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RESUMO
Em 2019 uma grande quantidade de petréleo intemperizado atingiu o litoral

brasileiro e sua fracdo soluvel em agua FSA tipicamente rica em Hidrocarbonetos
Policiclicos aromaticos HPAs tende a ser toxica para organismos aquaticos, incluindo
peixes em sua fase embriolarval. Os estdgios iniciais de vida do “Zebrafish” Danio rerio se
tornaram modelos ecotoxicoldgicos de destaque e foram utilizados para avaliar a
toxicidade das moléculas solubilizadas do 0leo intemperizado coletado no costdo rochoso
da Praia de Pedra de Xaréu. Para isso, ovos fertilizados foram expostos durante 7 dias a
FSA do 6leo nas concentracdes 1,65, 3,3, 6,6, 13,2, 26,4 pgL™ Somatdrio da concentragdo
dos HPAs Totais presentes na FSA Y HPAT e parametros bioguimicos, morfoldgicos e
comportamentais foram avaliados ao longo do desenvolvimento até 168 horas apos a
fertilizacdo (hpf). A acetilcolinesterase foi inibida em todos os tratamentos, a peroxidagédo
lipidica (POL) e a atividade de Catalase (CAT) apresentaram reducdo no tratamento 26,4
gL' SYHPAT, e a glutationa (GSH) teve sua concentracdo elevada em 26,4 pgL™
YHPAT. O General Morphology Score (GMS) indicou um atraso significativo no
desenvolvimento embriolarval das larvas em 96 hpf expostas as concentracfes de FSA
guando comparadas ao controle. Frequéncias de larvas com anormalidades no
desenvolvimento embriolarval e patologias ap6s 96h de exposicdo apresentaram aumento
de modo concentracdo dependente. A andlise morfométrica do comprimento total, &rea do
olho e da bexiga natatéria em 168 hpf apresentou uma diminuicdo de modo concentragdo
dependente. Foi verificada uma diminuicdo da velocidade natatéria das larvas em 168 hpf
expostas a FSA em 26,4 pugL™ YHPAT quando comparadas ao controle. O processo de
insuflamento da bexiga natatéria em larvas do Danio rerio entre 72 hpf e 168 hpf foi
avaliado por filmagens logo apds a eclosdo. O tempo transcorrido até atingir a
flutuabilidade neutra (TTFN), que acontece apos o efetivo insuflamento da bexiga natatdria
das larvas, e a quantidade de vezes que as larvas repetem o movimento superficie fundo
(MSF) aumentou nos tratamentos 3,3 e 6,6 pgL™ para TTFN e em 3,3 ugL™ para MSF,
respectivamente. Os resultados obtidos indicam que a exposicdo a FSA do Oleo
intemperizado em concentragcdes ambientalmente relevantes pode afetar a viabilidade das
larvas de Danio rerio.

Palavras chave: Desenvolvimento embriolarval, HPASs, bexiga natatoria, 6leo



ABSTRACT
In 2019, a large amount of weathered oil reached the Brazilian coast and its water-

soluble fraction FSA Typically rich in Polycyclic Aromatic Hydrocarbons PAHSs tend to be
toxic to aquariums, including fish in their embryolarval stage. The initial life projects of
the Zebrafish Danio rerio became prominent ecotoxicological models and were used to
assess the toxicity of solubilized molecules from weathered oil collected on the rocky
shore of Xareu stone beach. For this, fertilized eggs were exposed for 7 days to oil ASF at
concentrations 1.65, 3.3, 6.6, 13.2, 26.4 ugL'l > HPAT and biochemical, morphological
and behavioral parameters were evaluated at throughout development up to 168 hours after
fertilization (hpf). Acetylcholinesterase was inhibited in all treatments, lipid peroxidation
(POL) and Catalase activity (CAT) showed a reduction in the treatment 26.4 pgL™
YHPAT, and glutathione (GSH) had its concentration increased by 26.4 ugL™ YHPAT.
The General Morphology Score (GMS) indicated a significant delay in the embryolarval
development of larvae at 96 hpf exposed to FSA concentrations when compared to the
control. Frequencies of larvae with abnormalities in embryolarval development and
pathologies after 96 hours of exposure increased in a concentration-dependent manner.
Morphometric analysis of total length, eye area and swim bladder at 168 hpf showed a
concentration-dependent decrease. There was a decrease in the swimming speed of the
larvae at 168 hpf exposed to ASF at 26.4 pgL™ SYHPAT when compared to the control.
The swim bladder inflation process in Danio rerio larvae between 72 hpf and 168 hpf was
evaluated by filming right after hatching. The time elapsed until reaching neutral buoyancy
(TTEN), which occurs after the effective inflation of the larval swim bladder, and the
number of times the larvae repeat the surface-to-bottom movement (MSF) increased in
treatments 3.3 and 6.6 pgL-1 for TTFN and 3.3 pgL™ for MSF, respectively. The results
obtained indicate that exposure to ASF from weathered oil at environmentally relevant
concentrations can affect the viability of Danio rerio larvae.

Keywords: Embryolarval development, PAHs, swim bladder, oil



LISTA DE ILUSTRACOES
Figura 1 Hierarquia das possiveis respostas biologicas dos organismos expostos a
CONTAMINANTES ..ottt b ettt e b e b b e b e bt e bt e st e st e b et et et esbeabe e st enee e 19

Figura 2 Estrutura molecular dos 16 HPAs considerados prioritarios pela Agéncia

ambiental doS EUA, USEPA ...ttt 23
Figura 3 localizacao geoldgica da camada pré-sal ...........cccoceviveieiieiecie s 24
Figura 4 Origem dos acidentes informados a ANP em 2014 ..........c.ccceoeveeieeiesieceesnene 25

Figura 5 Descolamento da cauda do peixe zebra entre 12 e 72 hpf o qual o A é um
organismo por volta de 10hpf; B- Organismo com 16hpf; C- Organismo com 24hpf; D-

Organismo com 48hpf e E- Organismo com 72hpf........ccccoooiiiiiiiiiicc e, 31
Figura 6 EStrutura do SOMITO .......ceccuiiieiieic ettt ens 32
Figura 7 Desenvolvimento dos 0lhos & pIgmeNtagao ..........cccevervrieieieiene e, 33
Figura 8 Pigmentac&o na cabeca, corpo e cauda do Danio rerio..........ccceeeererenesneeennen, 34

Figura 9 Processo do desenvolvimento da nadadeira peitoral 48 e 96hpf. A: Nadadeira
peitoral ausente; B: Nadadeira peitoral preSente. ........cocvevvveeeieerieieevie e 35
Figura 10 Desenvolvimento da boca protrusivel no desenvolvimento do Danio rerio....... 35
Figura 11 Desenvolvimento embrionario e eclosdo da larva do Danio rerio ..................... 36
Figura 12 Extensdo do saco vitelinico em 96hpf . A: Extenséo do saco vitelinico vazio; B:
Vitelo excede a linha do coragao € NA0 StA VAZIO. ........cccveeveieieiieece s 37
Figura 13 Bexiga natatoria em ciprinideos. A: Diagrama esquematico mostrando a Camera
anterior (AC), camera posterior (PC), ducto comunicante (CD) e ducto pneumatico (PD)
ligados ao es6fago (E). B: Radiografia de um Danio rerio mostrando a bexiga natatéria in
Situ. Barra de eSCala = 4 MIM. ..ottt 39
Figura 14 A: Embrido normal em 4hpf B: Embrido com sinais de coagulagéo, assimetria no
polo animal e bolhas M SEU ENTOIMO. .........ciiiiiiiiiieee e 41
Figura 15 Modelo de exposicdo em placas de 24 pocos, onde 4 pogos servem de Controle
Interno (CI), utilizada no GMS, como sugere a norma da (Oecd, 2013a)...........ccceevvrenenn 43
Figura 16 Vista das cadmeras durante a observacdo das larvas entre 72hpf e 168hpf e
ilustracdo do esquema da influéncia da FPC e da FEB. A: FPC>FEB = Flutuabilidade
negativa B: FPC<FEB= Flutuabilidade positiva C: FPC=FEB= Flutuabilidade neutra. .... 48



8

Figura 17 Atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE) em larvas de Danio rerio
expostas durante 96h a concentragdes crescentes da fracdo sollvel do 6leo coletado no
costdo rochoso da praia de Pedra de XarU. .......coccoeriieieiie e 51
Figura 18 Biomarcadores bioquimicos em larvas de Danio rerio expostas durante 96 h a
concentracdes crescentes da fracdo soltvel do 6leo coletado no costdo rochoso da praia de
oo W0 (I -0 PSSR 52
Figura 19 GMS da fase embriolarval do Danio rerio exposto durante 96h as dilui¢fes da
fracdo sollvel do 6leo coletado no costdo rochoso da praia de Pedra de Xaréu. (Kruskal-
Wallis H=58,598, P<0,001, Dunn P<0,05); (*) Diferenca estatisticamente significativa em
comparacdo ao controle. Y HPAT: Somatorio de HPAs totais Y HPAP: Somatorio de 16
HPAS parentais Priorithrios. ........ccoeeierieereieieiesie et an s 54
Figura 20 ContracGes ventriculares observadas em 48hpf e 72hpf de larvas do Danio rerio
expostas a diferente concentracfes da FSA 48 hpf (Kruskal-Wallis H = 3,708, p = 0.59);
72 hpf (Kruskal-Wallis H = 38,604 p < 0.001; Dunn, p < 0.05). (*) Diferenga
estatisticamente significativa em comparagdo ao controle. As linhas horizontais tracejadas
do box plot indicam valores médios e as linhas horizontais continuas do box plot (inferior,
médio e superior) indicam quartis de 25, 50 (mediana) e 75%, respectivamente. .............. 54
Figura 21 Efeitos subletais morfométricos no comprimento total e na area da bexiga
natatéria e do olho de larvas de Danio rerio 168 horas ap6s a fertilizacdo expostas durante
96h a concentracdes crescentes da fracdo sollvel do 6leo coletado no costdo rochoso da
praia de PeAra 08 XarU. .......ccocveiieeiieiie it ettt sraesre e anes 58
Figura 22 Velocidade natatéria média e velocidade natatoria maxima média de larvas de
Danio rerio 168 horas ap0s a fertilizagdo expostas durante 96h a concentracdes crescentes
da fracédo soltvel do 6leo coletado no costdo rochoso da praia de Pedra de Xaréu. ........... 60
Figura 23 Tempo necessario para atingir a flutuabilidade neutra e nimero de tentativas de
subidas até a superficie de larvas de Danio rerio expostas durante 96h a concentragdes
crescentes da fracdo soluvel do oOleo coletado no costdo rochoso da praia de Pedra de
Xaréu. A-Insuflamento da bexiga natatoria: TTFN (Kruskal-Wallis, H = 12,846, p < 0,005,
Dunn p < 0,05) B- MSF (ANOVA F= 3,128 P < 0,038, Dunnet P < 0,038). (*) Diferenga
estatisticamente significativa comparada ao controle. As linhas horizontais tracejadas do
box plot indicam valores médios e as linhas horizontais continuas do box plot (inferior,

médio e superior) indicam quartis de 25,50 (mediana) e 75%, respectivamente. ............... 61



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Concentracdo total de HPAs parentais e alquilados presentes na solucdo bruta
(100%) de Fracdo Soluvel em agua do 6leo coletado no costdo rochoso da Praia de Pedra
(o[-0 L SRS TURSRPSRRIN 49
Tabela 2 Frequéncia de patologias entre 24 e 96 hpf da fase embriolarval do Danio rerio
exposto durante 96 hpf a concentragdes crescentes de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos totais (>HPAT) da fracdo soltvel do 6leo coletado no costdo rochoso da praia
08 PEUIA U8 XAIEU. ...c.veuveieie ettt eie ettt et e st et et e e sa e s e et e seesbesrestesteeneeneeneeneas 56



Ach
AChE
CAT
CENO
CEO
CDNB
CPRH
dpf
DTNB
ERO
GMS
GPx
GR
GSH
GSSG
GST
HPA
HPAT
HPAP
hpf
hpe
IBGE
OECD
LPO
MDA
MSF
FEB
FSA
FSOE
FPC
FET

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
Acetilcolina
Acetilcolinesterase
Catalase
Concentracéo de efeito ndo observado
Efeito observado
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
Agéncia Pernambucana de Meio Ambiente
Dias pés-fertilizacao
Ditiobisnitrobenzato
Espécies Reativas de Oxigénio
General Morphology Score
Glutationa Peroxidase
Glutationa Redutase
Glutationa
Glutationa Reduzida
Glutationa-s-Transferase
Hidrocarboneto Policiclico Aromatico
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos totais
Hidrocarbontetos Policiclicos Aromaticos Parentais
Horas pés-fertilizacao
Horas Pés Ecloséo.
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Organization for Economic Cooperation and Development
Peroxidacdo Lipidica
Malondialdeido
Movimento Superficie Fundo
Forca de Empuxo da Bexiga natatdria.
Fracdo Soltvel em Agua
Fracdo Sollvel do 6leo em Agua
Forga do Peso Corporal.
Fish embryo test

