambuco.
Especificos:
Identificar possiveis lesdes histolégicas em branquias de Mugil curema e Haemulon
11
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aurolineatum da area do derramamento de 6leo de 2019 em Pernambuco.

e Identificar possiveis lesGes histologicas em figados de Mugil curema e Haemulon

aurolineatum da area do derramamento de 6leo de 2019 em Pernambuco.

12
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AVALIACAO DO IMPACTO DE DERRAMAMENTO DE PETROLEO COM O USO
DE BIOMARCADORES HISTOLOGICOS DE PEIXES

Resumo

As atividades de exploracéo, producéo e transporte de petroleo e derivados ocorrem diariamente
em todo o mundo, podendo levar a poluicdo ambiental e a acidentes contra a biota aquética. O
presente trabalho revisa os impactos negativos da exposicdo aguda dos derramamentos de
petréleo que ocorreram em diversos continentes sobre biomarcadores histologicos: branquias e
figados de peixes. Nas branquias, houve predominio de alteracdes do tipo hiperplasias,
hipertrofias, aneurismas, hiperemias, hemorragias, edemas, inflamagdes, descolamento do
epitélio e fusdo de lamelas. Ja no tecido hepatico, predominaram focos inflamatorios, parasitas,
esteatoses, necroses e neoplasias. Peixes de locais contaminados apresentaram lesdes difusas e
mais severas do que peixes dos locais ndo contaminados. Contudo, uma causa e efeito direto
entre os derramamentos de 6leo e as respostas histopatoldgicas foram estabelecidos apenas em
estudos gque associaram outros parametros de avaliacgéo.

Palavras-chave: biomarcadores de efeito, figado, branquias, histopatologias.

Abstract

The everyday exploration, extraction, and transportation of oil and its byproducts can cause
severe harm to aquatic biota as well as environmental contamination. The current work
therefore examines the detrimental effects of acute exposure to oil spills that occurred in
different continents on histology indicators, such as fish gills and livers. The gills exhibited a
predominance of alterations such as hyperplasia, hypertrophy, aneurysms, hyperemia,
hemorrhage, edema, inflammation, lamellar epithelium lifting, and fusing. While steatosis,
necrosis, parasite presence, neoplasms, and inflammatory foci were the most common
conditions in the liver tissue. Fish from contaminated sites, attained by oil spills, showed diffuse
and more severe lesions than fish from uncontaminated sites. However, a cause and effect
between oil spills and histopathological responses was established only if association with other
evaluation parameters can be done.

Key words: effect biomarkers, liver, gills, histopathologies.
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Introducéo

Os organismos mais complexos sdo compostos de uma colecdo de células que
funcionam coordenadas para realizar cada fungdo (COOPER e HAUSMAN, 2007). Os
conjuntos de células de mesma origem formam a unidade funcional denominado tecido, do qual
h& quatro categorias: o tecido conjuntivo, o tecido muscular, o tecido nervoso e o tecido
epitelial, que formam os érgdos e as partes do corpo (GARTNER e HIATT, 2007).

Com a diferenciacdo evolutiva, as células dos peixes especializaram-se para atender as
necessidades bioldgicas no ambiente aquatico (OLSON, 2006; KOKUBO et al., 2010), por esse
motivo, os tecidos dos peixes se diferenciam dos tecidos de outros vertebrados. Por exemplo, a
pele do peixe difere da pele dos mamiferos por ser coberta por uma epiderme que pode possuir
escamas, além de muco e carecerem de glandulas sudoriparas que séo presentes nos mamiferos
(SOUZA, 2003).

O conhecimento desses diferentes arranjos celulares sé é possivel através da histologia,
que estuda as associacdes dos diferentes tipos de células na derivacdo dos 6rgéos e sistemas,
tendo como objetivo ndo apenas esclarecer morfologicamente as estruturas do organismo, mas
também estudar as fungdes do organismo a nivel tecidual e esclarecer as funcdes fisiologicas
do conjunto de células (AIRES et al., 2011; GARTNER e HIATT, 2007).

Anteriormente, 0s estudos histologicos estavam restritos a descri¢do dos tecidos, mas o
avanco da anatomia patoldgica aprofundou a andlise histoldgica como ferramenta para
diagnosticar patologias. A histopatologia estuda como uma enfermidade afeta um tecido
(MUSUMECI, 2014). Atualmente, a histopatologia vem sendo utilizada para diagnosticar
impactos ambientais devido a sua localizacdo no espectro de integragédo biologica descrita por
Heath (2018) (Fig. 1), que possibilita aces especificas e o entendimento dos mecanismos que
poderdo ser comprometidos e também comprometer as funcGes dos niveis superiores da

organizacao biologica.

FUNGAO GENICA

A METABOLISMO E » . CRESCIMENTO E
CONTATO COM ATIVIDADE ENZIMATICA LESBES HISTOLOGICAS HOMEOSTASE " ECOLOGIAE
POLUENTES PERMEABILIDADE DA INTEGRIDADE CELULAR REPRODUCAO COMPORTAMENTO

MEMBRANA PLASMATICA

Figura 1: Niveis de integracdo biolégica no estudo do efeito de alguns fatores ambientais, incluindo polui¢do. A
extensdo da complexidade aumenta a medida que se avanga da esquerda para direita (adaptado de Heath, (2018)).

A utilizacdo da histopatologia revela as alteracdes no conjunto de células de curto a

médio prazo, dependendo de como o contaminante esteve disponivel e também da capacidade
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de bioacumular do organismo exposto. Além disso, apresenta clareza e agilidade de
aplicabilidade (HINTON et al., 2017; TEH et al., 1997; JOHNSON et al., 1993).

A selecdo das espécies a serem avaliadas deve considerar a taxonomia da espécie
estudada, sua distribuicdo, se ha abundéncia numérica com baixa variabilidade genética e
ecoldgica, se o deslocamento espacial da espécie € reduzido e quédo longo ou curto é o ciclo de
vida (HELLAWELL, 1986). Assim sendo, as espécies que indicam mudancas bioldgicas ou
ecologicas devem possuir particularidades cujas alteracdes serdo avaliadas, como a intensidade
das oscilagdes na abundancia, morfologia, fisiologia, ou comportamento para serem indicadores
do impacto de um contaminante (JOHNSON et al., 1993; CAIRNS e PRATT, 1993; MOURA
et al., 2008).

A validacdo dos bioindicadores demanda cuidados em relacdo aos efeitos avaliados.
Para validacdo ou proposi¢do de uma substancia quimica ou do produto do metabolismo ou de
uma modificacdo bioldgica como biomarcador, é esperado que tais apresentem algumas
caracteristicas, como interacdo da substancia quimica com o sistema bioldgico, ser de facil
execucdo, estar acessivel a andlise e existir o conhecimento da populacdo ndo exposta ao
contaminante alvo do estudo (AMORIM, 2003).

Os peixes reagem as transformacBes ambientais ocasionadas por substancias toxicas
através de adaptagdes de suas fun¢Ges metabolicas (MISHRA e MOHANTY, 2008); assim séo
representados como elementos-chave para avaliar o estado ecologico de corpos d’agua
(HERMOSO et al., 2010). Alguns aspectos biologicos presentes nos peixes os deixam a frente
dos invertebrados quanto a sua utilizacdo em estudos ecotoxicoldgicos, pois 0s peixes possuem
sistemas nervosos, osmorregulatérios, imunolégicos e enddcrinos melhor desenvolvidos
(FLORES-LOPES e THOMAZ, 2011)

Nos peixes 0sseos, alguns tecidos sdo mais utilizados nos estudos patolégicos por serem
considerados 6rgdos-alvo ou tecidos-alvo, ou seja, 6rgdos ou tecidos onde os hormonios atuam
ativamente e, consequentemente, tendem a acumular toxicidades (HEIER, et al. 2009;
MARCOVECCHIO, 2004). A histopatologia, portanto, é uma das metodologias utilizadas para
analisar biomarcadores. As alteracdes histologicas encontradas nos tecidos dos peixes se
encaixam na categoria dos biomarcadores de efeito, pois através deles é possivel determinar a
resposta do organismo a exposicao de estressores do meio ambiente como o0s de origem
petroquimica (AMORIM, 2003).

O petroleo é o recurso predominante na matriz energética global, a hegemonia dessa

fonte energética gera consequéncias negativas ao longo de todo o ciclo de vida dos peixes,
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desde a extracdo, perpassando pelo transporte, armazenamento e refino até o consumo final
(AZUAGA, 2000). Clarke & Hemphill (2002), Beyer et al. (2016) e Cruz & Krausmann (2008)
investigaram diversos impactos ambientais causados por acidentes com petréleo em diferentes
etapas produtivas. Esses eventos podem ocorrer com a biota aquatica quando entra em contato
com as substancias presentes no petréleo e resultar em patologias teciduais focais e difusas com
diferentes graus de severidade, como ratificado pelos estudos de Eriegha et al. (2019), Leite et
al. (2015) e Hameed e Al-Azawi (2016). Logo, em condigdes ideais é possivel identificar que
as histopatologias observadas ocorreram em funcao da exposi¢do ao petroleo.

Diante disso, alguns 6rgdos como branquias e figado podem ser escolhidos, pois podem
apresentar alteracdes por causa das funcOes e interacdes que exercem com o ambiente, sendo
também considerados 6rgdos-alvo, ou seja, 6rgdos metabolicamente ativos que podem
funcionar como medidores da satde de uma populacdo (KROON et al., 2017; KALAY et al.,
1999; ARELLANO et al., 2001; ROSETY-RODRIGUEZ et al., 2002).

O presente trabalho teve como objetivo resumir informacdes disponiveis sobre
branquias e figados de peixes submetidos em derramamentos de petréleo e demonstrar a
importancia desses biomarcadores histologicos como ferramentas para identificacdo de

alterac@es histoldgicas atribuidas a exposicdo ao petrdleo.

Metodologia

Uma pesquisa bibliografica foi realizada com o objetivo de criar uma lista de
derramamentos de petroleo e derivados, incluindo derramamentos médios e graves em oceano,
zonas costeiras e rios. Os eventos de derramamento foram classificados por ano, localizagéo e
volume de 6leo derramado.

Para esta revisdo, o termo “0leo” refere-se ao petréleo bruto e seus derivados,
classificados pela densidade, como petréleo bruto, bunker B e C, 6leo combustivel n° 6, IFO
180, IFO 380, 6leo combustivel n° 4, gasolina, diesel, gas de aviacdo e 6leos combustiveis n° 1
ene2.

A partir da pesquisa bibliogréfica elaborou-se uma tabela de citagbes com a
exemplificacdo das patologias efetuada com bases de dados cientificos, utilizando as palavras-
chave “oil spill biomarker of effect”, no qual o termo Oil Spill foi substituido pelo nome do
derramamento. O fluxograma (Fig. 2) serviu como critério na tomada de decisdes para escolha

dos artigos.
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DEFINIGAQ DAS PALAVRAS- \ CRIAGAO DE / ;
¢ CHAVE PESQUISA NAS BASES DE DADOS BANCO E,E DADOS —  ANALISE DOS ARTIGOS

REFEREM-SE A
DERRAMAMENTO D
OLEO?

HISTOPATOLOGIA DE,
{GADO E BRANQUIAS,

INCLUIR NA TABELA DE ABORDA
CITAGOES E SELECIONAR SIM
IMAGENS

NAO NAO

DESCARTAR DESCARTAR

Figura 2: Fluxograma do processo de obtencéo de dados. Fonte: Elaborado pelo autor.

Resultados e discussao

e Derramamentos de petréleo

O primeiro caso modernamente conhecido e estudado ocorreu em 1967, relativo ao
encalhe do petroleiro Torrey Canyon em recifes proximos da costa da Inglaterra (WELLS,
2017). Desde entdo, acidentes como encalhe, naufragio, falha durante operacGes de carga e
descarga e abastecimento em terminais e &reas portuérias tém sido recorrentes (CEDRE, 2022).

Os danos a biota dos acidentes aumentam se associados a falta de preparagdo e
ineficiéncia nas acbes de combate nas primeiras 12 horas apds o evento, pois o espalhamento e
a emulsificacdo do oleo se intensificam (ITOPF, 2002; LOPES et al.,, 2006). Dados
internacionais da Federagao Internacional dos Proprietarios de Navios Petroleiros no combate
a Poluicdo (ITOPF, 2022) demonstram decréscimo dos incidentes, que na década de 1970
totalizaram 788 ocorréncias envolvendo a liberagao de petréleo no oceano, nos anos 1980 foram
registrados 454 casos de vazamento, nos anos 1990 constam 358 casos, nos anos 2000 houve
181 derramamentos, enquanto na década de 2010 este numero caiu para 63 derramamentos. Por
fim, entre 2020 e 2021 foram registrados 10 derramamentos, dos quais 9 séo catalogados como
derramamentos grandes, ou seja, com mais de 7 toneladas derramadas nos oceanos (TABELA
1).
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Ano Local Ocorréncia T\?:Zeallgggs Fonte
1967 Inglaterra Petroleiro Torrey Canyon 119 mil ITOPF, 2022.
1972 Golfo de Oman Petroleiro Sea Star 115 mil ITOPF, 2022.
1973 Porto Rico Petroleiro Zoe Colocotroni 5 mil REDGWELL, 1992
: : : SWARTZ e

1974 Chile Petroleiro Metula 52 mil GALLARDO, 1976
1975 Portugal Petroleiro Jacob Maersk 85 mil CEDRE, 2022.
1978 Franca Petroleiro Amoco Cadiz 223 mil ITOPF, 2022.
1979 Turquia Petroleiro Independenta 95 mil ITOPF, 2022.
1979 Caribe Petroleiro Atlantic Empress 287 mil ITOPF, 2022.
1983 Africa do Sul Petroleiro Castillo de Bellver 252 mil ITOPF, 2022.
1988 Canada Petroleiro Odyssey 132 mil ITOPF, 2022.
1989 Alasca, EUA Petroleiro Exxon Valdez 37 mil ITOPF, 2022.
1989 Espanha Petroleiro Khark 5 70 mil ITOPF, 2022.
1991 Angola Petroleiro ABT Summer 260 mil ITOPF, 2022.
1991 Italia Petroleiro Haven 144 mil ITOPF, 2022.
1991 Kwait Guerra do Golfo 1,36 mi CEDRE, 2022.
1996 UK Petroleiro Sea Empress 72 mil ITOPF, 2022.
1992 Espanha Petroleiro Aegean Sea 74 mil ITOPF, 2022.
1999 Franca Petroleiro Erika 20 mil CEDRE, 2022.
2000 Portugal Graneleiro Coral Bulker 700 CEDRE, 2022.
2001 Dinamarca Tern/Baltic Carrier 2700 CEDRE, 2022.
2002 Espanha Petroleiro Prestige 63 mil ITOPF, 2022.
2003 Paquistdo Petroleiro Tasman Spirit 27 mil CEDRE, 2022.
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2004
2005

2006
2007
2007

2008

2009

2009
2010

2010
2011
2012
2013

2013

2014
2014
2015
2015
2016

2017
2017

Brasil
EUA

Libano
Coréia
Inglaterra
Canal da Mancha,
proximo a Franca
Australia
Irlanda
EUA
Italia
Nova Zelandia
Canada
China

Iémen (Oceano
indico)

Bangladesh
Franca
Franca
Bélgica
Taiwan

india

Grécia

Navio quimico Vicufa
Derramamento causado pelo
Furacdo Katrina
Usina de Jiyeh
Petroleiro Hebei Spirit
Navio Conteineiro Napoli

Graneleiro Ice Prince

Plataforma de petréleo
Montara

Navio militar
Plataforma Deepwater Horizon

CMA CGM Strauss

Navio porta-contéineres MV
Rena

Oleoduto Sundre

Navio porta-contéineres CMA
CGM Florida

Navio porta-contéineres MOL
Comfort

Navio-tanque Southern Star 7
Cargueiro Luno
Barcaca maritima Nijptangh
Flinterstar/Al Oraiq
TS Taipei

Porto de Ennore

Petroleiro Agia Zoni 1l

400
Imi

30 mil
11mil

200 mil
423
123

4800

500
779 mil

180
350
420
650

3 mil

730
120
53
200
102

196
500

CEDRE, 2022.
PINE, 2006.

REMPEC, 2022.
ITOPF, 2022.
CEDRE, 2022.

CEDRE, 2022.

CEDRE, 2022.

CEDRE, 2022.
CEDRE, 2022.

CEDRE, 2022.

CEDRE, 2022.

CEDRE, 2022.

CEDRE, 2022.
CEDRE, 2022.
CEDRE, 2022.
CEDRE, 2022.
CEDRE, 2022.

PRASAD et al.,
2018.

THOMAS et al.,
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2020
2018 China Petroleiro Sanchi 300 ITOPF, 2022.
2019 Brasil Em investigacéo 200 REDDY etal,
2022.
2020 Ilhas Mauricias Graneleiro MV Wakashio 1000 RAO et al., 2022.
Oleoduto Colonial FRACTRACKER
2020 EUA 168 ALLIANCE, 2021.
2021 Russia Vazamento de Norislk 2459 RAJENDRAN et
al., 2021.
2021 Sri Lanka Navio porta-contéineres X- 350 CEDRE, 2022.

Press Pearl

Tabela 1: Derramamentos de petrdleo, ano de ocorréncia, nome do vetor do derramamento, volume de petréleo vazado e fonte das
ocorréncias em nivel global entre os anos de 1967 a 2021.
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A partir de 1991, o volume vazado foi menor do gue nos anos anteriores, sendo adotadas
medidas internacionais para prevencdo e controle de vazamentos e acidentes (ITOPF, 2022),
tais como a Convencédo Internacional para Preparo, Resposta e Cooperacdo em Caso de
Poluicdo por Oleo (OPCR-90), que no Brasil foi internalizada em meados de 1998, e que
estabelece que as partes envolvidas no acidente se comprometam, conjunta ou individualmente,
a tomar medidas adequadas em caso de poluicdo por 6leo. Assim, o Anexo | da Convencao
Internacional para a Prevencdo da Polui¢cdo Causada por Navios (MARPOL 73/78) é umas das
principais convencOes internacionais para prevencdo da poluicdo do ambiente marinho
(BRASIL, 1998).

Contudo, os acidentes, ainda que menos graves e mais raros comparados ao inicio da
exploracdo do petr6leo, ocorrem e necessitam receber atencdo especial da comunidade
cientifica em estudos que investiguem os diversos parametros fisico-quimicos e biolégicos em
diversas espécies para mensurar 0s efeitos aos organismos e aos ecossistemas de curto a longo
prazo.

O petrdleo, por sua vez, contribui fortemente para a poluicdo e a degradacdo dos
ambientes marinhos e terrestres (MURPHY et al. 2016). Uma das formas que o petréleo pode
contribuir para a deterioracdo do ambiente marinho é através de derramamentos agudos,
caracterizados por um inicio subito, de evolucao rapida e curta duragdo, mas para 0 ambiente
pode resultar em dezenas de anos para recuperagédo (LIMA, 2003).

Os derramamentos também podem ocorrer ap6s explosdes de pocos de petréleo, ou por
razBes bélicas (JERNELOEV, 2010; MOSTAFAWI, 2001); acidentes envolvendo petroleiros
ou outras embarcacdes nao petroleiras (SAMMARCO et al., 2013) ou derramamentos de
refinarias e oleodutos devido as for¢as da natureza, como o causado pelo Furacdo Katrina nos
EUA (PINE, 2006); todos podem igualmente resultar em contaminacdo de 6leo em grande
escala e efeitos sobre a biota aquética.

Assim sendo, os 6leos em todas as suas densidades na biota aquatica interferem na
capacidade de voar, mergulhar, nadar ou flutuar (CRAWFORD et al., 2000; MAGER et al.,
2014; GROSELL e PASPARAKIS, 2021); podem ser ingeridos durante a limpeza de animais
que possuem penas e pelos, causando disturbios endocrinos e, como consequéncia, efeitos
reprodutivos (EPPLEY e RUBEGA, 1990; CLIFTON, 2014). J4 para os répteis, como as
tartarugas marinhas, os anfibios e 0s peixes, a ingestao e a absor¢éo sao as principais vias diretas
de contato (PETERSON et al., 2003; BRAUNER et al., 1999). As consequéncias desse contato
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para 0s peixes podem resultar em disturbios endocrinos e, portanto, afetar na reproducéo.
Estudos apontam histopatologias, alteracbes no indice gonadossomatico e modificacdes nos
niveis de hormonios esteroides para peixes (SUMPTER, 1995; BLAZER, 2002).

Vale salientar que sem intervencdo antropica na contencdo do espalhamento do éleo
muitos dos animais, em particular os peixes, morrem (HELM et al. 2015). Assim, refutando-se
especulacbes da plausibilidade da fuga dos animais apds a entrada de um xenobi6tico no seu
habitat.

Os peixes, portanto, sdo amplamente impactados ap6s um evento agudo como um
derramamento de petroleo. Estudos totalizando 11 artigos investigaram patologias em 6rgéos
de peixes provenientes de derramamentos de petréleo nacionais e internacionais (TABELA 2).

Outros impactos ndo relacionados a derramamentos de petroleo tém consequéncias
detectaveis nos biomarcadores eleitos no presente estudo, como a polui¢cdo ambiental (p.ex. por
organoclorados ou esgotamento industrial) (JULIO et al., 2022), sendo crucial considerar a

complexidade da distin¢do de seus efeitos na biota.
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Titulo do periddico

Autor (ano de
publicacéo)

Dados do acidente

Bioindicadores

Biomarcadores

Cell and tissue biomarkers in
mussel, and histopathology in
hake and anchovy from Bay of
Biscay after the Prestige oil spill

(Monitoring Campaign 2003)

Ecotoxicity of sediments
contaminated by the oil spill
associated with the
tanker ‘‘Prestige’’ using juveniles

of the fish Sparus aurata

The impact of an oil spill on
organs of bream Abramis brama

in the Po River

Chemical and histological
comparisons between Brevoortia
sp. (menhaden) collected in fall
2010 from Barataria Bay, LA and
Delaware Bay, NJ following the
DeepWater Horizon (DWH) oil

spill

Histopathology as an approach to

Marigémez et al. (2006)

Morales-Caselles et al.
(2006)

Giari etal. (2012)

Bentivegna et al. (2015)

Boeger et al. (2003)

Navio Prestige, Galizia,

Espanha, novembro de 2002.

Navio Prestige, Galizia,

Espanha, novembro de 2002.

Rio Po, Lombardia, Italia,
fevereiro de 2010.

Baia de Barataria, sonda
petrolifera DeepWater
Horizon (DWH), abril de
2010, Golfo do México, nos
Estados Unidos.

Refinaria Getdlio Vargas,

Merluccius merluccius
Engraulis encrasicolus

Sparus auratus

Abramis brama

Menhaden sp. (género:

Brevoortia)

Astyanax sp.
Corydoras paleatus

Figado

Branquias

Figado

Pele
Branquias
Figado
Rim
Intestino

Branquias,
Tronco renal
Pele
Estbmago

Figado
Branquias
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evaluate the effect of an oil spill
on fishes of the Arroio Saldanha
and Rio Iguacu (Brazil)
Histopathology of Pleuronectes
platessa L. from Aber Wrac’h and
Aber Benoit, Brittany, France:
long-term effects of the Amoco
Cadiz crude oil spill.
Histopathological survey of
potential biomarkers for the
assessment of contaminant related
biological effects in species of fish
and shellfish collected from
Kuwait Bay, Arabian Gulf.
Biomarkers responses in fish
(Atherinella brasiliensis) of
Paranagua bay, southern Brazil,
for assessment of pollutant effects
An assessment of acute biomarker
responses in the demersal catfish

Cathorops spixii after the Vicufia

Haensly et al. (1982)

Stentiford et al. (2014)

Oliveira-Ribeiro et al.
(2013)

Katsumiti et al. (2009)

Araucéria, Parana, Brasil.
Bacia do arroio Saldanha,
(2000)

Amoco Cadiz, Franga. Marco
de 1978

Guerra do Golfo, Kuwait.
(Analise a longo prazo)

Vicund, bacia do Paranagua,
Brasil, 2004.

Vicund, Brasil (2004)

Pleuronectes platessa

Synaptura orientalis

Pseudorhombus arsius

Atherinella brasiliensis

Cathorops spixii

Branquias
Figado

Figado

Figado
Branquias
Rim

Figado
Branquias

24



JESUS, R. N. Variacgdes na estrutura populacional e biomarcadores histoldgicos em Mugil curema...

Oil Spill in a harbour estuarine
area in Southern Brazil

Evaluating the genotoxic damage

and hepatic tissue alterations in
demersal fish species: a case study ~ Pietrapianaa et al. (2002) Derramam(z;g)ng)aven, Italia Lepidorhombus boscii

in the Ligurian Sea (NW-
Mediterranean)
Biomarkers of hydrocarbon

exposure and sublethal effects in
Vazamento plataforma de

embiotocid fishes from a natural Spies, et al (1996) petréleo, Santa Bérbara, Familia Embiotocidae
petroleum seep in the Santa California, EUA, em 1969.

Barbara Channel.

Figado

Branquias

Figado

Tabela 2: Tabela de trabalhos analisados que inclui titulo do periddico, autor e ano, dados do derramamento, bioindicadores e biomarcadores avaliados.
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e AlteracGes patoldgicas

As doses de contaminantes no ambiente aquatico geralmente ndo sdo letais aos organismos que
habitam no local impactado. Para conhecer as causas da letargia de um organismo € necessario conhecer 0s
efeitos subletais que ndo resultam na morte do organismo, mas modificam a homeostase. Diante disso,
conhecer os efeitos subletais dos contaminantes, como as alteracdes patolégicas nos tecidos dos peixes, é
de consideravel interesse, pois podem indicar futuras mudancas nas funcBes dos 6rgdos, como a
osmorregulacdo e o metabolismo de hormdnios sexuais, possibilitando que modifica¢fes na dinamica de
um grupo de organismos em um ecossistema acontecam, podendo desequilibrar a teia trofica, a reproducéo
e 0 metabolismo (BERTI et al., 2009; LOPES e PIEDADE, 2009; LISTER et al., 2008; MATSUO et al.,
2006).