10



TTEN
ZET

Tempo transcorrido até atingir a flutuabilidade neutra

Zebrafish embryotoxicity test

11



12

SUMARIO
1 INTRODUGAO ...ttt 15
2 FUNDAMENTAGAO TEORICA ..ot es st s 17
2.1  ECOTOXICOLOGIA ... oottt et 17
2.1.1  Ecotoxicologia @QUALICA..........cceivrieriiiriiiieieese e 20
2.2  DESASTRES COM PETROLEOQ ....ocooviievecieeeeeeseeie e nes s 21
2.2.1  Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS) .......ccccveniiiinennnnnns 22
2.3 DESASTRES COM PETROLEO NA COSTA BRASILEIRA ........cccovvverrene. 23
2.3.1  Desastres com petroleo na costa pernambucana...........ccccccceevveieieennenn, 26
2.4 ORGANISMO TESTE- DaniO IO .....ccoueieieriesiesiesiesiieeeie et 27
2.5 BIOMARCADORES. ..ottt et 28
2.5.1  Biomarcadores biIOQUIMICOS........ccccveiiiieieeie et 28
2.5.1.1 Biomarcadores de NeurotoXiCidade. ........cccveruvrerriveienienesie e seee e 28
2.5.1.2 Biomarcadores de estresse OXidatiVo ..........cccovcververieieenenieseene e 29
2.5.1.3 Biomarcadores de biotransformagdo fase I e Il ......cccccooviiiiniiiiiiinnnn, 30
2.5.2  Biomarcadores morfolOgiCoS ........ccovoviiieiieie i, 31
2.5.2.1 General Morphology Score (GMS) .......ccccoiiiiiiiiiiieiee e 31
2.5.2.2 Descolamento da CaUda .........cueveerveieiiieieeie e 31
2.5.2.3 FOrmacgao d0S SOMITOS .........eeuerrerieeererientesieste sttt 32
2.5.2.4 FOrmagao d0oS OIN0S ........ccoiiiiiiiiieie e 33
2.5.2.5 MOVIMENTO ....eeiiiieieiteie et e et te e sreeseeeneenreenee e 33
2.5.2.6  CIFCUIAGAD .....eeviieiiii it 33
2.5.2.7 Batimento CArtiaCo .........ceviverueiiieireiesiieseeiesee e eeesee e eee e seeeeesreeneeans 34
2.5.2.8 Pigmentacdo da cabega, COrpo € CaUTA..........covvreeeierienieniesieseseeeeeeee s 34
2.5.2.9 Nadadeira Peitoral..........cccccueiiieiie i 35
2.5.2.10  BOCA ProtrUSIVEL .....c.ooivieiecieci e 35
25201 ECIOSE0 ...coiiiiiiieie e e 36
2.5.2.12  Extensdo do Saco VItElNICO ........coervereiiiiiisieieeee e 36

2.5.2.13 Insuflamento da bexiga natatoria ..........ccccceveeveeiieiieie e, 37



2.5.3  Biomarcadores COMpPOrtamentais .........cccccvevuereerieeiiesieese e 37
2.5.3.1 A importancia da bexiga natatoria em peixes em sua fase larval .............. 38

3 OBUIETIVOS ...t 40
3.1 OBJETIVOS GERAIS ... 40
3.1.1  ODbjetivos €SPECITICOS. .....cviiiiiieiiiierieieie st 40

4 MATERIAIS E METODOS........oo ittt s s 41
4.1 CULTIVO DE Danio rerio E OBTENQAO DE OVOS FERTILIZADOS......... 41
42 PREPARACAO DA FRACAO SOLUVEL DO OLEO EM AGUA E
CARACTERIZACAO DA CONCENTRACAO DE HPAS........cooveeereereereeeeeeernane, 41
43 DESENHO EXPERIMENTAL E AVALIACAO DE EFEITOS LETAIS.......... 42

4.4  BIOMARCADORES BIOQUIMICOS APOS 96 HORAS DE EXPOSICAO.... 43

O R OF | -1 = I (@A) 1) USSR 43
4.4.2  Acetilcolinesterase (ACNHE) ........cccoiiiiiiie i 44
4.4.3  lipoperoxidacdo lipidica (POL) .....cccccoviieiieie e 44
4.4.4  Glutationa - S - Transferase (GST).....ccccvvveviiiiiieeiece e 45
445  Glutationa (GSH)......oooiiiiiiieicce s 45
45 EFEITOS SUBLETAIS MORFOLOGICOS E MORFOMETRICOS ................ 46
45.1  Avaliacdo de atrasos no desenvolvimento embriolarval ......................... 46
45.2  Contrag0es VENTIICUIAreS. ..ot 46
45.3  Efeitos subletais em frequéncias de patologias observadas..................... 46

454  Efeitos subletais em parametros morfométricos 7 dias apés a fertilizacdo

46
4.6 EFEITOS SUBLETAIS COMPORTAMENTAIS .....oooiie e 47
4.6.1  Comportamento natatorio espontaneo 168hpf...........c.ccccooveiveiiiciiiieenn, 47
4.6.2  Efeitos subletais no processo de insuflamento da bexiga natatéria......... 47
4.7 ANALISES ESTATISTICAS. ...ttt 48

5  RESULTADOS ...ttt bbbt 49



5.1 QUANTIFICACAO DE HPAs NA AMOSTRA DE FSA......cccooovveveereeriesrnenn, 49
5.2  EFEITOS LETAIS .. oo 51
5.3 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS ......ccocovireiireeeseeieeieses e, 51
5.3.1 Biomarcadores de NneurotoXiCidade..............cocvrereriieiencieniseseseeeeeens 51
5.3.1.1 Atividade da Acetilcolinesterase — AChE ..........ccccooviiiiiiicnciic e 51
5.3.2  Biomarcadores de estresse OXIdatiVo ...........ccocevvririeiencieneneseseeeeees 52
5.3.2.1 Peroxidacao lipidica POL ........cccoooiiiiiiiiiece e 52
5.3.2.2 Espécies reativas de oXigénio —ROS ..........c.ccccvviieiieie i 52
5.3.2.3 Atividade de defesa antioxidante catalase — CAT .......cccccevverviiniiciininns 52
5.3.2.4 GlUtationa- GSH .......cooiiiiiieiee e 52
5.3.2.5 Glutationa-S-transferase — GST ..o 52

54  EFEITOS SUBLETAIS MORFOLOGICOS E MORFOMETRICOS ................ 53
5.4.1  Indice de Desenvolvimento Morfoldgico (GMS).........cccceveeerveeeereruenenn. 53
542  Contrages VENTIICUIATES ...........cooiiieiiieie e 54
5.4.3  Frequéncia de anormalidades no desenvolvimento e de patologias........ 56
5.4.4  Efeitos subletais MOrfOMEALIiCOS ........ccovviiriiiiiiieie s 57
5.4.4.1 Comprimento TOtal.........cccocveiieiieiiieceese e 57
5.4.4.2 Area dahexiga NAtatOria ...........cccovvieeveeeeeeeeeeeeeeee e 57
5.4.4.3 Area do glob0 OCUIAT...........c..ouevieeieeeeeeceeeeeeeee e 57

5.5 EFEITOS SUBLETAIS COMPORTAMENTAIS .....ooiiiieee e 60
55.1  Velocidade natatoria em 168hpf..........ccccooiiiiiiiiiiiic e 60
55.1.1 Velocidade média e velocidade maxima media..........c.cccoovrervinciienennnnn 60
55.2 Insuflamento da bexiga natatoria 72hpf a 168hpf..........cccovvvviiiiinnnn 61
5.5.2.1 Tempo para atingir a flutuabilidade neutra...........c.cccecvevveiiieiieciec e, 61
5.5.2.2 Tentativas de subidas até a superfiCie..........cccoocevveviiieiiiieiiece e, 61
DISCUSSAOD ...ttt 63
CONCLUSAO ...ttt 66

REFERENCIAS ..o oo et e e oot e e e e e e e e e et es e e e e e s e e e e et e s ee e e eseeans 67



15

1 INTRODUCAO
No ano de 2019 houve um derramamento de petroleo bruto em mar aberto distante

da costa brasileira, a qual segundo inquérito concluido pela Policia Federal, sua origem foi
em decorréncia de um vazamento do navio petroleiro de bandeira grega denominado
“Bouboulina”, pertencente a empresa Delta Talkers. Aproximadamente 5.379 toneladas de
residuos de 6leo foram coletados, principalmente nos estados de Alagoas e Pernambuco

que foram os mais afetados (Soares, Teixeira et al., 2022)

Ao entrar em contato com o mar, 0 petrleo sofre uma série de transformacGes
fisicas, quimicas e biolégicas e a soma dessas transformacdes é denominado de
intemperismo (Szewczyk, 2006). O 6leo que chegou na costa pernambucana em 2019,
estava na sua forma emulsificada, que é quando as goticulas do éleo estdo em uma solucao
aquosa, podendo assim, aumentar o volume desse 6leo, em relagdo ao volume inicial do
derrame (Szewczyk, 2006).

A permanéncia de massas nao removidas e residuos do petréleo que chegou
predominantemente emulsificado nas areas costeiras podem ter gerado, por meio de
dissolucdo, misturas complexas de hidrocarbonetos nestes ecossistemas impactados. O
impacto biolégico do 6leo imediatamente apds sua chegada a costa, foi medido através da
abundancia populacional e riqueza de espécies bentbnicas, as quais dois meses apds a
chegada das primeiras manchas tiveram recuperacdo parcial (Craveiro, De Almeida Alves
et al., 2021). O derramamento de petrdleo é extremamente prejudicial a biota que é exposta
ao contaminante (Belmejo e Martos, 2008) e varios derramamentos de 6leo bruto marcam
a histéria da humanidade, como o do navio Exxon Valdez que ocorreu em 1989 no Alasca
(Barron, Vivian et al., 2020), o do navio Prestige a 50km da costa da Galicia (Albaigés,
Morales-Nin et al., 2006) e da plataforma de petrdleo Deepwater Horizon no Golfo do
Meéxico (Barron, Vivian et al., 2020).

Apesar do petroleo ser ainda a principal fonte energética da atualidade, gerando a
partir do seu refino, gasolina, 6leo diesel e querosene, ele é composto basicamente por
hidrocarbonetos (97%), dos quais se destacam os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs), moléculas com dois ou mais anéis aromaticos na composigdo, sendo
contaminantes centrais das analises de risco emergencial tanto para a saide humana

(Genkinger, Stigter et al., 2015), quanto para a saude das espécies de vida selvagem
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impactadas pelo 6leo, como vertebrados, incluindo peixes (Payne, Mathieu et al., 2003) e
invertebrados, como os crustaceos (Ren, Pan et al., 2015).

Existem aproximadamente mais de 100 moléculas de HPAs conhecidas, porém 16
delas séo consideradas prioritarias, pela sua onipresenca em ambientes contaminados e
pelo seu potencial de toxicidade, os quais tém sido amplamente estudados e avaliados no
monitoramento de areas contaminadas (Altenburger, Segner et al., 2003). Além desses
HPAs prioritarios, se tem também os seus derivados alquilados, que surgem através de
processos quimicos onde um grupo alquila é ligado a uma molécula orgénica por meio da
adicdo ou substituicdo. Os principais HPASs 0s quais estdo presentes no petréleo bruto sdo o
naftaleno com dois anéis aromaticos e o Fenantreno com trés anéis aromaticos e seus
derivados alquilados.

A fracdo sollvel em agua (FSA) do oleo é bastante tdxica a biota marinha,
especialmente para os estagios embriolarvais de peixes, devido a sensibilidade desses
organismos aos HPAs presentes na mesma (Jung, Hicken et al., 2013; Xu, Mager et al.,
2016; Pasparakis, Esbaugh et al., 2019). O paulistinha ou “zebrafish” Danio rerio é um
peixe teledsteo que vem sendo utilizado a nivel mundial para o desenvolvimento de
metodologias de biomonitoramento de ambientes aquaticos e avaliacdo ecotoxicoldgica de
contaminantes na forma isolada ou em misturas complexas (Embry, Belanger et al., 2010).
Esse peixe é de fécil cultivo laboratorial e sua fase embriolarval é extremamente sensivel a
presenca de contaminantes, fazendo assim, com que essa espécie seja bastante utilizada
para estudos do género. Além disso, o fato deles possuirem a fecundagdo externa e 0s
embrides serem translcidos durante toda a fase embrionéria e larval, facilita a analise
morfolégica durante as 96 horas pés fertilizacdo (hpf) desses organismos expostos ao
contaminante. Os efeitos toxicos dos HPAs na fase inicial de desenvolvimento do zebrafish
incluem anormalidades como disfuncdo cardiaca, anemia, morte neuronal, defeitos no
sistema vascular periférico e teratogénese (Incardona, Carls et al., 2005; Alves, Mariz Jr et
al., 2017), e a espécie tem sido usada inclusive para a avaliagdo da toxicidade de amostras
da fracdo soltvel de petroleo bruto (Li, Ding et al., 2018).

Desta forma, a simulagdo de lixiviagdo de HPAs do dleo emuslificado em
laboratorio, com a subsequente separacdo da fracdo sollvel gerada, e a caracterizagdo da
potencialidade toxica desta fracdo sollvel remete a importantes questdes sobre o potencial

de moleculas toxicas que foram e podem ser solubilizadas nos ambientes afetados, e
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eventualmente gerando concentracdes de HPAs na agua suficientes para gerar efeitos
toxicos no desenvolvimento de peixes.

Parte do d6leo que chegou a costa pernambucana impregnou superficies rochosas,
onde sofreram intemperismo devido a mudanca do nivel do mar e da exposi¢éo solar. Com
0 movimento das ondas parte desse 6leo intemperizado impregnado nas rochas pode se
dissolver e ser bioacumulado pelos organismos aquéticos. Essa lixiviacdo pode ser
simulada em laboratorio pela preparacdo de FSA do 6leo, como proposto por Singer,
Aurand et al. (2000). Portanto, este estudo utilizou o Danio rerio como espécie modelo
para avaliar o potencial toxico da FSA feita a partir do 6leo intemperizado coletado
impregnado nas rochas da Praia de Pedra de Xaréu. Os dados obtidos podem ser Uteis no
desenvolvimento de metodologias de biomonitoramento da contaminacdo de ambientes
aquaticos e na caracterizacdo dos possiveis efeitos tdxicos no desenvolvimento

embriolarval de peixes teledsteos.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 ECOTOXICOLOGIA

O século XIX foi importante por trazer a tona um modelo de civilizacdo marcado
pela industrializacdo como forma de otimizar a producdo. Com a industrializacdo, deu-se
inicio ao processo de urbanizacédo, decorrente do éxodo rural. Essa migracdo dos habitantes
do campo para a cidade ocorreu mediante a necessidade dos agricultores de subsisténcia
irem em busca de melhores condicGes de vida, ocupando assim, espacos nos arredores das
grandes fabricas onde trabalhavam. Para otimizar a producdo, se fez necessario a utilizacao
de compostos quimicos potencialmente toxicos.

Paralelamente a este fator, as cidades industriais eram marcadas pela auséncia de
saneamento basico, o qual contribui com a proliferacdo de doencas, como a célera.

Um exemplo de auséncia de cuidado no descarte de efluentes ocorreu em 1956,
devido ao descarte indevido do efluente liquido de uma industria que utilizava mercuario
como catalisador na fabricacdo de acetaldeido somado a ineficiéncia dos metodos de
reparacao das condi¢Ges normais da dgua que se foi possivel observar um dos casos mais
classicos de contaminagdo por metilmercdrio em humanos, a disseminagdo da doenca de
Minamata que ocorreu no Japdo e levou varias pessoas a Obito e deixou sequelas em

muitas outras (Ekino, Susa et al., 2007).
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Apesar desse acontecimento, sO a partir de 1960 que a polui¢cdo comeca a de fato
ganhar a atencdo da sociedade, principalmente pelo fato de que o autor supracitado acima
percebeu que partes das enfermidades da época eram em decorréncia da toxicidade de
alguns poluentes, além da contaminacdo por metilmercurio, pois em decorréncia de todo
processo de industrializacdo a contaminacdo por poluentes quimicos em decorréncia de
uma otimizagdo no processo de producdo, se tornou cada vez mais comum. Em 1962,
Rachel Carson, com seu livro Silent Spring denunciou os impactos causados pelo
diclorodifeniltricloroetano (DDT), que inicialmente foi criado na intencdo de controlar
insetos vetores de doencas como malaria, dengue e tifo, mas logo em seguida se tornou um
pesticida agricola bastante utilizado nos EUA apds a segunda guerra mundial (Dunn,
2012). Paralelamente a contencdo de espécies indesejadas na agricultura, houve um
declinio em espécies benéficas, tanto de invertebrados, como de vertebrados apds o inicio
de pulverizacBes aéreas frequentes, ap6s a regularizacdo do uso de inseticidas na
agricultura na década de 1950. Esse inseticida organoclorado bioacumula, fazendo assim,
com que seus efeitos mais graves se concentrassem em organismos do topo alimentar. No
livro da Rachel Carson, ela denuncia o declinio populacional das aves, ap6s a utilizacdo do
DDT na agricultura, 20 anos mais tarde, (Krebs, Wilson et al., 1999) identifica que o
passeriforme Emberiza calandra vem tendo um declinio de aproximadamente 5% ao ano.

Em 1969 o termo ecotoxicologia foi proposto por René Truhaut, como um ramo da
toxicologia que analisa os efeitos toxicos causados por poluentes naturais ou sintéticos em
animais, vegetais e em microrganismos, observando seus possiveis efeitos letais e subletais
(Truhaut, 1977).

Hoje a ecotoxicologia é conhecida como um ramo da toxicologia e da ecologia o
qual analisa os efeitos deletérios ndo-intencionais de substancias quimicas naturais ou
artificiais sobre os organismos vivos (Walker, Sibly et al., 2005), tendo como foco a
andlise da relacdo dose-resposta. Esta analise consiste em testar diferentes concentracdes
de um determinado contaminante e avaliar a resposta do organismo exposto a cada
concentracdo, a fim de saber se esta ocorrendo uma relagcdo dose-dependente, que € quando
a dose utilizada esta relacionada com os efeitos causados no organismo. ldentificar esse
tipo de relacdo é importante, pois faz com que se possa prever as consequéncias da
exposicdo de determinados organismos a contaminantes, e saber a partir de que

concentracdo o mesmo pode comegar a apresentar efeitos letais e subletais no organismo.
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Alteracbes bioguimicas tendem a acontecer a organismos expostos a poluentes e
determinadas alteragdes possuem impacto direto na fisiologia e comportamento do
organismo (Figura 1), fazendo com que o mesmo apresente alteracbes morfoldgicas e
alteracdes no desempenho ecoldgico. No ambiente, respostas em organismos individuais
de uma mesma espeécie, pode configurar em mudancas na dinamica populacional nos
organismo do local contaminado, fazendo assim, com que dependendo do nivel da
contaminacdo e do potencial toxico do poluente, as dindmicas de comunidades e do
ecossistema como um todo, seja comprometido.

Figura 1 Hierarquia das possiveis respostas biologicas dos organismos expostos a

contaminantes
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Hoje se tem conhecimento que apesar das técnicas de quimica analitica serem
bastantes precisas, as mesmas por si s6 ndo fornecem informacdes suficientes para fornecer

informagdes acerca do potencial toxico de contaminantes.
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Dessa forma, se faz necessario a utilizacdo de organismos testes para medir a
toxicidade de determinado contaminante, levando em conta que 0o mesmo, caso Seja
sensivel a presenga de contaminantes no ambiente o qual ele estd inserido, tenda a
responder negativamente apresentando inicialmente alteracbes bioquimicas e fisiologicas
(Figura 1).

2.1.1 Ecotoxicologia aquatica

O ambiente aquatico apesar de ser um dos mais importantes é o ecossistema mais
suscetivel a poluicdo decorrente da acdo antrdpica (Mclachlan e Defeo, 2017) .Esses
ambientes sdo sistemas vulneraveis, pois sua cadeia alimentar é bem delimitada,
aumentando assim a tendéncia de bioacumulacdo nos predadores de topo (Richard T,
2008). Devido a isso que o monitoramento desses ambientes é de extrema importancia,
pois segundo (Monitoring e Chapman, 1989) podem fornecer informacgdes importantes
sobre a propor¢do da poluicdo que afeta tanto a biota marinha e continental, quanto os
humanos que ocasionalmente podem ter contato direta ou indiretamente pela contaminacao
desses ecossistemas. E estimado que o consumo de hidrocarbonetos de petr6leo no
ambiente marinho seja de aproximadamente 3,2 milhdes de toneladas anualmente e os
principais responsaveis pela contaminacdo do ambiente sdo os derrames das operacoes
rotineiras de navios-tanque e descargas de residuos urbanos (Beasley e Levengood, 2012).

Os ecossistemas aquaticos se tornaram centrais em estudos ecotoxicologicos devido
ao fato de que eles sdo os principais receptores dos residuos urbanos, além de possuirem
importancia econdémica e ecolégica. Paralelamente a isso, estd também o fato de que as
propriedades fisicas e quimicas desses ambientes podem alterar a composicdo de
xenobidticos, podendo assim, fazer com que os mesmos talvez elevem o seu potencial de
toxicidade inicial (Costa, Olivi et al., 2008).

Varios estudos sdo realizados, a fim de medir os efeitos letais e subletais da
exposicdo de poluentes quimicos a organismos testes, que S0 organismos 0S quais
apresentam sensibilidade a alteragcbes ambientais em alguma fase do desenvolvimento.
Dentre os contaminantes utilizados para medir o impacto em organismos aquaticos que
sejam ,de certa forma, representativos (Costa, Olivi et al., 2008), estdo os metais pesados,
fertilizantes, fungicidas, inseticidas e os hidrocarbonetos alifaticos e arométicos que séo

contaminantes facilmente encontrados neste ambiente.
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Hoje os peixes sdo um dos grupos mais importantes na identificacdo de toxicidade
nos ecossistemas aquéaticos, sendo utilizados como organismo teste principalmente nos
estagios iniciais, pois geralmente nesses estagios esses organismos tendem a ser mais
sensiveis a substancias toxicas (Beekhuijzen, Manon, De Koning, Coco et al., 2015). E
importante enfatizar que ao escolher uma espécie para ser utilizada como organismo teste,
deve-se saber a respeito da fisiologia do organismo, genética, comportamento e se 0
mesmo apresenta sensibilidade a presencga de contaminantes em algum estagio da vida.

2.2 DESASTRES COM PETROLEO

Diversos acidentes causados por vazamentos de petréleo marcam a historia da
humanidade e devido a isso que muitos estudiosos focam nessa problematica, pois muito
dos seus compostos, em especial os HPAs possuem potencial carcinogénico, sendo
bastante prejudicial tanto para a biota marinha (Belmejo e Martos, 2008), quanto para 0s

humanos (Genkinger, Stigter et al., 2015).

Os avancos nos estudos nessa area foram motivados ap6s o vazamento de petroleo
do navio Torrey Canyon (Costa inglesa, 1967) e Amoco Cadiz (Costa francesa e inglesa,
1978). Em janeiro de 1991, houve um dos piores vazamentos de petréleo da histéria, tendo
volume de 1 milh&o e 360 mil toneladas de petréleo derramado durante a Guerra do Golfo,
no Golfo Pérsico. A consequéncia desses derramamentos sdo observadas de forma
imediata com a morte instantanea de alguns organismos ap6s terem contato direto com o
petroleo na sua forma densa ou a longo prazo com a parte do 6leo que se mistura a agua
em uma FSA, facilitando assim, a absorcdo por parte dos organismos. Essa absorc¢do pode
acarretar efeitos toxicos em peixes como disfuncdo cardiaca (Incardona e Scholz, 2016),
anemia, morte neuronal, defeitos no sistema vascular periférico e teratogénese (Incardona,
Carls et al., 2005; Alves, Mariz Jr et al., 2017).

Além do derramamento de petréleo no Golfo Pérsico, alguns outros marcaram a
historia, como o do Exxon Valdez (EVOS), no Alasca. O EVOS, liberou cerca de 40,8
milhdes de litros (35.500 toneladas) de petroleo bruto em uma regido do Alasca quase
intocada (Barron, Vivian et al., 2020). A auséncia de a¢des antropicas na regido de Prince
William Sound, fez com que fosse possivel quantificar de forma mais facil e assertiva o
efeito direto desse derramamento no ecossistema. Além do impacto do derramamento em

si, zonas entre-marés foram afetadas pela limpeza pesada a qual foi submetida, em alguns
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casos sendo utilizado jatos de agua quente para retirar o 6leo, 0 que acabou afetando a
cobertura de algas fucoides e diminuindo a comunidade de moluscos na area (Barron,
Vivian et al., 2020).

O derrame da plataforma Deepwater foi, até entdo, o maior derrame de petroleo do
mundo, liberando aproximadamente 507 milhdes de litros de petréleo bruto durante 87
dias. Diversos organismos da meiofauna e da megafauna foram diretamente afetados,
apesar de ndo ter mortes documentadas de peixes, o0s efeitos subletais sdo bem
documentados, sendo alteragfes na contracdo ventricular o que mais se destaca (Barron,
Vivian et al., 2020).

2.2.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPAS)

Ao entrar em contato com o mar o petréleo sofre uma série de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos que somados sdo chamados de intemperismo (Szewczyk, 2006). A
partir de alguns dias ap6s o derrame esse petréleo comeca a se misturar a agua e entrar
mais facilmente pelas vias de acesso dos organismos aquaticos, fazendo com que esses

organismos sejam ainda mais expostos aos HPAs.

Os HPAs sdo uma classe de compostos quimicos que estdo presentes no ar, solo e
agua e podem causar riscos tanto em humanos, quanto em organismos selvagens. Esses
contaminantes sdo formados pela queima incompleta de matéria organica ou em
decorréncia de processos industriais (Johnson, Arkoosh et al., 2008). Apesar de existirem
mais de 100 moléculas de HPAs conhecidas, 16 delas sdo consideradas prioritarias, pela
sua onipresenca em ambientes contaminados e pela sua toxicidade, os quais tém sido
bastante estudados e avaliados no monitoramento de areas contaminadas (Altenburger,
Segner et al., 2003).

Seis destas moléculas possuem um potencial carcinogénico tanto para humanos
quanto para espécies de vida selvagem, incluindo o benzo(a)pireno (5 anéis
aromaticos),por outro lado, os outros dez HPAs desta lista, apesar de ndo apresentarem um
potencial carcinogénico, sdo considerados contaminantes prioritarios para estudos e
avaliagdes por apresentarem um potencial de toxicidade elevado para a maioria dos

animais aquaticos, incluindo peixes (Payne, Mathieu et al., 2003).
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Esses hidrocarbonetos possuem uma baixa solubilidade em &gua e sdo pouco
volateis , porém sdo um grupo de poluentes lipofilicos onipresentes no ambiente aquatico
(Dissanayake e Bamber, 2010). Esses poluentes sdo importantes indicadores de
contaminacdo por petroleo no ambiente, levando em consideragdo que boa parte da

composicao do petroleo é de hidrocarbonetos, sejam eles os alifaticos ou os aromaticos.

Figura 2 Estrutura molecular dos 16 HPAs considerados prioritarios pela Agéncia
ambiental dos EUA, USEPA
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2.3 DESASTRES COM PETROLEO NA COSTA BRASILEIRA
James Young foi o responsavel por descobrir a respeito da extracdo e refino do

petroleo em 1850, porém a primeira extragdo de petroleo sé foi feita em 1859 nos EUA por



24

Edwin Laurentine Drake . A utilizacdo do petroleo como fonte de energia e produto
primério para diversos outros (Machado e De Carvalho, 2021), fez com que a extracdo e
refino se popularizasse ao redor do mundo. No Brasil, s6 apds a Primeira Guerra Mundial

que o governo decidiu se incluir nas atividades de exploracao.

Com a alta influéncia da Petrobrds na economia brasileira se foi possivel a criacéo
do programa de extracdo de petroleo em aguas profundas — PROCAP, em 1968. Isso
aumentou significativamente as atividades petroliferas no pais e fez do petréleo o mineral

mais produzido do Brasil, com um comércio internacional (Thomas, 2001).

Em 2005 a Petrobrés fez uma descoberta que colocaram a extracdo em um patamar
acima, que foi os pocos localizados na camada da terra conhecida como pré-sal (Pereira,
2019).

Figura 3 localizacdo geoldgica da camada pré-sal
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O pré-sal nada mais é do que rochas sedimentadas que foram formadas pela
separacdo do continente Gondwana, especificamente pela separacdo dos continentes
Americano e Africano, fazendo com que entre eles se formasse depressdes as quais deram
origem a lagos onde se foi depositado rochas geradoras de petréleo que ao longo dos anos
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e dos processos termoquimicos a camada organica se transformou em hidrocarbonetos

(petrdleo e gas natural).

Acidentes com petroleo no pais ocorrem desde o inicio da sua exploracéo, porém a
grande maioria desses registros ficam restritos aos 6rgdos responsaveis, como ANP
(Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis) e o IBAMA (Instituto

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis).