Diversos contaminantes adentram o ambiente aquatico, deixando-o exposto as atividades quimicas.
Esses contaminantes podem ser originarios de atividades antrépicas ou de maneira natural e sdo chamados
de xenobidticos (ATASHGAMHI et al., 2018). Os principais xenobi6ticos que afetam o ambiente aquéatico
sdo metais pesados, defensivos agricolas, inseticidas, produtos de limpeza, plasticos, farmacos, petroleo e
seus derivados (SINGH et al., 2017; LELLIS et al., 2019; JULIO et al., 2022).

Diante do exposto, serdo apresentadas modificacdes patoldgicas provenientes de eventos agudos de

derramamento de petrdéleo nos tecidos das branquias e figados de peixes teledsteos marinhos e dulcicolas.

Branquias

As branquias possuem formato de V se cortadas transversalmente e subdividem-se em lamelas
primarias e secundarias, sendo sustentadas pelo arco branquial (KARDONG, 2016). As lamelas primarias
sdo revestidas por um epitélio pavimentoso com fungdo de provocar micro turbuléncias para o aumento da
superficie respiratoria, ou proteger o 6rgao de estressores ambientais, como alteragdes no pH e temperatura
da dgua. Abaixo desse epitélio estdo os seios sanguineos lamelares que constituem a barreira responsavel
pelas trocas gasosas, enquanto a presenca de células de cloro em toda regido do filamento branquial esta
envolvida no transporte idnico nas branquias (PISAM, 1981; LAURENT e DUNEL, 1980; WILSON e
LAURENT, 2002; PERRY/; 1997).

A morfologia e estrutura das branquias sdo semelhantes nas espécies de peixes. O sangue e a agua
correm em direcOes opostas, caracterizando o sistema de troca gasosa por contracorrente (WILSON e
LAURENT, 2002), constituindo um mecanismo de ventilagdo em duas formas: interna ou externa. As
branquias internas sdo protegidas lateralmente por um opérculo resistente nos peixes teledsteos ou por um
septo interbranquial para os peixes cartilaginosos. Ja as branquias externas ocorrem em larvas de peixes

pulmonados, algumas espécies da classe Actinopterygii e anfibios (KARDONG, 2016).
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As branquias sdo escolhidas para os estudos histopatolégicos por estarem em contato com o
ambiente aquéatico e por atuarem na respiracdo, osmorregulacdo e excre¢do de substancias téxicas do
organismo (POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994). Além disso, considera que as substancias
toxicas chegam aos 6rgdos parenquimatosos que ndo possuem acesso direto ao sistema digestorio através
do sangue que percorre nas branquias (TERRA et al., 2008).

As branquias possuem tecidos espessos para diminuir a velocidade de difusdo nas trocas gasosas,
ao mesmo tempo que possuem barreiras finas para ajudar nesse processo, possibilitando que haja uma
reducdo na distancia entre o sangue e o ambiente. A troca eficaz dos gases O, e 0 CO; durante a respiracdo
somente ocorre se uma grande parte da superficie do 6rgao estiver disponivel e para isso € necessario que
0S vasos sanguineos, os vasos delgados e os capilares estejam desobstruidos (HEATH, 2018), quando
expostas a hidrocarbonetos de petréleo podem ser incentivadas ou inibidas a absorver O2, a depender da
dose e do tempo dessa exposicao (HEATH, 2018). Em eventos de concentracdes de dose maxima letal, ha
uma inibi¢do na absorcdo do O, em fungdo de lesbes no epitélio branquial. Inicialmente, ha uma breve
pressdo feita pelas branquias para captagdo do O,, mas, ao passar algumas horas, a captagdo e o0 consumo
de Oz tendem a cair (THOMAS e RICE, 1979). Revela-se que essas alteragdes de resposta ndo trazem a
condicdo homeostatica de volta.

Alguns estressores ambientais, como 0s xenobioticos, iniciam efeitos no nivel enzimatico, chegando
a alteracdo celular, por exemplo: a permeabilidade das membranas com mudancas no gasto de energia e na
sintese de hormdnios (ARAUJO et al., 2018). Com alteragdes graves, pode ocorrer apoptose celular,
gerando lesdes histoldgicas, refletindo em mudancas na funcéo do érgdo. Por exemplo, hidrocarbonetos de
petréleo causam necrose do epitélio branquial (DIGLESH, 2019); assim, esse fato acarreta na diminuicao
da permeabilidade da branquia ao oxigénio, revelando-se que um efeito patoldgico gera respostas
fisiolégicas (HEATH, 2018).

Portanto, as branquias podem apresentar histopatologias causadas pela entrada de xenobidticos na

agua e, dessa forma, estas alteracGes podem ser empregadas como indicador para o biomonitoramento
(SCHWAIGER, 2001; VEIGA et al., 2002; MELETTI et al., 2003).
Em um evento agudo, como um derramamento de petrdleo, as branquias atuam como um biomarcador
primario, pois as superficies mantém contato com o ambiente contaminado (BERNET et al., 1999;
POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994). As lesdes histologicas nas branquias podem ocorrer tanto
como reacao de protecdo do organismo contra o xenobidtico, quanto o aparecimento de lesdes irreversiveis
que causam a morte de células de um tecido (KROGLUND et al. 2008).

Dessa forma, patologias podem ocorrer nos tecidos de peixes impactados por poluentes
(SINDERMANN, 1979; SUSANI et al., 1986; TAKASHIMA e HIBIYA, 1995; BERNET et al., 1999),

como vazamentos de sangue dos vasos sanguineos, congestdo de sangue em um o6rgao, dilatacdes dos vasos
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sanguineos arteriais, fluido tecidual dos capilares para o tecido, malformacdo ou mau funcionamento das
estruturas celulares, mudancgas na morfologia e arquitetura das células, entre outros. Bernet et al. (1999)
menciona também alteragdes na forma e estrutura nuclear da cromatina, reducdo no nimero e volume das
células, diminuicdo da quantidade de substancias intercelulares, perda permanente da funcdo celular,
aumento do volume celular sem aumento do numero de células.

A hiperplasia do epitélio branquial, em peixes, induzida por hidrocarbonetos de petroleo
intensificou o parasitismo nas branquias que foram predominantes em peixes submetidos a hidrocarbonetos
de petrdleo, além de que 0 aumento das lesBes esteve diretamente ligado ao tempo de exposicdo ao poluente
(KHAN e KICENIUK, 1988; SOLANGI e OVERSTREET, 1982; AGAMY, 2013). A expansdo da
hiperplasia com fusdo lamelar acarretou na diminuicao da superficie respiratéria dos filamentos branquiais
(JAHANBAKHSHI e HEDAYATI, 2012) para diminuir a absor¢cdo dos contaminantes pelo sangue e
aumentar a area epitelial para as trocas gasosas (ROBERTS, 2001; SAKURAGUI et al., 2003). Portanto, a
hiperplasia epitelial € resultado do mecanismo de protecdo do organismo contra substancias toxicas e
estressores ambientais.

Morales-Caselles et al. (2006) ao analisarem as branquias de douradas (Sparus aurata) associadas
a sedimentos contaminados pelo derramamento de 6leo do petroleiro “Prestige” (POS) encontraram
alteracdes histomorfol6gicas, como hiperplasias e fusdo das lamelas secundarias (Fig. 3A), essas lesdes
foram relacionadas as substancias tdxicas presentes no 6leo, pois continuam ativas mesmo ap0s 0 processo
lento de sedimentacdo (ITOPF, 2011).

Giari et al. (2012), ao analisarem a brema (Abramis brama) do rio Po na regido da Lombardia-Itélia,
apos um incidente com hidrocarbonetos de petréleo em um rio tributario, encontraram hiperplasias nas
células mucosas e fusdo das lamelas secundarias (Fig. 3B). Semelhante a brema, peixes silvestres da
espécie Boops boops apresentaram sensibilidade a poluentes organicos persistentes (POP’s), a poluentes
semipersistentes como compostos organobromados (PBDE’s) e hidrocarbonetos de petroleo,
contaminantes emergentes como os filtros solares e a pesticidas (HENRIQUEZ-HERNANDEZ et al.,
2017), indicando que espécies de habito bentopeldgico podem estar mais suscetiveis e serem consideradas
espécies sentinelas, pois estdo em contato com o bentos por meio da alimentacdo (PETERSON et al., 2003;
FINGAS, 2012).

Apbs o grave acidente com a sonda petrolifera Deepwater Horizon (DWH) no Golfo do México,
peixes do género Brevoortia foram analisados nas regides das Baias de Barataria e Delaware. Foram
encontradas multiplas hiperplasias nos filamentos branquiais e fusdo das lamelas secundarias para ambos
os locais amostrados (Fig. 3C, 3D, 3E, 3F). Na baia de Barataria, 75% dos peixes coletados apresentaram
hiperplasia epitelial ao longo dos rastros branquiais (BENTIVEGNA et al., 2015). Essas lesoes foram

associadas a exposicdo a hidrocarbonetos de petroleo e ndo a outros poluentes, pois foram encontradas
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histopatologias semelhantes no killifish do Golfo (Fundulus grandis) coletadas no mesmo periodo que 0s
juvenis de Brevoortia sp. Outro fato que confirma as histopatologias provocadas por hidrocarbonetos de
petréleo para este estudo é que os peixes amostrados faziam parte da coorte do ano, ou seja, ndo tiveram
tempo para mudarem de ambiente e se depararem com outros contaminantes que causassem a quantidade
de danos teciduais encontrados (BENTIVEGNA et al., 2015).

Dessa forma, ao estudar os impactos que a solha europeia (Pleuronectes platessa) sofreu com o
derramamento de 6leo causado pelo navio petroleiro Amoco Cadiz ocorrido na costa da Bretanha- Franca,
em 1978, Haensly et al. (1982) investigaram lesGes histoldgicas em branquias de P. platessa em dois
estuarios, apresentando variacdes entre os locais de amostragem. Algumas apresentaram hiperplasias
lamelares pequenas (Fig. 3G), se limitando a trés lamelas, em média, que ndo foram consideradas lesGes
patologicas quando comparadas a area total de superficie das branquias, mas outros espécimes tinham
grandes focos de lesdes caracterizadas por hiperplasia epitelial extensa e fusdo de lamelas (Fig. 3H).

A hipertrofia de células mucosas e de cloro foram encontradas em bioensaios (SOLANGI &
OVERSTREET, 1982; HESNI et al., 2011). Os autores relatam que o aparecimento e a gravidade dessa
lesdo ap6s um aumento no tempo de exposicdo até que as células alcancem o méximo do seu tamanho
(AGAMY, 2013). A hipertrofia celular se caracteriza pelo aumento do tamanho do 6rgdo, sem que haja
proliferacdo celular, entretanto ha um aumento no tamanho da célula a partir da proliferacdo da quantidade
de organelas e proteinas no seu interior (BERNET et al., 1999).

A espécie Chanos chanos, exposta a 6leo combustivel pesado, apresentou hipertrofia das células
branquiais. Essa patologia apresenta perigo quando afeta uma quantidade relevante da superficie branquial
do organismo, pois lesdes difusas ou até mesmo multifocais interferem na respiracdo. Por isso, uma
exposicdo longa ou em altas concentracfes corrobora para a sensibilizacdo dos mecanismos respiratorios,
assim, podendo afetar a saide do organismo (HESNI et al., 2011; AGAMY, 2013).
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Figura 3: Branquias com patologias em peixes expostos a contaminagdo por petroleo. A- Hiperplasia e hipertrofia (setas) da
lamela secundaria (asterisco) em Sparus aurata (H&E x25) (MORALES-CASELLES et al., 2006). B- Filamento branquial de
Abramis brama exposto ao petr6leo mostrando proliferacdo epitelial e fusdo de lamelas secundarias (setas) (AB\PAS, 50um)
(GIARI et al., 2012). C- Epitélio braquial mostrando hiperplasia de peixes do género Brevoortia sp. na Baia de Barataria (H&E
x20) (BENTIVEGNA et al., 2015). D- Lamelas secundarias mostrando extensa hiperplasia com fusdo das lamelares secundérias
(seta) e hemorragia (asterisco) em peixes do género Brevoortia sp. na Baia de Barataria (H&E x10) (BENTIVEGNA et al., 2015).
E- Hiperplasia de células mucosas (seta) (H&E x40) (BENTIVEGNA et al., 2015). F- Branquias com lamelas secundérias
mostrando hiperplasia das células epiteliais (asterisco) e descolamento epitelial nas lamelares secundérias (seta) em peixes do
género Brevoortia sp. na Baia de Barataria (H&E x10) (BENTIVEGNA et al., 2015). G- Hiperplasia de células mucosas e
hipertrofia sobre superficie lamelar em Pleuronectes platessa (seta) (AB-PAS, x219) (HAENSLEY et al., 1982). H- Hiperplasia
epitelial e fusdo de lamelas em branquias de Pleuronectes platessa (seta) (H&E, x175) (HAENSLEY et al., 1982). I- Uma fileira
de lamelas secundarias com aneurismas em Abramis brama. Algumas lamelas secundarias sdo completamente dilatadas
(astericos), outras apenas na ponta (setas) (AB\PAS, 100um) (GIARI et al., 2012). J- Aneurisma em branquias de Cathorops
spixii (seta) (H&E) (KATSUMITI et al., 2009) K- Aneurismas nos capilares lamelar (seta) (H&E, x280) (HAENSLEY et al.,
1982). L- Inflamacédo subepitelial em Pleuronectes platessa (seta) (H&E, X280) (HAENSLEY et al., 1982). M- Descolamento
epitelial em Abramis brama (seta) (MET, 7.4um) (GIARI et al., 2012). N- Lamelas secundéarias apresentando edema e
descolamento do epitélio em Abramis brama (setas) (AB\PAS, 20um) (GIARI et al., 2012).
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Ademais, Khan (2003) e Woodward et al. (1983) analisaram os efeitos patolégicos nos tecidos de
espécies de peixes-chatos e de truta (Oncorhynchus clarkii clarkii, a partir de 6leo refinado e de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e PCBs, eles ponderaram que a hiperplasia e a hipertrofia
do epitélio lamelar propiciam o aparecimento de fusdes lamelares e aumento do tamanho das células de
cloreto, além de estimular a producdo de muco das células mucosas.