Gracas ao Plano Nacional de Contingéncia de Derramamentos (PCN) foi possivel
observar que os acidentes ocorridos no ambiente aquatico em sondas maritimas e
plataformas sdo responsaveis por aproximadamente 90% dos acidentes comunicados a
ANP (Anp, 2014). Essa tendéncia € bastante preocupante haja vista que o ambiente
aquatico € o ambiente mais impactado por acidentes com petroleo, jA que parte
significativa do petroleo pode se misturar a agua e os HPAs presentes serem de mais facil
absorcdo em organismos que compdem a biota, fazendo assim, com que 0S mesmos sejam

afetados a curto e longo prazo pelos hidrocarbonetos presentes.

Figura 4 Origem dos acidentes informados a ANP em 2014
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2.3.1 Desastres com petroleo na costa pernambucana

O desastre com petroleo no litoral brasileiro ocorreu em 2019 e foi 0 maior em
extensdo no pais (Reddy, Nelson et al., 2022). Dentre as praias afetadas, a grande maioria
estavam situadas na costa pernambucana. As manchas de 6leo chegaram a atingir mais de
mil localidades nos nove estados do Nordeste. Hoje, sabe-se que 0 vazamento de petroleo

cru veio do navio petroleiro Bouboulina de bandeira grega (Soares, Teixeira et al., 2022).

O impacto biologico do dleo imediatamente ap0s sua chegada a costa, foi medido
através da abundancia populacional e riqueza de espécies bentbnicas, as quais dois meses
apos a chegada das primeiras manchas tiveram recuperacdo parcial (Craveiro, De Almeida
Alves et al., 2021). Aproximadamente 5.379 toneladas de residuos de oleo foram
coletados, principalmente nos estados de Alagoas e Pernambuco que foram os mais
afetados (Soares, Teixeira et al., 2022), porém parte significativa desse 6leo intemperizado
que ficou submerso ou se aderiu a rochas e recifes de corais podem ainda estar afetando o
desenvolvimento e comportamento de organismos marinhos, principalmente em sua fase

embriolarval, por apresentarem uma maior sensibilidade a presenca de contaminantes.

Além dos impactos ambientais, impactos socioeconémicos também marcam esse
acidente, pois a comunidade pesqueira foi extremamente afetada, pois por receio de comer
frutos do mar e se contaminar com HPAS, a populacéo parou de consumir, fazendo a venda
dos produtos despencarem em 80% (Aradjo, Ramalho et al., 2020). Em 2010 o Instituto
Oceanario da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) fez um levantamento e
estimou que aproximadamente 30 mil pessoas sobrevivem da pesca artesanal em
Pernambuco, o que faz se ter uma nocdo do numero aproximado de pessoas afetadas

economicamente por esse desastre ambiental.

Hoje, alguns anos depois do acidente ambiental que afetou principalmente a costa
pernambucana, ja se tem diversos estudos sobre o impacto desse derramamento de 6leo na
biota marinha. Santana, Rios et al. (2022) em seu estudo identificou que houve uma
diminuicdo no numero de fémeas coletadas em trés pontos afetados pelo 6leo do

caranguejo Pachygrapsus transversus.

O conjunto de reagBes que ocorrem no Oleo por processos biodticos ou abioticos,

quando entra em contato com o ambiente marinho tende a mudar a sua composi¢ao (De
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Oliveira, De S. Queiroz et al., 2020). Esse intemperismo sofrido pelo 6leo o qual atingiu a
costa pernambucana abrange processos como adsorcdo, biodegracdo, dispersdo (tanto
horizontal, quanto vertical), dissolucdo, emulsdo, espalhamento, evaporacdo e foto-
oxidacdo (Ho, Wang et al., 2015). A foto-oxidacdo atua principalmente nos HPAs
alquilados e possui forte influéncia pela incidéncia de luz (Da Silva, Pragana et al., 2021).
O processo de intemperismo tende a ser diferente a depender do local o qual o 6leo esta
localizado. No presente trabalho, o 6leo intemperizado foi coletado no costdo rochoso da
praia de pedra de xareu, entdo € possivel supor que esse 6leo foi mais exposto a processos

como evaporacdo e foto-oxidacdo (Radovié¢, Aeppli et al., 2014).

2.4 ORGANISMO TESTE- Danio rerio

O Danio rerio (Peixe-zebra) é um peixe teledsteo de agua doce pertencente a
familia Cyprinidae, ovipara, com adultos que variam de 4 a 5 cm. Originario da Asia,
especificamente da india e Paquist&o e é uma espécie modelo em estudos ecotoxicoldgicos,
além de apresentarem dimorfismo sexual e fecundacéo externa (Engeszer, Patterson et al.,
2007; Seiler, Best et al., 2014).

O facil cultivo em laboratorio, somado ao baixo custo, ao desenvolvimento
embrionario facilmente observado e ao rapido desenvolvimento, fazem desse organismo
um excelente bioindicador de efeitos ecotoxicoldgicos, principalmente por que eles
possuem uma grande sensibilidade a presenca de contaminantes em sua fase embriolarval.
Além de possuir uma certa longevidade, quando comparado a outros organismos teste, a
fémea adulta em apenas uma desova pode colocar uma média de até 200 ovos (Siebel,
Bonan et al., 2015) o que é excelente para estudos laboratorias, levando em consideracao

que se faz necessario a observacao de varios organismos em um Unico experimento.

O Zebrafish Embryotoxicity Test (ZET) é um método bastante utilizado o qual
utiliza o peixe-zebra em sua fase embriolarval como bioindicador de toxicidade de
poluentes tradicionais ou emergentes. Além dos pontos ja citados, outra coisa favoravel a
utilizacdo desse organismo teste ¢ o fato de que seu material genético é bastante
semelhante ao humano, fazendo com que além de estudos ecotoxicoldgicos, eles também
sejam usados em estudos biomédicos e farmacoldgicos (Hill, Teraoka et al., 2005; Howe,
2013; Bambino e Chu, 2017).
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2.5 BIOMARCADORES

Os biomarcadores sdo medidas que através de um experimento indicam uma fungéo
positiva ou negativa de um organismo referente a presenca de algum contaminante ou
qualquer outro agente (Van Der Qost, lero et al., 2000). Eles podem ser medidos a nivel
molecular, bioguimico, morfologico e comportamental. Suas alteragdes bioquimicas séo
medidas através de amostras de fluidos corporais ou de todo o organismo que fornegam
alteraces mediante a exposicao a poluentes quimicos (Depledge, Aagaard et al., 1995).

As alteragbes comportamentais e todo desempenho ecoldgico pos exposi¢do a
algum contaminante, pode ter ligacdo direta com alteracdes moleculares em decorréncia da
exposicdo a algum xenobiotico. Os xenobioticos sdo compostos quimicos estranhos ao
organismo ou ao sistema bioldgico os quais podem ser produzidos pela industria ou de
forma natural o qual a depender da dose pode interagir de maneira deletéria ao organismo
(Huber, Almeida et al., 2008b). Dentro dos efeitos deletérios em peixes, estdo reducdo no
comprimento total, ocorréncias de edemas pericardicos e perivitelinos, atraso no

desenvolvimento embriolarval etc.

Em peixes, 0 uso de biomarcadores é bastante relevante pois serve para medir
alteracOes bioldgicas do organismo exposto a contaminacdo aquética, sendo bastante Util
assim em trabalhos de monitoramento ambiental (Carvalho-Neta, 2010). A toxicidade do
contaminante, comeca causando efeitos suborganismos, gerando altera¢fes enzimaticas e
genéticas e devido a isso, alteragdes no Orgdo/tecido comecam a ficar aparentes e
consequentemente isso pode gerar uma série de complicagfes para 0 organismos, chegando
a afetar o seu desempenho ecoldgico, que somado a varios organismos de uma mesma

populacdo, pode desencadear problemas a niveis populacionais.
2.5.1 Biomarcadores bioquimicos

2.5.1.1 Biomarcadores de neurotoxicidade

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor produzido pelo sistema nervoso central
e periférico. No cérebro ele pode alterar a excitabilidade neuronal, influenciando assim, a
transmisséo sinaptica (Picciotto, Higley et al., 2012). A ACh também é responsavel por
potencializar comportamentos adaptativos mediante alteracdes ambientais. Esse

neurotransmissor atua no sistema nervoso autbnomo, sinalizando através de duas classes de



29

receptores que estdo divididos em muscarinicos e nicotinicos (Picciotto, Caldarone et al.,
2000; Wess, 2003).

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima fundamental nos impulsos nervosos e
desempenha um papel essencial na inativacdo da acetilcolina hidrolisando-o em acetato e
colina (Mota e Fernandes, 2012). Essa enzima estd presente principalmente em células
nervosas e antes que venha a ocorrer uma nova liberagdo do neurotransmissor acetilcolina,
a molécula liberada deve ser hidrolisada na fenda sinaptica pela AChE. A atividade dessa
enzima determina o fim de respostas sinépticas do receptor muscarinico e nicotinico
(Picciotto, Higley et al., 2012).

Essa enzima é bastante utilizada como indicador da contaminagcdo por
organofosforados, carbamatos e piretroides e sua atividade tende a ser alterada nos
organismos expostos. Em peixes é possivel observar uma alteracdo desta enzima quando 0s
mesmos estdo expostos a ambientes contaminados (Little, Milwain et al., 2008; Gomes, De
Paula et al., 2021), pois a atividade dessa enzima além de variar de espécie para espécie,
varia também entre a mesma espécie a depender do ambiente o qual o organismo esta
exposto (contaminado ou ndao contaminado) (Albuquerque, 2007). A reducdo na atividade
do AChE pode causar problemas como alteracdo no desempenho natatério, mudancas
comportamentais e perda de apetite (Johann, NiRer et al., 2020).

2.5.1.2 Biomarcadores de estresse oxidativo

O termo estresse pode ser utilizado para caracterizar uma possivel ameaca a
homeostase, que pode ser causada pela presenca de xenobi6ticos no ambiente o qual
organismos como peixes estdo inseridos (Wendelaar Bonga, 1997) ou a exposicdo a
patégenos (Hellou, Ross et al., 2012). Dentro dos principais causadores desse estresse
oxidativo, incluiem poluentes organicos, metais pesados e pesticidas, além, de alteragdes

na temperatura e da disponibilidade de oxigénio na agua (Hellou, Ross et al., 2012).

A elevacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) pode ser caracterizado como
um indicativo de indugdo do estado de estresse oxidativo, pois elas sdo capazes de causar
danos oxidativos em macromoléculas, como peroxidacdo lipidica, oxidacdo da cadeia
lateral de aminoacidos e quebra de fitas do DNA. A elevagdo das ERO sdo citotoxicas ao

organismo e desencadeiam estresses e/ou doencas nos individuos (Li e Karin, 1999;
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Barbosa, 2001). As ERO quando ndo elevadas no organismo desempenham papéis
importantes como manutencdo do equilibrio metabdlico e garantem uma protecéo contra

patdgenos invasores (Hellou, Ross et al., 2012).

Os antioxidantes agem na eliminacdo das ERO e das Espécies Reativas de
Nitrogénio que estdo associadas ao estresse oxidativo. Esses compostos séo divididos em
dois grupos, um de menor peso molecular o qual tem como representante as vitaminas A,
C e E e um grupo com maior peso molecular onde se tem enzimas como o superoxido
dismutase- SOD, a catalase- CAT, a glutationa peroxidase-GPx e a glutationa S-transferase
GST (Hellou, Ross et al., 2012). O estresse oxidativo pode ocasionar lesGes teciduais e
ameacar a salde do individuo (Gagné, 2014). A glutationa (GSH), é uma importante
proteina ndo enzimatica que auxilia na reducao das EROs (Sies, 1999) A acdo da GPx e da
GST depende da reducdo do ciclo redox da GSH, por meio da relacdo de oxidagdo da
GSH, fazendo com que essa proteina se torne GSSG (Glutationa dissulfeto) (Barbosa,
Costa et al., 2010). Esse processo tem que ser revertido e essa reversdo ocorre no ciclo
catalitico, o qual a enzima glutationa redutase (GR) converte 0 GSSG em GSH, na
presenca de NADPH que é o fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida na sua
forma reduzida, que apds esse processo passa a ser oxidada (NADP+) (Huber, Almeida et
al., 2008a). Como resposta a esse estresse 0s organismos podem apresentar realocacédo de
energia que antes poderia ser destinada para o seu melhor desenvolvimento morfolégico e

agora é alocada para desintoxicacdo (Pickering, 1981).

2.5.1.3 Biomarcadores de biotransformacao fase I e 11

A detoxificacdo enzimatica de contaminantes quimicos é classificada em trés fases.
Sendo a fase | e Il as responsaveis por solubilizar e diminuir a toxicidade dos xenobidticos
e a fase Il responsavel por excretar esse contaminante do organismo exposto (Huber,
Almeida et al., 2008b). A biotransformacéo do composto atraves de reagdes de fase I e 1l €
uma desintoxicacdo que transforma o composto em forma soltvel a qual tende a facilitar
na excregdo desses contaminantes xenobidticos, atraves da hidrofilizagdo dele (Van Der
Oost, lero et al., 2000; Hellou, Ross et al., 2012).

Boa parte dos processos de fase | séo mediados pelas enzimas do citocromo P450
as quais sao responsaveis, sobretudo, pelas reacdes de oxidagdo dos xenobioticos (Huber,

Almeida et al., 2008b). Em peixes, a exposi¢cdo aos HPAs de alto peso molecular causa
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inducdo nos niveis de citocromo P450, especificamente na familia CYP-1A, sendo um

importante biomarcador para este tipo de contaminacéo (Ferreira, 2014).

As glutationa-S-transferases (GST) sdo uma familia de enzimas com multiplas
fungbes como a antioxidante, reduzindo assim, eletréfilos que sdo produzidos com a
oxidacdo da membrana (Huber, Almeida et al., 2008b). Esse processo ocorre a partir do
momento que se tem uma conjugacdo dos xenobioticos oxidados na fase | com a
glutationa. Isso faz com que esses xenobidticos passem a ser mais hidrossoluveis e isso

facilita sua excrecdo.
2.5.2 Biomarcadores morfologicos

2.5.2.1 General Morphology Score (GMS)

O General Morphology Score ou indice de desenvolvimento morfologico (GMS)
atribui pontos ao Paulistinha em sua fase embriolarval, fazendo uma avaliacdo do
desenvolvimento morfoldgico desses organismos em um recorte de 96 horas pdés
fertilizagdo (hpf). Os pontos séo atribuidos a cada marca de desenvolvimento normal e
atraso no desenvolvimento morfoldgico reduzem o indice a uma pontuacéo inferior a 17

pontos que é a pontuacdo maxima (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015).