Disturbios circulatorios, como aneurismas, hiperemias, hemorragias e edemas estdo presentes em
estudos com petréleo e derivados (AKAISHI et al., 2004; BRAND et al., 200; CASTRO et al., 2018; VAN
DYK et al., 2009; GUSMAO et al., 2012). Agamy (2013), ao testar o impacto do petréleo e dispersantes
em branquias de garoupas (Epinephelus chlorostigma), constatou que hemorragias se tornam graves nas
branquias desde o primeiro contato com o poluente, pois a intera¢do resulta no rompimento das células dos
capilares, levando a um acumulo de células sanguineas, como as hemacias, nas lamelas.

Focos hemorragicos associados a hiperplasias foram observados em branquias de peixes Brevoortia
sp. da Baia de Barataria apés o acidente BWH (FIGURA 5b), porém ndo foram detectadas as causas
etiologicas para tal (BENTIVEGNA et al., 2015). Gusmao et al. (2012), ap6s 5 dias de exposi¢do a fracdo
de petréleo diluido em agua, observaram em larvas de peixe-rei (Odontesthes argentinensis) focos
hemorragicos vinculados a reducdo da cromatina no nucleo de células e se seguiram manifestando em
lamelas secundarias com perda estrutural com o aumento das concentracGes e 0 tempo de exposicao ao
poluente.

Por sua vez, Brand et al. (2001) identificaram aneurismas lamelares multifocais graves em juvenis
de salmdo (Oncorhynchus gorbuscha) em altas doses de 6leo cru. Pode-se afirmar que esta patologia
também esta vinculada ao estresse que o petréleo causa nas células branquiais, pois esta patologia ocorre
quando ha estresse fisico ou quimico que propicia a ruptura de um vaso sanguineo das células formadoras
de capilares, o que pode evoluir para um cenario de trombose e fibrose e, logo em seguida, podem ser
assimiladas pelo organismo (POPPE e FERGUSON, 2006).

Giari et al. (2012), 7 dias apds o derramamento de petrleo no Rio Lambro, em 2012, na Italia,
detectaram lamelas secundarias com aneurismas em bremas (Abramis brama) (Fig. 31). Spins et al., (1996),
em um estudo de longo-prazo, identificaram lesfes vasculares crénicas em espécies de peixes pertencentes
a familia Embiotocidae, contaminadas pelo vazamento de petréleo do Canal de Santa Barbara nos EUA.
As lesbes vasculares nas branquias das espécies de embiotocideos foram: trombose, inflamacéo dos vasos
sanguineos e aneurismas, essa Ultima conectada a um epitélio escamoso e mucoso que apresentava
hiperplasias junto a focos de trombose em varios estagios (SINS et al., 1996).

Para Giari et al. (2012), os aneurismas encontrados nas bremas do rio tributario do Lambro revelam

gque mesmo uma baixa concentracdo de hidrocarbonetos na agua causa distdrbios circulatérios. Porém, a
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depender da intensidade do acidente, as alteracGes histoldgicas ligadas a lesdes vasculares continuam
ocorrendo ap6s 20 anos, como observado por Sins et al. (1996). Com isso, pode-se inferir que a severidade
do acidente pode afetar diversas geragdes de peixes ao longo do tempo, pois as substancias que compdem
0 petréleo continuam diluidas em agua e presentes no sedimento (STRAUGHAN, 1976; STUERMER et
al., 1982).

Ao comparar branquias de bagres-amarelos (Cathorops spixii) antes e apds a explosao do petroleiro
Vicund (VOS) em 2004 (Fig. 3F), no Brasil, Katsumiti et al. (2009) encontraram aneurismas (Fig. 3J e 3K)
e hiperplasias nos espécimes apds o acidente, sendo estas as patologias mais frequentes. Hansly et al. (1992)
detectaram lesdes vasculares na solha (Pleuronectes platessa) de dois estuarios afetados por um dos maiores
volumes de 6leo derramados na historia da inddstria petroleira. Dentre os disturbios circulatdrios
encontrados, foram observadas hiperemias e hemorragias; em muitos casos as hiperemias foram descritas
como lesdes extensas e marcadas por material necrético e fibroso (Fig. 3G).

Tilapias (Oreochromis niloticus) submetidas ao efluente de uma refinaria de petréleo apresentaram
disturbios circulatorios, como hemorragia e fusdo de lamelas acompanhadas de edemas (ONWUMERE &
OLADIMEJI, 1990). Em estudos com peixes-rei submetidos a substancias toxicas contendo
hidrocarbonetos de petroleo (Odontesthes bonariensis e Odontesthes argentinensis) notou-se o
levantamento do epitélio branquial causado por edemas (ROMANO e CUEVA, 1988; GUSMAO et al.,
2012), o mesmo ocorreu em bremas (Abramis brama) potencialmente expostas a hidrocarbonetos de
petréleo (Fig. 3M e 3N).

Dessa maneira, 0 edema lamelar ocorre quando um liquido se propaga para o exterior da célula,
causando uma divisdo entre a membrana basal e seu epitélio (ZENI, 2016). O edema é o espaco entre as
duas camadas de epitélio lamelar, podendo ocasionar o levantamento do epitélio branquial. Portanto, os
edemas sdo respostas agudas do contato com xenobidticos; 0 organismo pode se recuperar de um edema
em poucos dias apOs 0 contato com o estressor quimico, por outro lado, edemas podem ser notados
acompanhados de outras patologias com severidade moderada (FERGUSON, 2006). Nesse contexto, o
levantamento do epitélio lamelar pode provocar a reducdo da respiracdo, pois diminui a distancia entre as
lamelas e como consequéncia complica a difusdo das trocas gasosas (REDDY e RAWAT, 2013).

Assume-se que algumas alteragdes sdo respostas aos efeitos nocivos de contaminantes, enquanto
outras tém efeito protetivo do organismo, ou seja, adaptagdes do organismo para continuar funcionando
mesmo que com complicacdes; 0s aneurismas, hiperemias, hemorragias e edemas sdo efeitos reativos e
adaptativos do epitélio a exposicdo a xenobioticos, porém tanto as alteracBes responsivas quanto protetoras
resultam na diminui¢do das trocas gasosas que ocorrem nas branquias, e se as lesbes se difundem as
consequéncias se ampliam, ocorrendo o comprometimento das funcdes respiratorias, osmorregulatorias e
excretoras (MALLAT, 1985).
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Solhas (Pleuronectes platessa L.) do estuario de Aber Benoit apresentaram lesGes extensas
caracterizadas por inflamacdo subepitelial extrema (Fig. 3L) (HAENSLY et al., 1982). Disturbios
inflamatdrios em branquias também foram encontrados em percas expostas a hidrocarbonetos, mostrando
que o sistema reticuloendotelial pode sinalizar estresse por petroleo, resultando em processos inflamatérios
(SPINS et al., 1996). Portanto, a escolha das branquias como biomarcador histolégico é satisfatoria, pois
esse 6rgdo multifuncional compreende uma grande superficie do corpo do animal e é sensivel a substancias
quimicas, como o petréleo, assim apresentando lesdes histoldgicas ao contato com esse poluente (REDDY
e RAWAT, 2013).

Figado

O figado metaboliza proteinas, lipidios e carboidratos, armazena glucose, além de participar da
sintese de anticorpos, da bile e da renovacédo celular do sangue (MELO et al., 2004), sendo para isso
necessario uma rede de células especializadas. Como nos mamiferos, o figado nos teledsteos é encapsulado
por tecido conjuntivo e irrigado por canais sinusoides (WOLF e WOLFE, 2005). Entre 10 a 15% da massa
do figado dos peixes é composta por sangue, recebendo cerca do dobro de sangue que € dirigido a outros
orgdos (STEVENS, 1968). O figado dos teledsteos se difere dos mamiferos, com o I6bulo hepatico
apresentando tubulos de células cercados por hepat6citos com a entrada do sangue, ocorrendo nos
sinusoides a partir da veia porta e artéria hepatica, assimilando nutrientes e removendo xenobiéticos
(HINTON et al., 2001; GINGERICH, 1982; HEATH, 2018).

O nivel de oxigénio que é transportado para 0s hepatocitos € baixo, causando um processo mais
longo para excrecdo de substancias indesejadas pelo organismo (GINGERICH, 1982). Ainda, hd uma
relativa tolerancia do figado dos peixes a toxicidades se comparado ao figado de mamiferos, pois as enzimas
biotransformadoras possuem distribuicdo homogénea no tecido (FERGUSON, 1989; HINTON et al.,2001).
No entanto, essa caracteristica ndo abranda as consequéncias prejudiciais do tecido a rejeitos agudamente
toxicos, pois lesbes severas causam danos funcionais e estruturais no figado, diminuindo o bem-estar do
organismo (STENTIFORD et al., 2003; DOMINGOS et al., 2009).

Alteracdes que influenciam as func¢@es organicas e a morfologia podem ocorrer apds a exposi¢éo a
diversos poluentes ambientais. O figado € um dos Orgdos mais vulnerdveis nos peixes, atuando
especificamente no metabolismo, acumulacéo, transformacéo e excrecdo de contaminantes (GIARI et al.,
2007; CENGIZ e UNLU 2006; MELO et al., 2004). O processo de biotransformacéo do xenobidtico gera
alteracdes que podem resultar em histopatologias (SCHWAIGER et al., 1996), como em rins de trutas arco-
iris (Salmo gairdneri), que apresentaram degeneracao das células epiteliais tubulares e anormalidades na

quantidade de mitocondrias nos interiores das células apos o processo de biotransformacao do xenobidtico
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administrado (FORLIN et al., 1986).

Assim, alteracBes enzimaticas e histoldgicas em figados de Anguilla anguilla L. ap6s exposicédo a
petréleo confirmam que os processos bioquimicos geram lesGes histoldgicas (PACHECO e SANTOS,
2001). Portanto, a exposicao interna a um tnico xenobiodtico (AMORIM, 2003) produz uma relacéo causal
entre a exposicao e as respostas bioldgicas, como as histopatologias (TEH et al., 1997). Esse biomarcador
histopatologico é utilizado em vérios estudos, desde avaliagdes nutricionais a monitoramento de
contaminacdo ambiental por defensivos agricolas, metais pesados e hidrocarbonetos de petréleo
(HONORATO et al., 2014; HENARES et al., 2008; UDOTONG, 2015; ESMAEILBEIGI et al., 2021).
Algumas histopatologias como esteatose, congestéo, dilatacdo de sinusoides, hipertrofia, degeneracdes e
necroses foram descritas como as mais frequentes em figados de peixes (WOLF et al., 2015).

Logo, o figado apresenta vantagens para 0 monitoramento da qualidade da &gua e dos poluentes
aquaticos (LANG et al., 2006), principalmente por causa do sistema circulatério através da veia porta, que
transporta 0s nutrientes e outros produtos resultantes da digestdo (KARDONG, 2016), tornando-se um dos
6rgdos mais impactados pelos poluentes da agua, especialmente pelos que acessam 0 organismo por via
oral (CAMARGO e MARTINEZ, 2007).

Acredita-se que as células fagociticas sejam responsaveis por degradar células mortas, tecidos e
substancias desconhecidas assimiladas pelo organismo via sistema digestorio (PACHECO E CARDOSO,
2012), sendo divididas em quatro tipo: os mondcitos, 0s macrofagos, as células dendriticas e os neutrofilos
(STRAUSS, 2010). Sendo assim, ele desempenha uma importante funcéo biolégica no sistema imunoldgico
devido a células de defesa residentes, como linfocitos e células de Kupffer, envolvidas no processo de
regeneracdo do tecido (GABAY e KUSHNER, 1999; TAKEISHI et al., 1999). Essas células foram
identificadas em figados de peixes coletados em areas de derramamento de petroleo. A anchova (Engraulis
encrasicolus) apresentou nematoides encapsulados por linfocitos (Fig. 4A) (MARIGOMEZ et al., 2006),
sendo eles os linfocitos, responsaveis por restringir o crescimento de microrganismos, como virus, parasitas
e protozoarios (CHANG et al., 2011; PERRIGOUE et al., 2008). Também foram identificados macréfagos
(AMs) em pescadas (Merluccius merluccius) (Fig. 4B), em solhas (Pleuronectes platessa) (Fig. 4C), em
linguados (Synaptura orientalis) em bagres (Cathorops spixii) (Fig. 4D) (MARIGOMEZ et al., 2006;
HAENSLEY et al., 1982; STENTIFORD et al., 2014; KATSUMITTI et al., 2009) e focos de inflamacéo
em linguados (Pseudorhombus arsius) (Fig. 4E) (STENTIFORD et al., 2014).

Os macrofagos participam do sistema imunologico inato, possuindo padrées moleculares de baixa
especificidade associados a patogenos (PAMPS) com receptores que podem se ligar a diversos antigenos
(JANEWAY et al., 2002). No entanto, os AMs podem estar relacionado ao estresse causado pela idade ou
cicloreprodutivo (VETHAAK e WESTER, 1993; AGIUS e ROBERTS, 2003), podendo também ser reacdo

a compostos toxicos como nas solhas (Pleuronectes platessa) que apresentaram uma maior densidade de
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AMs no figado do que as solhas do local de controle (HANSLEY et al., 1982), assim como linguados
(Platichthys flesus) relacionados a altos niveis de polui¢do por hidrocarbonetos de petrdleo apresentaram
uma alta prevaléncia de AMs comparados aos espécimes do local de referéncia ndo contaminado
(STENTIFORD et al., 2003).

Logo, a resposta inflamatoria ocorre apds moléculas organicas, bactérias ou protozoarios
adentrarem no organismo e a principal funcdo da inflamacéo é eliminar todo e qualquer tipo de agressao.
A presenca de células fagociticas mononucleadas como aglomerados de macréfagos e acimulo de linfocitos
indicam que o organismo esta sob um processo inflamatério (APPELBERG, 2005). Nesse caso, a presenca
de micro-organismos pode ser um indicativo da susceptibilidade a um ambiente contaminado
(CARRERAS-AUBETS et al., 2010), uma alta frequéncia desses organismos foi identificada por
Marigomez et al. (2006) (Fig. 4F). Oliveira-Ribeiro et al. (2013) (Fig. 4G) e Stentiford et al. (2014) (Fig.
4H) estudaram impactos histopatoldgicos apds derramamentos de petrdleo simbolizando o ambiente
patogénico, eles confirmaram que os microrganismos, como fungos e protozoarios, podem ser marcadores
da insalubridade aquatica e indicativos de imunodepressao nos organismos (MARCOGLIESE, 2004).

As esteatoses descrevem acumulos atipicos de lipidios do tipo triglicerideos dentro das células, incluindo
os hepatécitos (KELLY, 1993). A esteatose aparece frequentemente no tecido hepatico, pois o figado é um
6rgdo que metaboliza lipideos ativamente (GINGERICH, 1982). Foi encontrada em figados de bagres
(Cathorops spixii), peixe-rei (Atherinella brasiliensis), linguados (Pseudorhombus arsius e Synaptura
orientalis), douradas (Sparus aurata) e pescadas (Merluccius merluccius) (KATSUMITTI et al., 2009;
OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2013; STENTIFORD et al., 2014; MORALES-CASELLES et al., 2006;
MARIGOMEZ et al., 2006). Também, figados de pescadas (Merluccius merluccius) (Fig. 5A)
apresentaram esteatose (MARIGOMEZ et al., 2006); os figados da pescada (Sparus aurata), que
apresentam até 12% de concentracao lipidica e do robalo (Dicentrarchus labrax) contam com uma taxa de
até 50%, consideradas quantidades gordurosas normais (MCLELLAND et al., 1995). No entanto, 0
histopatologista necessita conhecer a morfologia do figado da espécie e possuir uma amostra robusta para

assim reconhecer uma possivel atipicidade que pode ser traduzida como uma patologia.
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Figura 4: Figados com patologias em peixes expostos a contaminagdo por petréleo. A- Parasita nematoide (asterisco)
associados a infiltragio leucocitaria (seta) em Engraulis encrasicolus (H&E, 100um) (MARIGOMEZ et al., 2006). B- AMs
(seta) em Merluccius merluccius em torno de um vaso sanguineo (asterisco) (H&E, 150pum) (MARIGOMEZ et al., 2006).
C- AMs (seta) em Pleuronectes platessa (AB-PAS, x219) (HAENSLEY et al., 1982). D- AMs (seta) em Cathorops spixii
(H&E) (KATSUMITTI et al., 2009). E- Inflamacdo granulomatosa (seta) em Pseudorhombus arsius (H&E, 100um)
(STENTIFORD et al., 2014). F- AMs (seta) associados a um protozoario em Engraulis encrasicolus (H&E, 20um)
(MARIGOMEZ et al., 2006). G- Parasitas (seta) em Atherinela brasiliensis (H&E, 100um) (OLIVEIRA RIBEIRO et al.,
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2013). H- Cisto de um microsporidio em Pseudorhombus arsius (H&E, 200um) (STENTIFORD et al., 2014).

Dentre os causadores da esteatose estdo 0s hidrocarbonetos de petréleo e as reacBes bioquimicas
concomitantes; pescadas (Sparus aurata) (Fig. 5E) submetidas a sedimentos com hidrocarbonetos de
petréleo dos locais contaminados pelo petroleiro Amoco Cadiz apresentaram vacuolos lipidicos anormais
(MORALES-CASELLES et al., 2006).

Todavia, ha varios causadores do acimulo de gordura nos hepatocitos, eles podem ser substancias
toxicas, mas também podem ocorrer devido a desnutri¢ao proteica, problemas na respiracédo celular, época
do ano, taxas altas de aglcares no sangue e concomitante excesso de gordura corporal, como o que ocorre
em peixes cultivados devido a superalimentacdo rica em carboidratos (IDILMAN et al.,, 2016;
PASTORINO et al., 2019; FERNANDES JUNIOR et al., 2016). Portanto, sugere-se uma padronizacéo
para auxiliar no diagndstico desta patologia.

Os hepatdcitos estdo sujeitos a alteracdes degenerativas reversiveis, como as esteatoses (BERNET
et al., 1999). Porém, quando a lesdo é irreversivel, os hepatdcitos morrem por necrose ou apoptose
(EVENSEN, 2006). A necrose € caracterizada pela diminui¢do do volume, fragmentacéo e dissolucao do
nacleo celular e hd uma perda da integridade da membrana plasmatica e organelas citoplasmaticas. O
processo de necrose pode assumir padrdes especificos: coagulativa, liquefativa, gangrenosa, caseosa,
gordurosa e fibrinoide (KUMAR et al., 2016). Focos necroticos em anchovas (Engraulis encrasicolus)
foram encontrados ap6s uma infestacdo de nematoides acompanhados por uma resposta inflamatéria
(MARIGOMEZ et al., 2006) (Fig. 5F), que é caracterizada pela supress&o do contetido celular. A infiltragio
desse contetdo possibilita a geracdo de reacdes inflamatdrias que resultam no rompimento celular
(KUMAR et al., 2016).

Necroses em bagres (Cathorops spixii) (Fig. 5G) (KATSUMITTI et al., 2009) e em peixes-rei
(Atherinella brasiliensis) (Fig. 5H) (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2013) ocorreram em espécimes coletados
tanto no local de controle quanto no local contaminado antes e depois do derramamento. E definido na
literatura que HPAs, PCBs e metais podem causar necrose (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005; MIRANDA
etal., 2008; MELA al., 2007). Assim, a prevaléncia de necrose observada em C. spixii e A. brasiliensis esta
vinculada a exposicdo continua a varios poluentes, pois os locais de coleta no complexo estuarino do
Paranaguda recebem um volume significativo de xenobioticos (SANTOS et al., 2006).

Sendo assim, Lepidorhombus boscii contaminados pelo derramamento do petroleiro Haven no mar
Mediterranio apresentaram les6es difusas, incluindo necrose, enquanto outras espécies no mesmo estudo
(Merluccius merluccius e Mullus barbatus) apresentaram lesGesmenos severas (PIETRAPIANA et al.,
2002) (Fig. 51 e 5J). Necrose, como lesdo irreversivel, é o resultado de lesdes isquémicas e hipoxicas, ou
seja, lesdes que
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Figura 5: Figados com patologias em peixes expostos a contaminagdo por petroleo. A- Alto teor de gordura (seta) em
Merluccius merluccius (H&E, 150um) (MARIGOMEZ et al., 2006). B- Esteatose associados a AMs (setas) em Cathorops
spixii (H&E) (KATSUMITTI et al., 2009). C- Esteatose (setas) em Atherinella brasiliensis (H&E, 100 um) (OLIVEIRA
RIBEIRO et al., 2013). D- Esteatose (setas) em Pseudorhombus arsius (H&E, 50um) (STENTIFORD et al., 2014). E-
Esteatose (seta) em Sparus aurata (H&VOF, x25) (MORALES-CASELLES et al., 2006). F- Foco de necrose (seta) ap6s
perturbacio de nematoides em Engraulis encrasicolus (H&E, 230um) (MARIGOMEZ et al., 2006). G- Necrose em
Cathorops spixii (H&E) (KATSUMITTI et al., 2009). H- Grande &rea necrdtica em Atherinella brasiliensis (H&E, 50 pm)
(OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2013). I- Ampla érea necrdtica levemente invadida por células sanguineas e rodeada por células
saudaveis (seta) em Lepidorhombus boscii (H&E, x600) (PIETRAPIANA et al., 2002). J- Vaso sanguineo rodeado por uma
pequena area de células necréticas (seta) em Lepidorhombus boscii (H&E, x600) (PIETRAPIANA et al., 2002). K- Ampla
area necrotica em peixes do género Brevoortia (H&E, 200um) (BENTIVEGNA et al., 2015). L- Neoplasia ndo invasiva
(seta) (H&E, 50pm) e neoplasia invasiva (asterisco) (H&E, 100pm) em Atherinella brasiliensis (OLIVEIRA RIBEIRO et
al., 2013).

diminuem o suprimento sanguineo e o teor de oxigénio, gerando sofrimento tecidual, e pode ser uma
resposta ao estresse oxidativo (KUMAR et al., 2016). Dessa forma, peixes associados aos bentos, por
exemplo o L. boscii, podem estar sujeitos a contaminacg&o direta do processo de sedimentagéo do 6leo, ndo
somente através do alimento, mas também pela pele, assim, contribuindo para que lesdes mais intensas se
manifestem (MYERS et al., 1998).

Continuamente, peixes do género Brevoortia sp., duramente contaminados pelo derramamento da
DWH, apresentaram uma prevaléncia aumentada de alteracGes hepaticas envolvendo necrose (Fig. 5K).
Em contrapartida, os peixes do género Brevoortia sp. dos locais de referéncia apresentaram reduzidas
patologias para 0 mesmo tecido (BENTIVEGNA et al., 2015). Por isso, em peixes, as lesGes especificas de
degeneracOes e necroses estdo comumente vinculadas a locais poluidos (STENTIFORD et al., 2003).

40



JESUS, R. N. VariacGes na estrutura populacional e biomarcadores histoldgicos em Mugil curema...

Apesar disso, Bentivegna et al., (2015) sugerem que o uso de experimentos laboratoriais utilizando enzimas
como a CYP1A (WHITEHEAD et al., 2012), associados a pesquisa de campo, podem vincular as respostas
histopatologicas a exposi¢do ao petroleo.

Nesse caso, ainda que a necrose hepatica e a esteatose sejam consideradas patologias mais severas
(BERNET etal., 1999), o avanco delas esta sujeito a exposi¢éo constante aos xenobidticos, porém, quando
essa exposicdo cessa, as patologias também ficam suscetiveis a regredir (TEIXEIRA, 2020; OLIVEIRA
RIBEIRO et al., 2013). Contudo, a exposic¢ao continua a hidrocarbonetos de petréleo e outros xenobioticos
pode causar neoplasias e, em oposi¢do ao avanco de outras patologias, lesdes neoplasicas progridem mesmo
quando ha a reducédo da exposicdo crénica ao contaminante (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2013).

As neoplasias - benignas e malignas - se distinguem a partir do nivel de diferenciagdo celular, taxa
de crescimento, invaséao local e metastase (ZACHARY e MCGAVIN, 2013). Todavia, a metastase para 0s
peixes € um fenbmeno incomum, pois suas células neoplasicas precisariam apresentar proteases ou
glicoproteinas membranosas que estdo presentes nas células neoplasicas dos mamiferos. (MARTINEAU
e FERGUSON, 2006). Essas alteragbes sdo frequentemente causadas por distarbios enddcrinos ou
metabolicos, motivados por fatores ambientais ou poluicdo (HYBYIA, 1982), uma vez que 0
desenvolvimento de neoplasias em peixes € um processo que envolve varios fatores intrinsecos, sendo eles
genéticos, restritos a algumas espécies, que aumentam com a idade e sexo, ou por fatores extrinsecos, como
temperatura, estacdo e qualidade ambiental (GROFF, 2004).

Portanto, peixes-rei (Atherinella brasiliensis) (Fig. 5L) apresentaram neoplasia invasiva e ndo
invasiva nos locais onde as atividades antrépicas sdo mais intensas independentemente da area que o
derramamento de petréleo aconteceu. Apesar de andlises fluorimétricas que determinaram qualitativamente
e quantitativamente os niveis de HPA na bile, ndo foi possivel afirmar que as neoplasias foram resultadas
do derramamento de petréleo (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2013). Faz-se necessario, porém, esclarecer que
os hidrocarbonetos policiclicos arométicos sdo denominados como "iniciadores™ e "promotores" tumorais.
Essa denominacdo concerne ao fato de que os HPAs sdo agentes mutagénicos, ou seja, que estimulam a
mutacdo e divisdo celular (MARTINEAU e FERGUSON, 2006). Isto posto, a manifestacdo de lesdes
neopléasicas invasivas e ndo invasivas em A. brasiliensis refletem os riscos e 0s agentes nocivos a satde que
estdo presentes no Complexo Estuarino do Paranagué-Brasil, com énfase nos hidrocarbonetos de petroleo
(OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2013).