2.5.2.2 Descolamento da cauda

Segundo (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015) ap6s completar um dia de
fertilizado os embriGes devem apresentar o descolamento da cauda até o saco vitelinico
garantindo assim um ponto no GMS (Figura 5B). Um outro ponto é acrescentado quando a
cauda se destaca para além do saco vitelinico (Figura 5C) e por fim em 48hpf o organismo
ganha mais um ponto se toda a cauda estiver destacada (Figura 5D) garantindo assim 3

pontos ao todo apenas relativos ao descolamento da cauda.

Figura 5 Descolamento da cauda do peixe zebra entre 12 e 72 hpf o qual o A é um
organismo por volta de 10hpf; B- Organismo com 16hpf; C- Organismo com 24hpf; D-
Organismo com 48hpf e E- Organismo com 72hpf.
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c: 2 Pontos

D:3 Pontos E:3Pontos

Fonte: (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015)- Adaptado

2.5.2.3 Formacé&o dos somitos

A formacdo dos somitos é observada no segundo dia pos fertilizagdo (dpf) no
organismo em sua fase embrionaria e gera um ponto no GMS segundo (Beekhuijzen, M.,
De Koning, C. et al., 2015).

Figura 6 Estrutura do somito

e cmp—— -

Somitos mep

Notocorda
-

e —_——

Fonte: (Hermsen, Van Den Brandhof et al., 2011; Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al.,
2015)- Adaptada
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2.5.2.4 Formacao dos olhos

Na auséncia de olhos visiveis a pontuacdo para “desenvolvimento dos olhos” ¢
zero. Com olhos visiveis, porém planos, um ponto é atribuido. No desenvolvimento de
uma esfera, porém sem pigmentacédo, dois pontos sdo marcados e se a partir das 48hpf a
esfera estiver pigmentada, mais um ponto é acrescentado no somatorio para esse marco do

desenvolvimento morfologico (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015).

Figura 7 Desenvolvimento dos olhos e pigmentacao

A:1ponto  B:2pontos  C:2pontos+1 D:2 pontos + 1
Pigmento Pigmento

Fonte: (Hermsen, Van Den Brandhof et al., 2011)- Adaptada

2.5.2.5 Movimento

Segundo (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015) um ponto deve ser atribuido
em 24 hpf, quando o embrido mover a cauda ou todo o corpo. Com o desenvolvimento das
nadadeiras peitorais, a observacdo de movimentacdo também deve ser pontuada. O
movimento pode ser de forma espontanea ou através de uma estimulacdo usando uma
pipeta de pléstico, fazendo com que ocorra uma formacdo de bolhas a qual tenderd a

estimular o movimento desses organismos.

2.5.2.6 Circulagao

A circulacdo sanguinea € observada a partir de 24 hpf e é pontuada com 1 quando
presente. Todavia, s6 garante um ponto no GMS quando também for observado um
batimento cardiaco ap6s 48 horas de exposicdo (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al.,
2015).
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2.5.2.7 Batimento cardiaco

O batimento cardiaco é avaliado em 48 hpf e sera atribuido mais um ponto ao GMS
se for observado a presenca do mesmo. Em caso de ndo percepcdo do batimento, faz-se
necessario uma maior ampliacdo (de aproximadamente 80x) para melhorar a visualizagao
da regido a qual o coracdo estd situado. Essa observacdo deve ser feita por alguns
segundos, a fim de que mais de uma contracdo seja observada. A auséncia de batimento
indica a morte do embrido ou larva do peixe-zebra (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al.,
2015).

2.5.2.8 Pigmentacao da cabeca, corpo e cauda

No terceiro dia ap6 as 48 hpf 1 ponto € atribuido quando for observado a presenca
de pigmentacdo da cabeca e do corpo e 1 ponto a mais é adicionado no GMS se for
observado a presenca de pigmentacdo na cauda. A pigmentacdo € considerada como
presente no organismo avaliado quando o pigmento é perceptivel entre a cabega e 0 saco
vitelinico. Ja a pigmentacdo da cauda é tida como presente quando ocorre um padréo
distindo de pigmento a partir da extremidade do vitelo até a cauda (Beekhuijzen, M., De
Koning, C. et al., 2015).

Figura 8 Pigmentacdo na cabeca, corpo e cauda do Danio rerio

E
Fonte: (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015)
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2.5.2.9 Nadadeira peitoral

Um ponto é atribuido em 72 hpf quando for possivel a visualizacdo de nadadeiras
peitorais no organismo teste. As nadadeiras peitorais sdo estruturas originam-se entre o
coracdo e o figado e se estendem ao longo de cada lado da larva (Beekhuijzen, M., De
Koning, C. et al., 2015).

Figura 9 Processo do desenvolvimento da nadadeira peitoral 48 e 96hpf. A: Nadadeira

peitoral ausente; B: Nadadeira peitoral presente.

B

Fonte: (Hermsen, Van Den Brandhof et al., 2011)- Adaptada

2.5.2.10 Boca protrusivel

Esse marco morfolégico é observado entre 72 e 96hpf e na auséncia de uma
mandibula inferior visivel ou quando a mesma atinge apenas cerca da metade do olho a
pontuacdo é zero. Um ponto € atribuido no GMS quando hé& a presenca da mandibula
inferior e ela atinge toda a regido do olho e um segundo ponto é somado a esse marco
guando a boca esta mais saliente e seu maxilar inferior passa da regido do olho
(Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015).

Figura 10 Desenvolvimento da boca protrusivel no desenvolvimento do Danio rerio.
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Fonte: (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015)

2.5.2.11 Ecloséo

Um ponto € atribuido em 72 hpf quando for observado a eclosdo da larva (Figura
11) e zero pontos ¢é atribuido aquelas que ndo eclodem ou eclodem de forma parcial tendo
parte do seu corpo ainda dentro do cérion. Em casos de eclosdo antecipada ou atrasada

nenhum ponto é atribuido (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015).

Figura 11 Desenvolvimento embrionario e eclosdo da larva do Danio rerio

Fonte: (Hermsen, Van Den Brandhof et al., 2011)- Adaptada

2.5.2.12 Extensdo do saco vitelinico

Esse marco morfoldgico é observado em 96hpf e é atribuido um ponto ao GMS
quando a extensdo do saco vitelinico estiver quase vazia (Figura 12A) e zero pontos €
atribuido quando a mesma ainda estiver cheia (Figura 12B). Para este marco morfoldgico é
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avaliado se a espessura do vitelo ndo excede o coracdo, sendo possivel observar o espaco

no qual a bexiga natatdria ira inflar.

Figura 12 Extensdo do saco vitelinico em 96hpf . A: Extensdo do saco vitelinico vazio; B:

Vitelo excede a linha do coragdo e ndo esté vazio.

Espaco da Bexiga Natatoria

Fonte: (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015)

2.5.2.13 Insuflamento da bexiga natatéria

O insuflamento da bexiga natatdria ocorre entre 72 e 96hpf (Hagenaars, Stinckens
et al., 2014) e seu insuflamento s6 ocorre se a absorcao do vitelo acontecer, pois é com a
absorcéo desta gema que se abre um espaco para o seu insuflamento. Beekhuijzen, M., De
Koning, C. et al. (2015) nédo avalia esse marco morfol6gico, nesse trabalho foi incluida a
avaliacdo desse marco e um ponto é atribuido para a larva que tiver sua bexiga natatoria
inflada em 96hpf. Com a adi¢cdo desse marco, uma larva com o desenvolvimento perfeito
totaliza 18 pontos no GMS ao final das 96 horas de desenvolvimento.

2.5.3 Biomarcadores comportamentais

(Stewart, Cardenas et al., 2013) sugerem que um bom desempenho comportamental
é crucial para o melhor desempenho ecol6gico individual e populacional, e em
contrapartida um mau desempenho pode afetar tanto a sobrevivéncia quanto a reproducéo
de peixes. Além de alteragcdes bioquimicas e morfologicas, a exposi¢do a contaminantes
pode causar alteragdes comportamentais observadas em organismos teste ap0s serem
expostos. Dentre as diversas consequéncias negativas da exposicdo de peixes a ambientes

contaminados é importante mencionar também que essa exposicdo afeta diretamente na
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habilidade natatdria desse organismo, possivelmente comprometendo também o forrageio e

a fuga de predadores (Scott e Sloman, 2004).

Algumas dessas alteracGes podem estar relacionadas a parametros bioquimicos
alterados, como por exemplo o aumento da atividade da AChE, que estd relacionado
diretamente a hiperatividade dos peixes (Xie, Lu et al., 2015)

A andlise comportamental envolve pardmetros de fundamental relevancia, pois
através da analise do comportamento do organismo teste ap0s exposicdo, é possivel
observar a relacdo do comportamento com a funcéo fisiolégica do mesmo. Os peixes sao
6timos modelos para auxiliar na observacdo dessa relacdo, pois muitos dos
comportamentos que eles reproduzem, podem ser facilmente observados e quantificados
(Scott e Sloman, 2004). A exposi¢do do Danio rerio a 2,4-diclorofenoxiacético no trabalho
do (Dehnert, Karasov et al., 2019) fez com que os pesquisadores hipotetizassem a
possibilidade dessa exposi¢cdo ao contaminante afetar a relacdo do organismo com a
captura de presas, levando em consideragdo que no experimento deles houve uma
diferenca estatistica nesse parametro de relacdo captura-presa, entre larvas expostas ao

contaminante e larvas controle, sendo as Gltimas a que melhor desempenharam no teste.

2.5.3.1 A importancia da bexiga natatoria em peixes em sua fase larval

O insuflamento da bexiga natatoria é uma etapa essencial no sucesso ecoldgico de
peixes em sua fase larval (Czesny, Graeb et al., 2005), pois ela garante que esses
organismos alcancem a flutuabilidade neutra e estejam aptos a exercer suas funcoes
ecologicas. O ndo insuflamento da bexiga, pode comprometer todo o desempenho desses
organismos que muito provavelmente morrerdo por nao conseguirem ir em busca de presas

ou fugir de possiveis predadores.

A densidade corporal desses organismos na fase larval pode afetar a distribuigédo
dos mesmos no aquario/tanque/cubeta o qual ele esta sendo observado, fazendo com que
eles figuem com a flutuabilidade negativa, devido ao fato de que a forga exercida por sua
massa corporal é bastante significativa e sua densidade acaba sendo maior do que a da
agua (Woolley e Qin, 2010).

O ndo insuflamento da bexiga pode prejudicar o desempenho ecoldgico dos

organismos, e esta diretamente associada a complica¢fes no desenvolvimento morfoldgico,
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como possiveis tor¢cdes na notocorda (Chatainb, 1994). O ndo insuflamento da bexiga e
flutuabilidade negativa leva a uma maior demanda de energia para que a larva se mantenha
na coluna d’agua através da natagdo, e pode levar a uma reducdo do comprimento total da

mesma (Goodsell, Wikeley et al., 1996; Trotter, Pankhurst et al., 2001)

Os peixes teledsteis possuem duas morfologias de bexiga natatoria fisoclistos e o0s
fisostomos. Os peixes fisoclistos possuem uma bexiga natatdria completamente fechada e
isolada do trato digestivo e ndo possuem o ducto pneumatico na fase adulta. Apos a fase
larval, esses organismos s6 conseguem regular a flutuabilidade a partir de uma glandula
altamente vascularizada que secreta e absorve gases na bexiga (Fénge, 1966). Por outro
lado, os peixes fisdstomos conseguem manter o insuflamento da bexiga através da acao de
engolir ar na superficie que vai diretamente para a bexiga natatoria através do ducto

pneumatico (Schmidt-Nielsen, 1997).

O Danio rerio é um peixe fisdstomo e na fase larval inicial precisa subir até a
superficie na tentativa de abocanhar ar para que sua bexiga natatéria infle. Assim que eles
eclodem do ovo, em 72 hpf, sendo esse comportamento de nadar até a superficie um dos
primeiros observados nesses organismos (Lindsey, Smith et al., 2010). Esse insuflamento
tende a acontecer quando o organismo engole ar e desvia para a bexiga natatéria (Lindsey,
Smith et al., 2010; Smith e Croll, 2011), sendo que essa conexao do es6fago e a bexiga
natatdria se estende até a fase adulta do organismo, o insuflamento da bexiga natatéria
tende a acontecer entre 72hpf e 96hpf, o ndo insuflamento desse 6rgdo compromete
diretamente o desempenho ecoldgico das larvas desses organismos. A exposicdo a
determinados contaminantes, a depender da sua concentracdo, tem como uma das

alteracdes morfoldgicas a ndo insuflacdo dessa bexiga.

Figura 13 Bexiga natatoria em ciprinideos. A: Diagrama esquematico mostrando a Camera
anterior (AC), camera posterior (PC), ducto comunicante (CD) e ducto pneumatico (PD)
ligados ao es6fago (E). B: Radiografia de um Danio rerio mostrando a bexiga natatoria in

situ. Barra de escala = 4 mm.
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Fonte: (Smith e Croll, 2011)

3 OBJETIVOS
3.1 OBIJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade do petréleo coletado no costdo
rochoso da Praia de Ponta de Xaréu para embrifes e larvas do Danio rerio, através da
fracdo soluvel em agua (FSA) do petroleo emulsificado. Esse petréleo foi diluido a
diferentes concentraces, a fim de expor os espécimes embriolarvais a diferentes situagdes,
tendo como foco identificar possiveis alteracbes bioquimicas, morfoldgicas e

comportamentais.