Conclusdo

A partir dos dados acima e das analises realizadas, cinco conclusdes principais foram retiradas.
Nesse contexto, uma série de patologias e patdgenos podem ser encontrados em espécies de peixes
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capturados em locais contaminados; partes dos estudos sinalizaram que os derramamentos de petroleo
foram os motivadores dos danos teciduais em branquias e figados, enquanto outros atribuiram as lesdes
histologicas a misturas de xenobidticos presentes no ambiente. Espécies associadas aos bentos foram
amplamente utilizadas nos estudos agudos, principalmente por estarem constantemente sujeitas a baixas
doses de hidrocarbonetos. Dessa forma, foi possivel perceber que o biomonitoramento ambiental pode ser
feito a partir da combinacdo de categorias de biomarcadores, assim, esclarecendo as relagfes entre 0s
xenobidticos e as respostas bioldgicas. Logo, a capacidade dos peixes de sobreviver as lesdes severas nos
figados sugere que eles podem ser valiosos modelos para estudar a toxicidade hepatica subletal e a
regeneracdo hepatica. O presente estudo sugere prudéncia ao avaliar os biomarcadores histologicos apds
um evento agudo de derramamento de 6leo, especialmente em uma regido que ja convive com agentes
antrépicos deletérios. Assim, recomenda-se o estudo da estrutura da populacdo, dos parasitas, do sedimento,

da qualidade da 4gua e de componentes de outros niveis de integracdo biologica.
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EFEITOS DE MEDIO PRAZO EM BIOMARCADORES HISTOLOGICOS DE Mugil curema E
Haemulon aurolineatum APOS O DERRAMAMENTO DE OLEO DE 2019, NO LITORAL DE
PERNAMBUCO, NORDESTE DO BRASIL

Resumo

No Brasil, em especial na costa de Pernambuco, em agosto de 2019, foram encontradas grandes quantidades
de petréleo bruto que afetou diversas espécies costeiras importantes para pesca. Dessa forma, o presente
estudo investigou o status de saude das popula¢des de Mugil curema e Haemulon aurolineatum apds esse
acidente. Para isso noventa e sete peixes de ambas as espécies foram coletados em Itapissuma, Ilha de
Itamaraca e Goiana entre outubro de 2020 a novembro de 2021 para posteriores analises histopatoldgicas e
determinacdo dos indices somaticos. As andlises histopatologicas demonstraram expressiva ocorréncia de
patologia no figado e branquia de Mugil curema e Haemulon aurolineatum, os indices somaticos revelaram
que os figados de Mugil curema foram mais comprometidos, e que as branquias de ambas as espécies estao
com niveis de modificacGes teciduais normais a leves, e que ndo houve diferenca (p> 0,05) para os figados
e branquias de adultos e juvenis para as duas espécies dos locais estudados. Os dados obtidos indicam que
a saude dos peixes se encontra comprometida.

Palavras-chave: biomonitoramento; biomarcadores; derramamento de 6leo.

Abstract

In August 2019, large amounts of crude oil were discovered in Brazil, not least on the coast of Pernambuco,
affecting several coastal species important for fishing. Thus, the current work sought to investigate the
health of the Mugil curema and Haemulon aurolineatum populations following the accident. Between
October 2020 and November 2021, 97 fish of both species were collected in Itapissuma, Ilha de Itamaraca,
and Goiana for further histopathological analysis and determination of somatic indexes. The
histopathological analyses revealed an expressive occurrence of pathologies in the livers and gills of Mugil
curema and Haemulon aurolineatum, the somatic indexes revealed that the Mugil curema’s livers were
more compromised, and the gills of both species had normal to slight tissue changes levels, and there was
no difference (p> 0.05) between the livers and gills of adults and juveniles for the two species as per the
studies. The data obtained indicate that the health of the fishes is compromised.

Keyword: biomonitoring; biomarkers; oil spill.
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1-  Introducéo

Em 30 de agosto de 2019, manchas de petréleo cru chegaram na costa da regido Nordeste,
primeiramente nos estados de Pernambuco, Paraiba e Alagoas e, posteriormente, atingiram a regido
Sudeste, nos estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro, enquanto para o norte alcangaram até o Maranh&o
(ARAUJO et al., 2020). Esse derramamento de petréleo atingiu a costa de Pernambuco em duas ondas que
consistiram de pellets encalhados no inicio de setembro, e grandes manchas encalhadas no inicio de
novembro (MAGALHAES et al., 2022). Cerca de 1500 toneladas métricas de petroleo bruto (misturado
com detritos) foram recuperadas da costa deste estado.

Esse derramamento se inclui nos 5,86 milhdes de toneladas de petréleo langadas ao mar no mundo
devido a acidentes entre 1970 a 2020, de acordo o Relatorio da Federacao Internacional de Poluicdo de
Proprietarios de Petroleiros (ITOPF, 2021). Nesse caso, o derramamento de petroleo de 2019 no Nordeste
do Brasil é considerado o maior desastre ambiental em extensao do pais, gerando entre 5.000 a 12.500 m3
de residuos oleosos que abrangeram 4.000 km de costa, mais de mil localidades documentadas de 11 estados
brasileiros e 55 unidades de conservacdo ambiental (DANTAS et al., 2019; BRASIL, 2020; ZACHARIAS
et al., 2021). E esperado que nesse tipo de evento haja consequéncias ecoldgicasas, sociais, econdmicas e
de saude humana a curto, médio e longo prazo.

Dentre as areas atingidas, destacam-se 0s ecossistemas recifais e estuarinos, que possuem relevantes
fungdes ecoldgicas, como a alta produtividade bioldgica, por serem locais de reproducdo e bercario
(CASTRO, 1999; IPIECA, 1992; LOPES et al., 2007; BERENGER, 2013) e usados como locais de pesca,
uma vez que possuem espécies de elevada importancia econémica (BENTO, 2005). A perturbacdo sofrida
atingiu uma area aproximada de 5500 kmz?, equivalendo — em sentido figurado — a cerca de 800 mil campos
de futebol, o que afetou centenas de espécies das aguas costeiras brasileiras, assim como a oferta de servi¢os
ecossistémicos (MAGRIS e GIARRIZZO, 2020; MEIRELES et al., 2020).

Dentre as espécies que habitam esses ambientes, destacam-se a tainha (Mugil curema —
Valenciennes, 1836) e a sapuruna (Haemulon aurolineatum — Cuvier, 1930), que tém alta producdo
pesqueira no litoral de Pernambuco, especialmente nas cidades de Itapissuma, llha de Itamaracéa e Goiana
(LESSA et al., 2006). Essas espécies possuem caracteristicas adequadas para serem consideradas
bioindicadores, pois, ao longo da vida, transitam entre os ambientes estuarinos e recifais, além de possuirem
alta longevidade, o que as tornam relevantes para o presente estudo por estarem presentes na area antes e
apos o derramamento de 6leo (ARENA et al., 2007; MANOOCH e BARANS, 1982; SANTANA et al.,
2009, 2018).

Ademais, elas estdo associadas ao bentos devido a alimentacdo, tornando-se mais suscetiveis a
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contaminacéo direta por hidrocarbonetos de petroleo (PETERSON et al., 2003; FINGAS, 2012). Salienta-
se que essas espécies sdo utilizadas como bioindicadoras da qualidade da &gua em outros estudos de
biomonitoramento apds derramamentos de petroleo e em locais com intensa exploracdo petrolifera
(CORREA e VENABLES, 1985; NORBERG, 2015).

Para avaliar os impactos ambientais, os biomarcadores branquias e figados sdo amplamente
utilizados em eventos relacionados ao petroleo e, usualmente, a histopatologia tem sido usada para
investigacdo de impactos envolvendo derramamentos. A exemplo disso destacam-se os estudos do
derramamento do navio Amoco Cadiz na Franca, em 1978, do Prestige na Espanha, em 2002, além de
explosdes, como na plataforma da Deepwater Horizon, no Golfo do México, em 2010 (MARIGOMEZ et
al., 2006; HAENSLEY et al., 1982; BENTIVEGNA et al., 2015; MORALES-CASELLES et al., 2006).

O presente estudo estd inserido no contexto da avaliacdo dos efeitos de médio prazo do
derramamento (de 2 anos) em espécies que ocupam diferentes nichos na area estudada Mugil curema e
Haemulon aurolineatum, tendo-se, para isso, utilizado: 1) o conhecimento sobre a historia de vida das
espécies na area estudada (SANTANA DA SILVA, 2007; SANTANA, 2018; LIMA, 2004; REVIZEE,
2009) e 2) comparado com os padrdes sobre biomarcadores histopatoldgicos (branquias e figados) em
espécies relacionadas aos derramamentos apresentados no capitulo 1. Por fim, o presente estudo discute o
status da saude dessas espécies na area do derramamento de éleo de 2019 em Pernambuco considerando

outras fontes passiveis de terem contribuido para as alteracGes identificadas.

2-  Materiais e métodos

Um total de noventa e sete peixes das espécies Mugil curema e Haemulon aurolineatum foram
capturados entre outubro de 2020 a novembro de 2021 nos municipios de Itapissuma, Ilha de Itamaraca e
Goiana, situadas no litoral norte de Pernambuco (Figura 1). Os peixes coletados foram transportados em
caixas térmicas, protegidos das variacGes de temperatura até o laboratério de Dindmica de Populacdes
Marinhas (DIMAR) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, onde foram submetidos a biometria e dissecacdo. Amostragens e entrevistas
foram realizadas de acordo com a legislacdo nacional vigente sob as licengas SISBIO/IBAMA 49663-1 e
da Plataforma Brasil 255171.20.

2.1. Composicdo da amostra em comprimentos

Os comprimentos totais e zooldgicos dos espécimes das duas espécies foram aferidos em cm e 0s

sexos e 0 desenvolvimento gonadal (se jovens ou adultos) registrados para todos os individuos nas amostras
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(BROWN-PETTERSON et al., 2011). Para separar jovens e adultos utilizou-se os tamanhos meédios
estimados de maturidade para as espécies por Santana da Silva (2007) para a tainha e por Lima (2004) e
REVIZEE (2009) para a sapuruna.

34°54'W 34°%48'W 34%42°W

7°42'S
7°42'S

30

Legenda Itapissuma
@ Desembarque de
Mugil curema
O Desembarque de
Haemulon aurolineatum
(® Desembarque das duas espécies
B Vegetacdo Mangue
— Isébatas

7°48'S
7°48'S

7.5 km

34°54'W 34°48'W 34°42'W

Figura 1: Area de estudo compreendendo os municipios de Goiana, llha de Itamaraca e ltapissuma afetada pelo
derramamento de petréleo, em setembro de 2019, no litoral de Pernambuco, Brasil.

2.1.1 Estimativa das idades na amostra

As idades dos peixes na captura foram estimadas através da equacdo invertida de von Bertalanffy
(SPARRE e VENEMA, 1997). As curvas de crescimento dos estudos de Santana et al. (2009) para Mugil
curema foram: Loo = 40,2 cm, K = 0,281 ¢ to = -0,459/ano e Lima (2004) para Haemulon aurolineatum:
Lo =24,17 cm, K=0,2336 e to =-0,8552 /ano foram utilizadas. De posse das idades na captura estimaram-
se as idades absolutas dos individuos em 2019 ano do derramamento de 6leo segundo Lima (2004), Santana

da Silva (2007) e REVIZEE (2009, vols. 4 e 5).

2.1.2 Identificagdo dos habitats ocupados por tamanho

Para inferéncias sobre o habitat dos individuos capturados e seu uso, foram utilizados os estudos de
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REVIZEE (2009, vols. 4 e 5), Santana et al. (2018) e Lima (2004), sendo aplicada uma abordagem
complementar com entrevistas aos pescadores. Seguiu-se a definicdo do conhecimento ecoldgico
tradicional (CEL) como fonte de informacGes bioldgicas (DREW, 2005). Assim, pode ser confeccionado
um mapa mental a partir de imagens disponiveis no Google Earth, visando a identificacao, espacializacéo,
mensuracao e reconhecimento dos locais de pesca e dos locais onde se encontram 0s espécimes das especies

estudadas na presente pesquisa.

1.2 Procedimentos histopatolégicos

Para investigacdo morfoldgica, os figados e branquias foram fixados em formalina tamponada
neutra a 10% durante 24 horas e posteriormente conservados em alcool 70%. As branquias foram
descalcificadas pelo método descrito por Tolosa et al. (2003). Além disso, foram desidratados em uma série
de &lcoois, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina. Foram cortados em sec¢des
transversais de aproximadamente 5 pum de espessura e corados com Hematoxilina e Eosina (HE) de Harris.
A leitura das laminas foi realizada em microscépio Optico e as imagens de cada lamina foram capturadas
utilizando o Programa Image pro Plus® com especial atengdo as lesdes identificadas. Além disso, as
alteragdes histopatoldgicas foram avaliadas semiquantitativamente usando um sistema de pontuagdo de
Bernet et al. (1999). Para cada alteracdo observada foi atribuido um fator de importancia de 1 (a alteracéo
é reversivel); 2 (a alteracdo é reversivel se o estressor for neutralizado); 3 (a alteracao € irreversivel). Logo
apos, também foi concedido um valor de pontuacéo (a extensdo da lesdo em todo o tecido) atribuido a cada
alteracdo, que assume os valores: 0 (ndo observado); 2 (ocorréncia leve); 4 (ocorréncia moderada) ou 6
(ocorréncia grave). Dessa forma, o produto do valor de pontuagédo com o fator de importancia para cada
alteracdo fora calculado para todas as altera¢des identificadas no 6rgdo examinado e, por fim, somados para
obter um indice de orgaos por peixe (Ifish). Posteriormente todos os Ifish foram somados para obter um

indice total de orgdo (lorg), Ib para branquias e If para figados.