3.1.1 Objetivos especificos

e Preparar e caracterizar os HPAs componentes da fracdo solGvel do 6leo
emulsificado

e Auvaliar a toxicidade de diferentes diluicdes da fracdo solGvel a embrides e
larvas de Danio rerio utilizando os seguintes parametros:

e Avalicdo morfometrica dos organismos expostos ao contaminante, focando
em medir o comprimento total, a area do globo ocular e a area da bexiga
natatoria

e Monitoramento do processo de insuflamento da bexiga natatéria entre 72 hpe
e 168 hpe.

e Analisar efeitos na natacéo das larvas 7 dias ap0s a fertilizacdo

o efeito em biomarcadores bioquimicos apos 96h de exposicao
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 CULTIVO DE Danio rerio E OBTENC}AO DE OVOS FERTILIZADOS

Parametros de qualidade de agua foram avaliados durante o cultivo, e a manutencéao
dos reprodutores e obtencdo de ovos fertilizados foram mantidas conforme padrdes
estabelecidos na norma (Oecd, 2013b). Os reprodutores foram cultivados no Laboratério
de Ecotoxicologia Aquética da UFPE e para desova uma proporcao de 2 machos:1 fémea
foram transferidos para um aquéario no final da tarde. No dia seguinte, logo ap6s a desova,
os ovos foram sifonados cuidadosamente e a selecdo dos ovos fertilizados viaveis foi feita
utilizando lupa com um aumento minimo de 30x, sendo selecionados apenas 0s 0vos com
membrana de fertilizacdo aparente. Apds a selecdo dos ovos viaveis, estes foram
posteriormente dispostos em placas de 24 pocos, onde o volume da solugédo de cada FSA
nos pocos foi de 2,5ml, contendo 1 embrido por poco como proposto ha norma OECD 236

(Oecd, 2013b), uma placa para cada dilui¢do da fracdo solUvel a ser testada.

Figura 14 A: Embrido normal em 4hpf B: Embrido com sinais de coagulacéo, assimetria no

polo animal e bolhas em seu entorno.

A: ovo de zebrafish B: ovo de zebrafish 4 bpf com sinais de
normal 4 hpf coagulacio; polo animal assimétrico ¢
bolhas em torno do embrido

Fonte: (Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015)- Adaptado

42 PREPARACAO DA FRACAO SOLUVEL DO OLEO EM AGUA E
CARACTERIZACAO DA CONCENTRACAO DE HPAS
A preparacdo da fracdo soltvel do 6leo (FSA) se baseou no protocolo “Chemically
Enhanced Water Accommodated Fraction” (CEWAF)(Adams, 2017). Para tal foram

utilizados 5L de agua usada para o cultivo de Danio rerio, com 0s seguintes parametros
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fisico-quimicos: pH 7,2 + 0,2, oxigénio dissolvido 7,0 + 0,5 mg L™, e temperatura 27,5 +
0,5°C, apds prévia esterilizagdo com luz ultravioleta. A FSA foi obtida a partir da mistura
1:100 (m/v)(6leo emulsificado/agua), sequida de agitagcdo média em frasco de vidro com
haste inoxidavel interna por 24 horas em temperatura de 25°C. Apds separacao da fracéo
soltvel, o volume total foi filtrado em filtro com 2 um, sendo que 1 L do filtrado foi
destinado a caracterizacdo da composicdo de HPAs por cromatografia de gas (CG-MS), e
0s 4 L restantes foram utilizados para a exposicdo dos organismos em suas diluigdes
6,25%, 12,5%, 25%, 50% e 100% que possuem a quantidade de HPAs totais equivalentes a
1,65, 3,3, 6,6, 13,2, 26,4 pgL™" YHPAT respectivamente. A amostra bruta de FSA nio
diluida foi analisada por cromatografia gasosa, e as concentracbes de HPAs em cada
diluicdo foram calculadas com base no fator de diluigcdo respectivo.

O método de analise cromatografica envolveu inicialmente adicionar 4L da FSA
preparada em laboratério, em um frasco de vidro ambar de mesmo volume, a qual logo
apos seu preparo, foi adicionado 20 mL de n-hexano e agitado por 2 minutos, a fim de
extrair a matéria organica soltvel neste reagente (De Oliveira Lemos, De Carvalho et al.,
2014; De Arruda-Santos, Schettini et al., 2018). 100 puL de um mix de HPAs deuterados
contendo acenafteno-d10, fenantreno-d10 e criseno-d12, a 1000 ng mL™ foram adicionados
a amostra como substitutos. Apos o processo de extracdo da matéria organica soltvel ao n-
hexano a amostra foi concentrada em evaporador rotativo até 1mL e 100 pL de HPA
deuterado, para calcular a recuperacfes de substitutos, foram adicionados fluoreno-d10,
benzo[a]antraceno12 e benzo[a]pireno-d12 (Absolute Standards INC a 1000 ng mL™). Em
seguida, tanto os HPAs parentais, quanto seus alquilados foram analisados em um
cromatografo a gas (Agilent Technologies, modelo 7820A GC System) acoplado a um
espectrometro de massa (Agilent technologies 5975 series MSD), resultando em 33

analitos.

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL E AVALIACAO DE EFEITOS LETAIS

Os experimentos de exposi¢cdo durante a fase embriolarval de D. rerio a FSA do
petroleo foram executados utilizando-se 24 individuos em cada placa de 24 pocos (Figura
15), uma placa para cada concentragdo a ser testada: controle e concentragdes da fracdo
soltvel a 1,65, 3,3, 6,6, 13,2, 26,4 pugL™ SHPAT.A exposicdo teve duracdo de 168h, e
houve troca de 80% da &gua de exposicdo a cada 24 horas.
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A cada 24 horas, as patologias morfoldgicas abaixo foram avaliadas e registradas
como indicadores de letalidade dos embri6es, conforme OECD 236: 1. Coagulagao de ovos
fertilizados; 2. Falta de formacdo de somitos; 3. Falta de descolamento da cauda do saco
vitelino; 4. Falta de batimentos cardiacos. Ao final do periodo de exposicdo, a toxicidade
letal foi determinada com base na integracdo do numero total de embri6es mortos em cada

tratamento/réplica.

Figura 15 Modelo de exposicdo em placas de 24 poc¢os, onde 4 pogos servem de Controle

Interno (CI), utilizada no GMS, como sugere a norma da (Oecd, 2013a).

Fonte:(Oecd, 2013a).

4.4 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS APOS 96 HORAS DE EXPOSICAO

Ao final de 96 horas de exposicao foram separadas larvas dos diferentes tratamentos,
que foram congeladas em -80°C para posterior homogeneizacdo e andlise dos
biomarcadores bioquimicos catalase (Habig, Pabst et al., 1974), acetilcolinesterase
(Ellman, Courtney et al., 1961), a lipoperoxidacao lipidica pelo método das substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (Utley, Bernheim et al., 1967), Glutationa - S — Transferase
(Habig e Jakoby, 1981) e Glutationa (Beutler, Duron et al., 1963).

4.4.1 Catalase (CAT)

A Catalase é uma enzima antioxidante a qual degrada o Peroxido de Hidrogénio
(H.O,) em agua e oxigénio (lwase, Tajima et al., 2013), que atuam como defesa contra
Espécies Reativas de Oxigénio (ROS). Segundo (Beers e Sizer, 1952) a atividade
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enzimatica é proporcional a velocidade de decomposi¢do do H,O, e 0 método proposto

por (Beers e Sizer, 1952) foi adaptado para microplacas por (Li e Schellhorn, 2007).

Em cada replica amostral 10 larvas em 96 hpf de cada tratamento foram
homogeneizadas em 100 pL de tampdo Tris- HCL em rotag&o lenta, ap6s isso as amostras
foram centrifugadas por 30 min a 4°C e 12000 g.

Para analisar a reacdo é adicionado 5pl de amostra ja& homogeneizada e
centrifugada a placa UV, junto com o mix para reacao da CAT onde é adicionado 25,0 mL
de KPI 0,005M, pH 7,4 e 0,150mL de H,O, A reacdo foi mensurada por leitura de
absorbancia a 240 nm. O célculo foi feito através do coeficiente de absortividade molar (€
=0,0436 mM™ cm™),

4.4.2 Acetilcolinesterase (AChE)

A quantificacdo da atividade da AChE foi adaptada para microplacas a partir do
trabalho do (Ellman, Courtney et al., 1961). Em cada réplica amostral 4 larvas em 96hpf de
cada tratamento foram homogeneizadas em 100 L de tampdo fosfato de potéssio (KPI 0,1
M) e centrifugadas por 20min em centrifuga refrigerada a 4°C a 9000g.

O método se baseia na reacdo de tiocolina com o Ditiobisnitrobenzato (DTNB)
produzindo TNB (Acido 5-tio-2-nitrobenzo6ico) que tem cor amarela e sua absorgio
maxima em 415nm, que é quantificado pela absorbancia no espectrofluorimetro
SpectraMax®. O calculo foi feito através do coeficiente de absortividade molar (€ = 14,15

mM™ cm™), e a AChE expressa em nmol de TNB min™ mg proteina™.

4.4.3 lipoperoxidagdo lipidica (POL)

A LPO é um indicador do excesso de ERO que produz o malondialdeido (MDA)
como subproduto bastante reativo (Maharajan, Muthulakshmi et al., 2018) o qual €
medido através da conjugacdo do MDA com o acido tiobarbitarico (TBARS). Para cada
réplica amostral foi utilizado 20 larvas em 96 hpf de cada tratamento homogeneizadas com
100 pL do tampdo fosfato de sodio (PBS pH 7,4) e centrifugadas por 30 mim, 4°C a
12000g.

A leitura foi feita em microplacas pretas de 96 pogos e em cada pogo foi inserido
160 pL de Tampdo fosfato salino- PBS, 10 uL de hidroxitolueno butilado 95% dissolvido
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em etanol 95% (BHT), 20 uL de amostra em duplicata, 50 pL de &cido tricloroacético
TCA 50% e foi realizado uma leitura basal no espectrofluorimetro, SpectraMax® Ms3.
Apos a primeira leitura foi adicionado 75 pL do acido tiobarbitdrico (TBA) 1,3% e levado
a estufa em 60°C por 1 h. A excitacdo foi de 535 e emissdo de 590, para as duas leituras,
onde os valores de fluorescéncia obtidos sdo aplicados a curva de concentracdo do MDA
(R?>0,99).

4.4.4 Glutationa - S - Transferase (GST)

A leitura da atividade da GST foi determinada por (Habig e Jakoby, 1981) e
adaptada para microplacas por (Frasco e Guilhermino, 2002). Em cada réplica amostral 4
larvas em 96hpf de cada tratamento foram homogeneizadas em 100 pL de tampéo fosfato
de potassio (KPI 0,1 M), e centrifugadas por 20min em centrifuga refrigerada a 4°C a
9000g.

A atividade da GST foi medida a partir da conjugacao da glutationa (GSH) com o
substrato iniciador 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), onde foi adicionado em placa
greiner de acrilico 5 pL da amostra, 35 pL de agua, 200 uL do Mix da GST o qual é
preparado com Agua pura, KPI 0,25M pH 7,4 e GSH 100mM, feito a leitura basal e por
fim é adicionado O CDNB. A atividade enzimética é baseada no composto GS-CDNB que
é detectado a 340nm no espectrofluorimetro SpectraMax® M3. O célculo da atividade foi
baseado no coeficiente de absortividade molar (€ = 9,6 mM-1 cm-1), e a GST expressa em

nmol de CDNB min™ mg proteina™

445 Glutationa (GSH)

O método para quantificacdo do GSH foi adaptado para microplacas seguindo o
método de (Beutler, Duron et al., 1963). 40 embriées com 96 hpf foram homogeneizados
em 100 pL de tampédo e centrifugada por 15min, 4°C a 12000g. Parte da amostra foi
homogeneizada na proporcdo 1:2 total com tricloroacético (TCA 6%) e centrifugada a
4000 rpm, 4°C a 5min.

Apds esse processo 0 homogenato foi lido junto ao ditiobisnitrobenzato (DTNB). A
quantificacdo dessa proteina foi determinada a partir da conjugacdo da GSH com o DTNB
2,2 mM, formando o tiolato (TNB) o qual se detecta no comprimento de onda 412nm no
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espectrofluorimetro, SpectraMax® M3. As concentracfes foram expressas em pg GSH mg

proteina™.
45 EFEITOS SUBLETAIS MORFOLOGICOS E MORFOMETRICOS

4.5.1 Avaliacéo de atrasos no desenvolvimento embriolarval

O indice de desenvolvimento morfolégico ou “General Morphology Score”
(Beekhuijzen, M., De Koning, C. et al., 2015), consiste numa pontuacdo dada para o
aparecimento de alguns marcos morfolégicos durante o desenvolvimento do embrido e
larva de Danio rerio entre 0 até 96 horas ap6s a fertilizacdo (hpf). Uma série de marcos
morfolégicos foram avaliados diariamente em cada embrido ou larva, como, por exemplo,
a formacédo de somitos, da cauda, do olho, das nadadeiras, e foram atribuidos pontos para

cada marco atingido.

4.5.2 Contracdes Ventriculares
Foi quantificada a frequéncia cardiaca de 10 embrides de cada placa em 48 hpfe 72

hpf, em microscépio invertido com aumento de 100x. Essa medicdo foi realizada com o
auxilio de um crondmetro e um contador e as contragdes ventriculares foram observadas

por um periodo de 30 s.

4.5.3 Efeitos subletais em frequéncias de patologias observadas

Foram avaliados diferentes tipos de patologias em cada larva durante as 96h de
exposicdo, incluindo alteracdes morfoldgicas caracterizadas pela presenca de edema
pericardico (24-96hpf), presenca de edema perivitelinico (24-96hpf), torcdo na notocorda
(72-96hpf), boca ndo protusivel (72-96hpf), auséncia de bexiga natatdria inflada (96hpf) e
defeitos nos olhos (24-96hpf).

4.5.4 Efeitos subletais em parametros morfométricos 7 dias apos a fertilizacdo
Foram avaliados efeitos através de analise morfométrica de fotografias obtidas em
lupa (Zeizz®) Stemi 2000 C, utilizando aumento de 20x, para avaliacdo de efeitos no
comprimento total das larvas, didmetro dos olhos e area da bexiga natatdria, com precisao
de 0.1 mm com o software AxioVision (Zeiss). A férmula (Comprimento Horizontal/2 +
Comprimento Vertical/2 x m) foi utilizada para calcular a area da bexiga natatdria e do

globo ocular.



47

4.6 EFEITOS SUBLETAIS COMPORTAMENTAIS
4.6.1 Comportamento natatdrio espontaneo 168hpf

As larvas sobreviventes com 7 dias (168 hpf) de cada tratamento foram transferidas
individualmente para placas de cultura celular (arenas experimentais) com 3 mL de agua
limpa. Cada larva dos diferentes tratamentos foi filmada por 5 minutos em vista superior
usando cameras de video, e os videos gravados foram analisados para calcular a velocidade

média de natacdo em cms .

4.6.2 Efeitos subletais no processo de insuflamento da bexiga natatéria

O processo de insuflamento da bexiga natatéria em larvas do Danio rerio comecgou
a ser avaliado por filmagens detalhadas de larvas a partir de 72 hpf, logo apds a eclosdo. A
avaliacdo do insuflamento da bexiga natatdria foi feita entre 72 hpf e 168 hpf. Para a
execucdo da analise foram selecionadas 10 larvas de cada tratamento nas concentracfes
1,65, 3,3 e 6,6 ugL™ YHPAT, além das larvas do controle. Cada larva foi mantida em
cubetas transparentes de 1 cm x 1 cm x 5 cm (largura x profundidade x altura), com um
volume de 2,5 mL de 4agua, gerando assim, uma coluna d’agua de 22 mm. Em cada cubeta
as larvas foram monitoradas por cameras Intelbras modelo VP600H equipadas com lentes
de distancia focal 6-60mm, totalizando 40 larvas monitoradas individualmente durante
96h, entre 72hpf e 168hpf . A camera fica posicionada lateralmente e nesse teste foi
observado de forma ininterrupta o processo de tentativa de insuflamento da bexiga
natatOria, que necessariamente requer a subida da larva até a superficie da agua (Figura
16).

Inicialmente as larvas se mantém no fundo da cubeta, pois a forca exercida pelo
peso da sua massa corporal (FPC) é significativa o que faz com que a densidade da larva
seja maior do que a da agua, fazendo assim, com que ela fique em flutuacdo negativa.
Nesse primeiro momento, a larva tende a realizar varias subidas até a superficie na
tentativa de abocanhar um volume de ar e realocé-lo para a bexiga natatéria, seguidas de
descidas até o fundo, devido a FPC. Quando a larva consegue abocanhar ar atinge uma
flutuabilidade positiva, que é quando a FPC se torna menor que a forca de empuxo
exercida pela bexiga (FEB). Nesse momento a FEB é maior do que a FPC o que faz com

que a larva permaneca flutuando na coluna d’agua da cubeta. A partir desse momento o
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comportamento da larva se inverte e ao invés desse organismo fazer o movimento fundo-
superficie, ele passa a fazer o movimento superficie-fundo, na tentativa de estabelecer o
controle do volume interno da bexiga e assim atingir a flutuabilidade neutra. A
flutuabilidade neutra pode ser observada pela capacidade da larva de permanecer estavel na
coluna de agua da cubeta, e de se locomover para a superficie e vice-versa de forma suave
e gradual, pois a FPC é igual a FEB. Para cada larva, foi possivel medir o tempo decorrido
para atingir a flutuabilidade neutra a partir de 72 hpf, e a quantidade de vezes que cada
larva subiu até a superficie na tentativa de abocanhar ar e assim conseguirem inflar a

bexiga natatoria.

Figura 16 Vista das cameras durante a observacdo das larvas entre 72hpf e 168hpf e
ilustracdo do esquema da influéncia da FPC e da FEB. A: FPC>FEB = Flutuabilidade
negativa B: FPC<FEB= Flutuabilidade positiva C: FPC=FEB= Flutuabilidade neutra.
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Fonte: (Mariz, 2018)

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os parametros foram analisados quanto a normalidade e homocedasticidade.
ANOVA de 1 fator foi utilizada para os dados que apresentaram uma distribui¢cdo normal e
homogeneidade de variancia, para avaliar diferencas entre os tratamentos (controle e
diluicbes ou concentragcbes de HPASs). Para os dados que ndo apresentaram 0s pre-
requisitos da ANOVA, foi utilizada a andlise de variancia ndo-paramétrica de Kruskal-
Wallis. Havendo diferenca significativa entre os tratamentos a um nivel de significancia de

5%, foram aplicados testes de comparac¢do multipla apropriados para determinar diferencas
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relativas ao controle, e foi calculada a concentracédo de efeito ndo observado (CENO) e de

efeito observado (CEQ) para todos os parametros quantificados.

5 RESULTADOS
5.1 QUANTIFICACAO DE HPAs NA AMOSTRA DE FSA

A concentracdo total de HPAs (> HPAT) na FSA bruta foi igual a 26.387 ng/L,
sendo que dentre os HPAS parentais prioritarios fenantreno, pireno e criseno apresentaram
as maiores concentragdes, iguais a 3529,6 ng L™, 456,31 ng L' e 23422 ng L

respectivamente.

A concentracdo dos 16 HPAs prioritarios (> HPAP) somados representa 19,94% da
concentracdo total de HPAs, e 80% da concentracao total de HPAs é representada por
HPAs alquilados. Outro fato observado foi de que a % total dos HPAs alquilados foi de
80% enquanto que a % total dos HPAs parentais prioritarios foi de aproximadamente 20%.
Considerando-se HPAs parentais e alquilados conjuntamente, 29%, 48%, 23% e 0,74% da
concentracdo total é representada por moléculas de 2, 3, 4 e 5 anéis aromaticos,

respectivamente.

Tabela 1 Concentracdo total de HPAs parentais e alquilados presentes na solucdo bruta
(100%) de Fracdo Soluvel em agua do 6leo coletado no costdo rochoso da Praia de Pedra
de Xaréu.
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Tabela 1. Concentracdo total de HPAs parentais e alquilados presentes na solugdo bruta (100%) de
Fracdo Soluvel em &gua do 6leo coletado no costdo rochoso da Praia de Pedra de Xareu.

numero de anéis Concentracao

Analito de Interesse % do total de HPAs

aromaticos (ng LY
Naftaleno 2 20,54 0,08%
C1 Naftalenos 2 19,64 0,07%
C2 Naftalenos 2 255,09 0,97%
C3 Naftalenos 2 737,88 2,80%
C4 Naftalenos 2 594,49 2,25%
Acenaftileno 2 0 0,00%
Acenafteno 2 41,57 0,16%
Fluoreno 2 138,43 0,52%
C1 Fluorenos 2 1333,74 5,05%
C2 Fluorenos 2 2072,8 7,86%
C3 Fluorenos 2 2376,65 9,01%
Fenantreno 3 3529,6 13,38%
Antraceno 3 136,64 0,52%
C1 Fenantrenos + Antracenos 3 3094,16 11,73%
C2 Fenantrenos + Antracenos 3 2838,16 10,76%
C3 Fenantrenos + Antracenos 3 1812,03 6,87%
C4 Fenantrenos + Antracenos 3 1027,05 3,89%
Fluoranteno 3 121,68 0,46%
Pireno 4 456,31 1,73%
C1 Fluoranteno + Pireno 4 884,48 3,35%
C2 Fluoranteno + Pireno 4 1146,94 4.35%
C3 Fluoranteno + Pireno 4 1129,74 4.28%
Benzo[a]antroceno 4 182,06 0,69%
Criseno 4 234,22 0,89%
C1 Benzo[a]antraceno + Criseno 4 537,55 2,04%
C2 Benzo[a]antraceno + Criseno 4 790,63 3,00%
C3 Benzo[a]antraceno + Criseno 4 473,41 1,79%
Benzo[b]Fluoranteno 4 206,41 0,78%
Benzo[K]Fluoranteno 4 0 0,00%
Benzo[a]pireno 5 58,96 0,22%
Dibenzo[a,h]antraceno 5 60,22 0,23%
Indeno[1,2,3-cd]pireno 5 15,24 0,06%
Benzo[ghi]perileno 5 60,72 0,23%
soma dos 16 HPAs prioritarios 5262,6 19,9%
soma dos HPAs Alquilados 21124,44 80,1%

> HPAs totais 26387,04 100%
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5.2 EFEITOS LETAIS

N&o foram observados efeitos letais significativos ao final das 168h de observagéo
nos organismos expostos ao tratamento controle e nem nos tratamentos com a FSA nas
concentragoes 1,65, 3,3, 6,6, 13,2 € 26,4 ugL'1 > HPAT).

5.3 BIOMARCADORES BIOQUiMICOS
5.3.1 Biomarcadores de neurotoxicidade

5.3.1.1 Atividade da Acetilcolinesterase — AchE
A acetilcolinesterase foi estatisticamente inibida nas larvas expostas a todos 0s
tratamentos (Figura 17), quando comparadas as larvas do controle ap6s 96h de exposicao a

FSA do 6leo coletado no costdo rochoso da praia de pedra de xaréu.

Figura 17 Atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE) em larvas de Danio rerio
expostas durante 96h a concentragdes crescentes da fracdo soltvel do éleo coletado no

costdo rochoso da praia de Pedra de Xaréu.

(*) diferenca estatisticamente significativa em comparacdo ao Controle (ANOVA, F=
18,314 P <0,001 Dunnett P < 0,001)
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5.3.2 Biomarcadores de estresse oxidativo

5.3.2.1 Peroxidacao lipidica POL

A concentragdo de MDA foi estatisticamente menor em 6,6, 13,2 e 26,4 pgL™
YHPAT quando comparados as larvas do tratamento controle (Figura 18A). A
concentra¢do de MDA media no maior tratamento apresentou reducdo de 71% comparado

a média do controle.

5.3.2.2 Espécies reativas de oxigénio — ROS

A presenca de ROS foi expressa em unidades de fluorescéncia relativa ao controle,
e ndo foram verificadas diferencas significativas entre as larvas de Danio rerio expostas a
FSA e ao controle (ANOVA F= 2,370 P < 0,083 Dunnett P < 0,083).

5.3.2.3 Atividade de defesa antioxidante catalase — CAT
A atividade da CAT (Figura 18B) foi estatisticamente significativa em 13,2 e 26,4
ugL™? YHPAT, indicando assim, que houve uma redugéo significativa na atividade dessa

enzima nos organismos dos tratamentos menos diluidos.

5.3.2.4 Glutationa- GSH
A concentracdo de GSH aumentou aproximadamente 67% nas larvas expostas a
26,4 ugL™ SHPAT (Figura 18C) quando comparado ao tratamento controle.

5.3.2.5 Glutationa-S-transferase — GST
Né&o foi verificada diferenca estatistica significativa na GST para as larvas expostas

a FSA, quando comparadas ao controle.

Figura 18 Biomarcadores bioquimicos em larvas de Danio rerio expostas durante 96 h a
concentracdes crescentes da fracdo soluvel do 6leo coletado no costdo rochoso da praia de

Pedra de Xaréu.

A
B

Peroxidacéo Lipidica (ANOVA, F= 20,704 P < 0,001 Dunnett P < 0,001)
Atividade da Catalase (Kruskal-Wallis, H = 13,080 p < 0,023 Dunn p < 0,05)

C- Concentracdo de glutationa(GSH)(ANOVA, F=4,143 P < 0,015 Dunnett P< 0,015)
D- Atividade da GST (ANOVA, F= 0,939 P < 0,481 Dunnett P < 0,481)

(*) diferenca estatisticamente significativa em comparacao ao Controle.
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5.4 EFEITOS SUBLETAIS MORFOLOGICOS E MORFOMETRICOS

5.4.1 Indice de Desenvolvimento Morfoldgico (GMS)

O indice GMS foi estatisticamente reduzido em todos os tratamentos quando

comparados ao tratamento controle (Figura 19). A mediana do controle foi 18, enquanto

gque a mediana do tratamento 26,4 pgL™? YHPAT teve uma reducdo de 28% em

comparacgéo ao controle.
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Figura 19 GMS da fase embriolarval do Danio rerio exposto durante 96h as dilui¢bes da
fracdo soltvel do 6leo coletado no costdo rochoso da praia de Pedra de Xaréu. (Kruskal-
Wallis H=58,598, P<0,001, Dunn P<0,05); (*) Diferenca estatisticamente significativa em
comparacdo ao controle. Y HPAT: Somatorio de HPAs totais > HPAP: Somatorio de 16

HPAs parentais prioritarios.
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5.4.2 Contrac0es ventriculares
N&o houve diferenca estatistica significativa nas contragcbes ventriculares dos

organismos expostos as diferentes concentracfes da FSA em 48hpf, porem em 72hpf
houve um aumento estatisticamente significativo nos organismos expostos a 1,65 e 3,3
ngL™ SHPAT (Figura 20).

Figura 20 ContragOes ventriculares observadas em 48hpf e 72hpf de larvas do Danio rerio
expostas a diferente concentracfes da FSA 48 hpf (Kruskal-Wallis H = 3,708, p = 0.59);
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72 hpf (Kruskal-Wallis H = 38,604 p < 0.001; Dunn, p < 0.05). (*) Diferenca
estatisticamente significativa em comparacdo ao controle. As linhas horizontais tracejadas
do box plot indicam valores médios e as linhas horizontais continuas do box plot (inferior,

médio e superior) indicam quartis de 25, 50 (mediana) e 75%, respectivamente.

55 2 o
3,0 |« L
%EﬁfﬁﬁF
15 4

1,0 |

48 hpf
095 ; 72hng

0.0 1

Contracdes Ventriculares s-1

NI S S P
\"b Oy o Oy 9 (\/(Q'w
ugl! SHPAT



56

5.4.3 Frequéncia de anormalidades no desenvolvimento e de patologias

Os embribes apresentaram alteragdes morfoldgicas de modo concentracdo dependente. A ndo absorcdo do vitelo, ocorréncia de edemas
perivitelinicos e a auséncia de bexiga natatéria foram mais significativas no tratamento com o valor total de HPAs 26,4 ugL™.
Tabela 2 Frequéncia de patologias entre 24 e 96 hpf da fase embriolarval do Danio rerio exposto durante 96 hpf a concentragdes crescentes de
hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos totais (> HPAT) da fracdo soltvel do éleo coletado no costdo rochoso da praia de Pedra de Xaréu.