O sistema de classificagdo com base em um esquema de pontuagdo de Zimmerli et al. (2007)
foi usado para classificar os resultados do Ifish de acordo com a gravidade da resposta histolégica: classe 1
(Ifish <10): estrutura normal com pequenas alteracBes histologicas, classe 2 (Ifish = 11-20): leves
modificacbes no tecido, classe 3 (Ifish = 21-30): presenca de modificagdes moderadas da arquitetura
tecidual, classe 4 (Ifish = 31-40): presenca de modificagdes acentuadas da arquitetura e morfologia do
tecido, classe 5 (Ifish >40): alteracOes severas da arquitetura e morfologia dos tecidos.

2.3 Tratamento estatistico dos dados
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A andlise estatistica dos resultados foi realizada usando o software PAST, verséo 4.03. Os dados
foram expressos como média + desvio-padrdo. Todos os dados foram testados primeiramente para
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (teste de Levene) para atender
demandas estatisticas. O Teste t de Student ou a analise de variancia ou o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney ou de Kruskall-Wallis, dependendo da distribuicdo dos dados, foi usado para verificar as
diferencas entre os valores dos indices de 6rgdo de cada local de coleta como também para as fases de vida
dos peixes. Em todos 0s casos o0 nivel de significancia estatistica foi mantido em 5%.
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3. Resultados
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Figura 2: (A) Local de estudo com dados de batimetria e pontos de ocorréncia de Mugil curema
fémeas adultos e juvenis; (B) Local de estudo com dados de batimetria e pontos de ocorréncia de
Mugil curema machos adultos e juvenis.
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3.1 Mugil curema

3.1.1 Distribuicdo espago-temporal de Mugil curema no litoral norte de
Pernambuco, Brasil

Dentre os quarenta e sete peixes coletados entre outubro de 2020 a novembro de

2021, os peixes adultos representaram 58% da populacdo amostral, sendo que os coletados em
Goiana (45%), Ilha de Itamaraca (2%) e Itapissuma (11%) estavam no mar na época do
derramamento de petréleo. Os peixes imaturos na época do derramamento representavam 42%.
Conforme com o mapa mental descrito pelos pescadores colaboradores, foram obtidas
informacdes da distribuicdo espaco-temporal das tainhas, assim, apontando os possiveis locais
gue se encontra essa espécie nas fases juvenil e adulta. 7 km da costa, enquanto tainhas jovens
sdo encontradas em estuarios e manguezais (Figura 2). Os comprimentos dos individuos no

momento da captura encontram-se em Anexo (Figura 17).
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Figura 3: Percentual de idade para ambos os sexos de Mugil curema, em Goiana, Ilha de Itamaraca e Itapissuma,
em setembro de 2019, no litoral norte de Pernambuco, Brasil.

3.1.2 Indices histopatoldgicos

Mugil curema apresentou um Ib de 376 e If de 1056 (Tabelal). As alteracdes
encontradas nas branquias foram aneurisma (Figura 4A), congestdo dos vasos sanguineos
(Figura 4B), desorganizacédo lamelar (Figura 4C), descolamento do epitélio (Figura 4D), fusdo
(Figura 4E) e necrose (Figura 4F), ja no figado ocorreu aglomerados de macréfagos (Figura
5A), degeneracdo lipidica (Figura 5B), moderada presenca de fibrose (Figura 5C), degeneracao

hidrépica (Figura 5D) necrose (Figura 5E) e dilatagdo sinusoidal (Figura 5F). Descolamento do
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epitélio e fusdo lamelar foram as alteracfes mais frequentes observadas nas branquias dos
peixes adultos, enquanto desorganizacdo lamelar foram as lesdes mais frequentes em peixes
juvenis; fusdo lamelar foi encontrada em todos os locais estudados (Figura 6); degeneracéo
lipidica, necrose e aglomerados de macrofagos ocorreram nos figados de peixes de todos os
locais; degeneracdo lipidica foi a lesdo mais frequente nos figados dos adultos e juvenis de

todos os locais (Figura 7).
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Padrdo de reacdo Branquia Figado Ib If
Leses histopatoldgicas w Lesdes histopatologicas w
Disturbios circulatérios Aneurisma 1

Congestao dos vasos sanguineos 1

Mudangas regressivas

Desorganizacao lamelar 1 Degeneracéo hidropica 2

Fuséo 1 Degeneracdo lipidica 2

Descolamento do epitélio 1 Fibrose 2

Necrose 3 Necrose 3

Resposta inflamatoria Aglomerados de macrofagos 1

376 1056

Tabela 1: Ocorréncia de lesdes na branquia e no figado de Mugil curema depois do derramamento de petréleo em setembro de 2019 no litoral de Pernambuco, Brasil.
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Figura 4: Fotomicrografias de branquia de Mugil curema coletadas na area do derramamento ocorrido em setembro de 2019, no
litoral de Pernambuco, Brasil. A. Uma fileira de lamelas secundarias com aneurismas completamente dilatadas (seta). B. Lame-
las branquiais congestionadas (seta). C. Lamelas totalmente desorganizadas (seta). D. Epitélio lamelar fortemente descolados.
E. Filamento branquial completa fusdo de lamelas secundarias (seta). F. Presenca de células necréticas em todo o filamento
lamelar. Ampliagdo: 40 para A, B, C, D,E eF.
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Figura 5: Fotomicrografia de figado de Mugil curema coletadas na area do derramamento ocorrido em setembro de 2019, no
litoral de Pernambuco, Brasil. A. Figado mostrando presenca de aglomerados de macréfagos (seta). B. Figado com esteatose
macrovesicular (seta). C. Atenuada area de fibrose (seta). D. Presenca de hepat6citos com degeneracdo hidropica (seta). E.
Area necrotica (seta). F. Presenca de sinusoides dilatados. Ampliagdo 40 para A, B, C, D, E, e F.
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Figura 6: Frequéncia de patologias em branquias de Mugil curema por area de estudo.
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Figura 7: Frequéncia de patologias encontradas em figados de Mugil curema por éarea de estudo.

A partir do Ifish verificou-se a presenca de patologias em figados de Mugil curema de
todos os locais estudados. Figados de peixes adultos capturados em Goiana apresentaram maior
frequéncia no indice histoldgico acentuado, enquanto para juvenis o indice considerado
moderado foi 0 que mais ocorreu. Em llha de Itamaracd, o indice de alteracdo severa foi

encontrado em uma pequena parcela de peixes adultos, enquanto peixes juvenis foram
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caracterizados por apresentarem indices moderados. Peixes adultos capturados em Itapissuma
apresentaram indices acentuados, assim como 0S juvenis que se segmentaram em indices
classificados em moderados a acentuados (Figura 8). O indice histolégico considerado normal
em branquias de Mugil curema foi comum em juvenis e adultos de Goiana e Ilha de Itamaraca,
a medida que o indice histologico de modificacGes moderadas foi mais frequente em adultos de
Itapissuma (Figura 9). Posteriormente, o Ifish tanto das branquias quanto dos figados de adultos

e juvenis constatou semelhanca (p>0,05) para todos os locais estudados (Tabela 2).
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Figura 8: Percentual dos indices de alterages hepaticas para adultos e juvenis de Mugil curema coletados no local
do derramamento de petroleo, ocorrido em setembro de 2019 em Goiana, llha de Itamaraca e Itapissuma no litoral
de Pernambuco, Brasil.
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Figura 9: Percentual dos indices de alteragBes branquiais para adultos e juvenis de Mugil curema coletados no
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local do derramamento de petréleo, ocorrido em setembro de 2019 em Goiana, Ilha de Itamaracé e Itapissuma, no
litoral de Pernambuco, Brasil.

.- _ . . Ilha de
Estagio Orgao Goiana Itapissuma ltamaraca 0>0,05
Branquia 948,2 14,8+11,2 0,23
Adulto
Figado 24,8+£11,6 28,9£10,2 0,41
Brénquia 7,5+3,5 7,5+3,5 3,3+2,3 0,15
Juvenil
Figado 23,8+6,5 26,3+7,6 23+15,6 0,18

Tabela 2: Média, desvio-padrdo e nivel de significancia em 5% do indice de alteracdo branquial e hepatica de
adultos e juvenis de Mugil curema em Goiana, Itapissuma e Ilha de Itamaraca.

3.2 Haemulon aurolineatum

3.2.1 Distribuicéo espago-temporal de Haemulon aurolineatum no litoral norte de
Pernambuco, Brasil
Dentre os cinquenta H. aurolineatum, os adultos representaram 86% da populacéo
amostral, sendo que os coletados em Goiana (52%) e llha de Itamaracé (34%) estavam eram
adultos. Enquanto os peixes juvenis representaram 14% (Figura 11). De acordo com 0 mapa
mental descrito pelos pescadores colaboradores, foram obtidas informacdes da distribuicao
espaco-temporal das sapurunas, assim, apontando os possiveis locais que se encontra essa
espécie nas fases juvenil e adulta. A partir dessas informacdes foi sabido que as sapurunas
adultas sdo encontradas entre 15 a 25 km da costa a uma profundidade de até 30 metros, ja as
sapurunas jovens sdo encontradas préximas a bancos de areia e proximos aos estuarios (Figura
10). Os comprimentos dos individuos no momento da captura encontram-se em Anexo (Figura
18).
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Figura 10: (A) Local de estudo com dados de batimetria e pontos de ocorréncia de Haemulon aurolineatum
fémeas adultas e juvenis; (B) Local de estudo com dados de batimetria e pontos de ocorréncia de Haemulon
aurolineatum machos adultos e juvenis.
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Figura 11: Frequéncia de idade para ambos os sexos de Haemulon aurolineatum em Goiana e llha de
Itamaraca, em setembro de 2019 no litoral de Pernambuco, Brasil

3.2.2 Indices histopatoldgicos

Haemulon aurolineatum apresentou um Ib de 234 e If de 448 (Tabela 3). As
alteracOes encontradas nas branquias foram fuséo e congestéo (Figura 12A), descolamento
do epitélio lamelar (Figura 12B), desorganizacdo lamelar (Figura 12C) e aneurismas
(Figura 12D); no figado ocorreu degeneracdo lipidica microvesicular (Figura 13A),
aglomerados de macrdfagos (Figura 13B), degeneracdo hidropica (Figura 13C) e
abundantes areas necroticas (Figura 13D). Fusdo das lamelas foi a alteracdo mais frequente
em peixes juvenis e adultos (Figura 14); a degeneracao lipidica foi a lesdo mais frequente

no figado dos juvenis e adultos de todos os locais (Figura 15).
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Padrdo de reacdo Branquia Figado Ib If
Lesdes histopatoldgicas W Lesdes histopatoldgicas W
Disturbios circulatdrios Aneurisma 1
Congestao dos vasos sanguineos 1
Mudangas regressivas Desorganizacao lamelar 1 Degeneracéo hidropica 2
Fusdo 1 Degeneragdo lipidica 2
Descolamento do epitélio 1 Necrose 3
Resposta inflamatoria Aglomerados de macrofagos 1
234 448

Tabela 3: indice de lesBes branquiais e hepaticas de Haemulon aurolineatum depois do derramamento de petréleo em setembro de 2019 no litoral de Pernambuco, Brasil.
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Figura 12: Fotomicrografias de branquia de Haemulon aurolineatum coletadas na area do derramamento ocorrido
em setembro de 2019, no litoral de Pernambuco, Brasil.A. Congestionamento de um vaso (asterisco)
complementado por lamelas completamente fusionadas (seta). B. Presenca de levantamento do epitélio lamelar
(seta). C. Lamelas totalmente desorganizadas (seta). D. Uma fileira de lamelas secundarias com aneurismas
completamente dilatados (seta). Ampliacdo: 40 para A, B, C e D.

O

Figura 13: Fotomicrografia de figado de Haemulon aurolineatum coletadas na &rea do derramamento ocorrido em
setembro de 2019, no litoral norte de Pernambuco, Brasil. A. Figado com microvesiculas de gordura caracterizando
degeneracdo lipidica (seta). B. Presenca de aglomerados de macr6fagos (seta). C. Presen¢a de células com
degeneracdes lipidicas (seta). D. Area necrética (seta). Ampliacdo 40 para A, B, C e D.
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Figura 15: Frequéncia de patologias encontradas em figados de Haemulon aurolineatum por area de estudo.

Os figados de H. aurolineatum adultos coletados em Goiana apresentaram maior

frequéncia nos indices de modificacBes normais e leves, enquanto foi observado maior

ocorréncia de indices de modificacdes leves nos figados de peixes adultos de Ilha de Itamaraca,

assim como os figados dos peixes juvenis de ambos os locais possuiram modificacGes leves

(Figura 16). As branquias apresentaram maior frequéncia para o indice de modificacdes

normais para todos os peixes de Goiana e Ilha de Itamaracéa (Figura 17).
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Logo apos, O Ifish tanto das branquias quanto dos figados de adultos e juvenis constatou

semelhanca (p>0,05) para todos os locais estudados (Tabela 4).
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Figura 16: Percentual dos indices de alteracdes hepaticas para adultos e juvenis de Haemulon aurolineatum
coletados no local do derramamento de petréleo, ocorrido em setembro de 2019 em Goiana e Ilha de Itamaracéa no
litoral de Pernambuco, Brasil.
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Figura 17: Percentual dos indices de alteracfes branquiais para adultos e juvenis de Haemulon aurolineatum
coletados no local do derramamento de petréleo, ocorrido em setembro de 2019 em Goiana e Ilha de Itamaracéa no
litoral de Pernambuco, Brasil.
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- - . Ilha de
Estagio Orgao Goiana ltamarac p>0,05
Branquia 6,3+2.2 4,85+3,3 0,09
Adulto
Figado 10,9+7,3 15+4,8 0,08
Branquia 845,65 4,519 0,8
Juvenil
Figado 12,7£3,1 21,318,1 0,15

Tabela 4: Média, desvio-padrao e nivel de significancia a 5% do indice de alteragdo branquial e hepatica de adultos
e juvenis de Haemulon aurolineatum em Goiana e llha de Itamaraca.

4 Discussao

Os valores de indice somatico para tainha foram associados ao habito alimentar, pois
mugilideos séo forrageadores (CARDONA, 2016) e, dessa forma, o petréleo pode ter entrado
em contato com essa espécie através da ingestdo das fracdes hidrossollveis existentes no solo
de seu habitat, uma vez que uma das caracteristicas do petroleo derramado em 2019 foi a de ser
mais denso do que a dgua marinha, formando assim flocos no substrato a medida que a
profundidade diminuia. Assim, a maior densidade contribuiu para as menores taxas de
evaporacao dos compostos com maior volatilidade, os quais também possuem maior toxicidade
para os organismos aquaticos (PALADINO, 2000).

A sapuruna apresentou indices somaticos menores do gque os da tainha, o que pode estar
associado ao fato de que a populacdo amostral foi majoritariamente constituida de peixes
adultos que possuem um padrdo de distribuicdo mais afastado da plataforma adjacente aos
estuarios, assim, reduzindo o contato dessas populagdes adultas com as descargas de poluicdo
advindas da zona urbana. Contudo, a sapuruna apresentou patologias relevantes para o estudo
do status da saude, possivelmente associadas ao contato direto com substancias apolares, como
o0 petroleo (MARTY et al., 2003).

Além disso, esse contato pode ser relacionado a via direta, ja que essa espécie possui
comportamento regular de migragdo noturna para forragear sobre o substrato de areia (ARENA
et al., 2007) e habitam em &reas recifais, fatores estes que sao intermediadores do petrdleo para
com 0 organismo, Visto que solos arenosos sdo vias importantes de penetracdo do 6leo, pois ha
maior presenca de escavacdes criadas por endobentos, dessa forma, facilitando a fixacdo das

fracbes de petréleo no sedimento (LOPES, 2007). Ademais, a arquitetura recifal também
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possibilita a breve permanéncia do 6leo entre suas divisdes. Norberg (2015), ao investigar a
partir de isotopos, verificou que a sapuruna foi afetada através da alimentacdo, durante o
derramamento de petrdleo apds a explosdo da plataforma Deepwater Horizon, no Golfo do
Meéxico, ocorrido em 2010.

A alteracdo da arquitetura branquial da tainha e sapuruna devido a fuséo,
desorganizacdo lamelar, aneurisma e necrose foi consistente com os dados obtidos por Oliveira-
Ribeiro et al. (2005) e Akaishi et al. (2004) para poluentes organicos, assim como congestdo
dos vasos sanguineos para Santos et al. (2022) e o descolamento do epitélio que €é caracteristico
da intoxicacdo quimica (FERNANDES e MAZON, 2003), logo, as lesdes branquiais
observadas foram consideradas como o reflexo do gradiente de poluicdo do ecossistema
habitado, pois essas lesbes promovem alteracbes do comportamento respiratorio e,
consequentemente, podem resultar em suscetibilidade a outras condi¢cdes patoldgicas
(FERNANDES-CASTILHO et al., 2007). Além disso, branquias revelam a qualidade da agua,
pois podem apresentar histopatologias causadas pela entrada de variados xenobidticos no
ambiente (MELETTI et al., 2003). Ainda que as branquias apresentem niveis leves de lesdes,
faz-se necessario 0 monitoramento das populacdes de tainha, pois a presenca de morte celular
nas branquias desta espécie indica o contato com um ambiente contaminado a ponto de levar a
lesdes irreversiveis (KROGLUND et al. 2008; POLEKSIC ¢ MITROVIC-TUTUNDZIC,
1994).

Diversas alteracdes hepaticas de ambas as espécies, incluindo areas necroticas difusas,
degenerac0es, ativacdes do sistema reticuloendotelial (RES) e disturbios vasculares, podem
indicar um gradiente de poluicdo. A necrose pode ser causada por metais (MELA et al., 2007),
bifenilas policloradas (PCBs) (MIRANDA et al., 2008) e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005), assim a incidéncia de necrose e
degeneracfes em tainha provavelmente resultou de exposi¢des multiplas e de variadas fontes
poluidoras, bem como os hidrocarbonetos de petroleo, visto que em uma espécie de raia (H.
guttatus) no ambiente costeiro que essa espécie esta distribuida (Canal de Santa Cruz) ja foram
reportados niveis de Mercudrio (Hg+) acima dos limites sugeridos por 6rgdos sanitarios em
espécies de peixes benténicos (JULIO et al., 2022).

Em contrapartida, a presenca de necrose e degeneracOes lipidicas e hidropicas em
figados de sapurunas é corroborada com os dados obtidos por Magalhées et al. (2022), que em
seu estudo entre 0s meses de novembro a janeiro, ap6s o derramamento de 2019, obteve

espécimes advindos da pesca, consequentemente adultos, que compartilhavam o local de pesca
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com 0s espécimes do presente estudo, que apresentaram valores de indeno[1,2,3-cd]pireno —
um hidrocarboneto carcinogénico — acima do permitido pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria- ANVISA.

Ademais, houve predominancia dos hidrocarbonetos de petréleo com dois a quatro anéis
aromaticos, além de que as amostras possuiam uma distribui¢cdo em forma de sino ao passar do
tempo de coleta, significando que a bioacumulacdo ocorreu a partir de HPAs de origem
petrogénica e ndo por interferéncia dos HPAS pirogénicos presentes nos estuarios, ja que houve
um inicio subito de evolucao rapida e curta duracéo, caracteristico de um evento agudo como o
derramamento de petrdleo (MAGALHAES et al., 2022; LIMA, 2003). Portanto, patologias que
apresentam o actimulo anormal de triglicerideos nos hepatdcitos, o desequilibrio i6nico dos
hepatdcitos e fibroses sdo respostas caracteristicas de peixes expostos a poluentes hidrofébicos,
como os hidrocarbonetos de petréleo, fatos estes que também foram considerados em outros
monitoramentos de acidentes com petroleo (MARTY et al., 2003; HAESLY et al., 1982).

Do mesmo modo, a presenca de células do RES, como os macréfagos, esté relacionada
a uma resposta ao estresse quimico (AGIUS e ROBERTS, 2003), além de estar altamente
relacionada a ocorréncia do contato de espécies costeiras com o petroleo (STENTIFORD et al.,
2003), similarmente aos danos vasculares como dilatagéo dos sinusoides (AGAMY, 2012).

Fusdo e descolamento do epitélio lamelar nas branquias e degeneracdo lipidica nos
figados podem ocorrer frequentemente em peixes em todos os estagios de vida que foram
expostos a poluentes organicos persistentes (POPs), como os hidrocarbonetos de petréleo
(SAELE et al., 2013; CASTRO et al., 2014; JOHNSON et al., 2013).

Por conseguinte, ambas as espécies, por estarem na zona neritica, e, devido a isso,
exibirem baixa mobilidade, estdo vulneraveis ao 6leo, sobretudo, por apresentarem baixo fluxo
de padrdo migratorio, assim podendo ter uma maior probabilidade de contato com as fracGes
do petroleo, principalmente através da alimentacdo e pela associacdo aos recifes (IPIECA,
1992).

5 Conclusao

Os resultados sugerem que juvenis e adultos de ambas as espécies apresentaram indices
de modificacOes histologicas semelhantes. As lesGes encontradas nas branquias indicam que os
ambientes que esses organismos habitam estdo contaminados. Além disso, os dados
histopatoldgicos hepaticos revelaram os achados mais cumulativos e preocupantes para ambas

as espécies que, de acordo com os padrdes de distribuicdo delas, indica que a populacédo
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amostral de tainhas pode estar com a satde em risco, corroborando com o fato de que quanto
mais proximo os peixes que habitam em areas que recebem o aporte de contaminantes advindos
da dos corpos d’agua, maior o dano ao 6rgao. Por outro lado, para sapuruna, os dados ratificam
que o contato com o petroleo atestado por Magalhaes et al. (2022) se manifestou em lesGes
histolégicas no presente estudo de médio prazo. Por fim, destaca-se que os resultados
histopatologicos antecedem possiveis modificacdes na dindmica da populacdo, como a

reproducéo e o crescimento.
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Considerac0es Finais

A partir dos estudos utilizados no Capitulo 1 notou-se que os derramamentos de petrdleo
sdo motivadores dos danos teciduais em branquias e figados e que espécies associadas ao bentos
sdo consideradas bioindicadoras de eventos agudos com petréleo, por estarem constantemente
sujeitas a baixas doses de hidrocarbonetos. Portanto foi possivel concluir que para um
biomonitoramento rigoroso utilizando biomarcadores histoldgicos faz-se necessério
parciménia, principalmente em uma regido que ha& presenca de um conjunto de substancia
toxicas. Assim, pdde ser sugerido o estudo da estrutura da populagdo, dos parasitas, do
sedimento, da qualidade da agua e de componentes de outros niveis de integracdo bioldgica.

Com base nas recomendacdes do primeiro capitulo, o qual indica a combinacdo de
biomarcadores histolégicos com outras particularidades da espécie ou do ambiente a serem
estudados, foi utilizado no Capitulo 2 o estudo da historia de vida das espécies a fim de
esclarecer as relagdes entre o derramamento de petroleo de 2019 e as respostas bioldgicas
encontradas através dos biomarcadores histologicos. Os resultados sugeriram que juvenis e
adultos de ambas as espécies apresentaram indices de modificagdes histologicas semelhantes.
E que as lesdes encontradas nas branquias indicam que os ambientes que esses organismos
habitam estdo contaminados. Além disso, os dados histopatoldgicos hepaticos revelaram
observacdes preocupantes para ambas as espécies que, de acordo com os padrdes de distribuicao
delas, indica que a populacdo amostral de tainhas pode estar com a salde em risco,
corroborando com o fato de que quanto mais proximo os peixes que habitam em areas
contaminadas por diversos agentes deletérios, maior o dano ao 6rgdo. Por outro lado, para
sapuruna, os dados ratificaram que o contato com o petréleo se manifestou em lesdes
histologicas.

Logo, baseado nos dados obtidos em ambos os capitulos foi perceptivel a capacidade
dos peixes de sobreviver as lesdes severas nos figados, assim o presente estudo sugere que eles
podem ser valiosos modelos para estudar a toxicidade hepatica subletal e a regeneracédo
hepatica. Portanto, o presente estudo propde a continuidade no biomonitoramento a longo prazo
das populacdes das espécies estudadas, pois € sabido que as lesdes histopatoldgicas antecedem
possiveis modificacdes na dindmica da populacéo, como a reproducao e o crescimento, podendo

gerar consequéncias a producdo pesqueira desses estoques.
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ANEXos

Os comprimentos zooldgicos das tainhas variaram de 12,5 a 36,5 cm no periodo do
derramamento de petréleo, com tendéncia unimodal para individuos imaturos (estagio I) na
classe de comprimento 15,5 cm e tendéncia multimodal para os individuos dos demais

estagios maturacionais nas classes de comprimentos 25,5, 28,5 e 32,5 cm (Figura 17).

Frequéncia absoluta

Estégio | Demais estagios

Comprimento zooldgico (cm)

Figura 18: Distribuicdo de frequéncia de comprimento zooldgico (CZ) para ambos o0s sexos de Mugil curema e
seus periodos maturacionais no periodo do derramamento de petroleo, em setembro de 2019, no litoral de
Pernambuco, Brasil.

Os comprimentos totais das sapurunas variaram de 13,5 cm a 21,5 cm no periodo do
derramamento de petrdleo, com tendéncia bimodal para individuos imaturos (estagio 1) nas
classes de comprimentos 13,5 cm e 14,5 cm e para os individuos dos demais estagios

maturacionais nas classes de comprimentos de 15,5 cm,16,5 cm e 17,5 cm (Figura 18).
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Frequéncia absoluta

S S
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Figura 19: Frequéncia de comprimento total (CT) para ambos os sexos de Haemulon aurolineatum em
Goiana e Ilha de Itamaraca, litoral norte de Pernambuco, e seus periodos maturacionais em setembro de 2019,
no litoral de Pernambuco, Brasil.

95