Lt Edema Edema Vitelo ndo Coracao Torcdo na Auks)z?(?lzde Boca Eclosao Microfitalmia2d-
‘;?P AT N° pericardico perivitelinico absorvido  deformado notocorda 72- natatc’?ria atrasada 72- atrasada 72- 96hof
2 24-96hpf 24-96-hpf 96hpf 96hpf 96hpf 96hpf 96hpf 96hpf P
0 48 0% 4% 2% 0% 6% 6% 0% 0% 0%
1,65 20 5% 10% 10% 10% 20% 15% 15% 0% 10%
3,3 20 5% 10% 15% 10% 10% 10% 10% 0% 5%
6,6 20 5% 25% 35% 10% 10% 15% 30% 0% 15%
13,2 19 5% 32% 37% 5% 21% 32% 5% 5% 11%

26,4 20 50% 75% 85% 35% 55% 75% 55% 15% 70%
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5.4.4 Efeitos subletais morfométricos

5.4.4.1 Comprimento Total

O comprimento total das larvas do Danio rerio ao final das 168 hpf diminuiu em
todos os tratamentos comparados ao controle, sendo as larvas do tratamento 26,4 pgL™
YHPAT as que apresentaram a menor mediana (Figura 21A), igual a 3,38mm, enquanto a

mediana no controle foi igual a 4,05mm.

5.4.4.2 Area da bexiga natatoria

A éarea da bexiga natatoria também teve uma diferenca estatistica significativa nos
tratamentos 1,65, 3,3 e 26,4 pgL™ YHPAT em comparacio as larvas do controle (Figura
21C). A mediana no controle foi 67um?, enquanto que em 26,4 ugL™ SHPAT a mediana
foi de 45 um>.

5.4.4.3 Area do globo ocular
A éarea do globo ocular teve uma diferenca estatistica significativa em 1,65, 3,3, 13,2

e 26,4 ugL™* SHPAT comparados as larvas do controle (Figura 21B).
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Figura 21 Efeitos subletais morfométricos no comprimento total e na &rea da bexiga natatoria e do olho de larvas de Danio rerio 168 horas apds a

fertilizacdo expostas durante 96h a concentragdes crescentes da fragdo sollvel do éleo coletado no costéo rochoso da praia de Pedra de Xaréu.

A (Kruskal-Wallis H = 58,7, p < 0,001, Dunn p < 0,05)
B (Kruskal-Wallis H = 45,8, p < 0,001, Dunn p < 0,05)
C (F=5,681 ANOVA P <0,001, Dunnet P < 0,001)

(*) Diferenca estatisticamente significativa em comparacdo ao controle. As linhas horizontais tracejadas do box plot indicam valores médios e as

linhas horizontais continuas do box plot (inferior, médio e superior) indicam quartis de 25, 50 (mediana) e 75%, respectivamente.
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55 EFEITOS SUBLETAIS COMPORTAMENTAIS
5.5.1 Velocidade natatoria em 168hpf

5.5.1.1 Velocidade média e velocidade maxima média

As larvas expostas a 26,4 ugL™ YHPAT apresentaram uma reducdo estatistica
significativa quando comparadas ao tratamento controle, tanto na velocidade média (Figura
22A), quanto na velocidade maxima média (Figura 22B).

Figura 22 Velocidade natatéria media e velocidade natatéria maxima media de larvas de
Danio rerio 168 horas ap0s a fertilizacdo expostas durante 96h a concentracfes crescentes da

fracdo sollvel do 6leo coletado no costdo rochoso da praia de Pedra de Xaréu.

A: (Kruskal-Wallis H = 13,869, p < 0,050, Dunn p < 0,05)
B: (Kruskal-Wallis H = 16,208, p < 0,006, Dunn p < 0,05)
(*) Diferenca estatisticamente significativa em comparagéo ao Controle. As linhas horizontais
tracejadas do box plot indicam valores médios e as linhas horizontais continuas do box plot

(inferior, médio e superior) indicam quartis de 25, 50 (mediana) e 75%, respectivamente.
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5.5.2 Insuflamento da bexiga natatoria 72hpf a 168hpf

5.5.2.1 Tempo para atingir a flutuabilidade neutra

Foi verificado um aumento concentracdo dependente do tempo transcorrido até as
larvas de Danio rerio atingirem a flutuabilidade neutra (TTFN), sendo este aumento
estatisticamente significativo nas larvas expostas a 3,3 e 6,6 pgL™ YHPAT, quando
comparados as larvas do controle (Figura 23A). A mediana do tempo para atingir a
flutuabilidade neutra a partir da eclosdo das larvas controle foi igual a 43 h (horas pds
eclosdo), e aumentou para 61 h, 61 h e 64 h nas larvas expostas a 1,65, 3,3 e 6,6 pgL™
SHPAT da FSA, respectivamente. Cabe salientar que em 6,6 pgL™ YHPAT da FSA apenas

trés das dez larvas analisadas atingiram a flutuabilidade neutra.

5.5.2.2 Tentativas de subidas até a superficie

O ntmero de vezes que as larvas expostas a 6,6 pgL™ YHPAT da FSA necessitaram
fazer o movimento superficie fundo (MSF) para abocanhar ar e assim conseguir inflar a
bexiga natatoria foi superior (Figura 23B). Em comparacgdo as larvas do controle as larvas
expostas em 6,6 pgL™ YHPAT, apresentaram uma média de 319 MSF, enquanto que no

controle essa média foi de 88 MSF.

Figura 23 Tempo necessario para atingir a flutuabilidade neutra e numero de tentativas de
subidas até a superficie de larvas de Danio rerio expostas durante 96h a concentracdes
crescentes da fracdo soltvel do 6leo coletado no costdo rochoso da praia de Pedra de Xaréu.
A-Insuflamento da bexiga natatoria: TTFN (Kruskal-Wallis, H = 12,846, p < 0,005, Dunn p <
0,05) B- MSF (ANOVA F= 3,128 P < 0,038, Dunnet P < 0,038). (*) Diferenca
estatisticamente significativa comparada ao controle. As linhas horizontais tracejadas do box
plot indicam valores médios e as linhas horizontais continuas do box plot (inferior, médio e

superior) indicam quartis de 25,50 (mediana) e 75%, respectivamente.
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6 DISCUSSAO
As fases embriolarvais de Danio rerio expostas a FSA do 6leo impregnado nas rochas
da praia de Pedra do Xaréu 50 dias ap6s o0 pico do derrame apresentaram alteracdes subletais

bioquimicas, morfologicas e comportamentais em todas concentragdes testadas.

A concentracdo total dos 16 HPAs parentais quantificada na FSA bruta foi igual a 5,2
ngL™?, que somados ao total de 21,12 pgL™ de HPAs alquilados também quantificados
perfazem um total de 26,4 pgL™ de HPAs totais (parentais + alquilados). Neste estudo foi
verificado um atraso no desenvolvimento embriolarval com base no GMS (Figura 19) em
todas as concentracOes testadas, sendo que a concentracdo de efeito observado (CEQO) para o
GMS foi igual a 1,65 ugL™ YHPAT (concentragio expressa somatorio de HPAs totais) ou
0,33 ugL™ > HPAP (concentracdo expressa em somatdrio de 16 HPAs parentais prioritarios).
Em outro estudo também avaliando o0 GMS em larvas de zebrafish expostas a FSA de 6leo, as
CEOQOs para as FSAs do petroleo bruto de Oma e do petréleo bruto de Merey foram iguais a
2,5 e 3,2 pgL™" YHPAP, respectivamente (Li, Xiong et al., 2019). Desta forma, a CEO para o
indice GMS deste estudo de 0,33 pugL™ YHPAP é aproximadamente 10X menor que a CEO
para 0 GMS para ambos tipos de petréleo bruto de Oméa e Merey. Estes resultados indicam
que a FSA do 6leo que chegou a costa brasileira, mesmo com o significativo grau de
intemperismo sofrido durante pelo menos 50 dias aderido a rochas, é mais potente indutora de
atrasos no desenvolvimento em D. rerio que a FSA de 6leos brutos ndo intemperizados de

Oma e Merey.

HPAs com dois anéis aromaticos (parentais + alquilados) representaram
aproximadamente 29% da concentracdo total da FSA bruta (Tabela 1), e apresentam alta
solubilidade comparado aos HPAs de alto peso molecular. Por outro lado, HPAs de 2 anéis
como o naftaleno sdo bastante volateis, logo, uma grande parcela evapora antes mesmo de se
misturar a dgua. Apesar desta tendéncia, é interessante ressaltar que mesmo ap6s 50 dias
impregnado nas rochas, uma massa significativa destes HPAs de 2 aneis ainda pode ser

liberada para a 4gua.

Li, Xiong et al. (2019) verificou diminui¢cdo da frequéncia cardiaca em larvas de
zebrafish expostas a FSA de petréleo bruto de Oma e do petréleo bruto de Merey, com CEOs
iguais a 3,8 e 3,25 pugL™ YHPAP, respectivamente. Nosso estudo, por outro lado, verificou
uma resposta ndo dose dependente com aumento da frequéncia cardiaca (taquicardia) em 0,3 e
0,6 pgL™ SHPAP, respectivamente (Figura 20). Incardona, Collier et al. (2004) verificou
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reducBes dose dependentes na frequéncia cardiaca de larvas de zebrafish expostas ao

fenantreno.

Neste estudo foi verificado um aumento concentracdo dependente da frequéncia de
patologias nas larvas expostas a FSA, incluindo edema pericardico e perivitelinico,
deformidades do coracdo e microftalmia (Tabela 2), patologias indicativas de
cardiotoxicidade também verificadas em larvas de D. rerio expostas ao fenantreno puro numa
solucdo de concentragdo nominal de 9.980 pgL™, acima do limite de solubilidade de 1.300
ngL™? (Incardona, Collier et al., 2004). Neste trabalho a concentracéo de fenantreno presente
na mistura representada pela FSA atingiu 3,5 pgL™ na maior concentracéo testada, sendo bem
menor que a concentracdo reportada por Incardona, Collier et al. (2004). E possivel que outras
moléculas como C1-, C2-, C3-fenantrenos alquilados presentes na FSA testada estejam

contribuindo para a cardiotoxicidade como especulado por Incardona e Scholz (2017).

O vitelo é responsavel por fornecer horménios, nutrientes e energia para 0s peixes
durante sua fase inicial (Hilton, Poortenaar et al., 2008; Kamler e Fisheries, 2008), e foi
verificado um aumento dose dependente na frequéncia de larvas com falha na absor¢do do
vitelo (Tabela 2), o que pode ter contribuido na reducdo do comprimento total, area do olho e
area da bexiga natatoria desses organismos (Figura 21). O ndo insuflamento da bexiga
natatéria também pode estar diretamente associado a complicacbes no desenvolvimento
morfolégico, como possiveis tor¢bes na notocorda (Chatainb, 1994), patologias com

frequéncia aumentada em larvas expostas a FSA neste estudo.

A bexiga natatéria regula a densidade do corpo dos peixes teledsteos, fazendo com que
essa forca exercida pelo peso da massa corporal (FPC) seja igual a forca empuxo exercida
pela bexiga (FEB), fazendo assim com que esses organismos consigam se locomover sem ter
uma perda energética grande (Smith e Croll, 2011). Em peixes fiséstomos como Danio rerio,
a bexiga natatdria possui uma conexdo com o exdfago, a qual através do ducto pneumatico
regula o volume de gas presente no interior desse érgdo (Dumbarton, Stoyek et al., 2010). A
partir de 72 hpf as larvas do Danio rerio comegcam a eclodir e iniciam subidas até a superficie
da &4gua na tentativa de abocanhar ar que através do ducto pneumatico chegara até a camara da
bexiga natatéria, inflando-a (Steen, 1970; Hagenaars, Stinckens et al., 2014). Esse processo
requer um gasto energético relativamente grande, pois as tentativas de subida ocorrem
inimeras vezes, devido ao fato ja supracitado acima de que a FPC>FEB. Neste estudo, foi
verificado para larvas expostas a FSA um aumento concentracdo dependente no tempo
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necessario (Figura 23A) e no nimero de subidas até a superficie necessarias (Figura 23B)
para atingir a flutuabilidade neutra. A flutuabilidade neutra s é atingida se o sistema nervoso
auténomo controlar o sistema de trocas gasosas (Finney, Robertson et al., 2006), e este atraso
ou deficiéncia da capacidade de atingir a flutuabilidade neutra pode estar ligado a um possivel
efeito deletério neste sistema nervoso autbnomo, que pode inclusive estar associada a
verificada inibicdo da AChE (Figura 17). O insuflamento da bexiga natatéria € uma etapa
essencial para a fase larval de peixes (Czesny, Graeb et al., 2005), pois ela vem a garantir que
esses organismos alcancem a flutuabilidade neutra e estejam aptos a nadar com eficiéncia e
capturar presas ou fugir de potenciais predadores. O aumento concentracdo dependente no
namero de subidas a superficie provavelmente acarretou num maior gasto energético que

pode ter influenciado na diminuicdo do comprimento total das larvas expostas a FSA.

A inibicdo dose dependente da atividade da AChE verificada neste estudo apds
exposicdo de larvas de zebrafish a FSA também foi verificada no peixe tropical Astyanax sp.
exposto a FSA de 6leo bruto (Akaishi, Silva De Assis et al., 2004). A inibicdo da AChE pode
resultar no acumulo de acetilcolina nas sinapses centrais e periféricas, chegando a causar
atividades fisiologicas e neuroenddcrinas modificadas (Behra, Cousin et al., 2002; Tilton,
Bammler et al., 2011). Essas modificagdes podem acarretar em mudangas comportamentais,
como reducdo no desempenho de natacdo, 0 que consequentemente deixa 0 organismo mais
suscetivel a predacdo (Carlson, Bradbury et al., 1998; Yang, Lauridsen et al., 2011) e reducéo
na capacidade de forrageamento do organismo (Sandahl, Baldwin et al., 2005). Apesar da
inibicdo da AChE ter sido verificada em larvas expostas a todas concentracdes testadas, a
diminuicdo na velocidade natatoria média (Figura 22A), e na velocidade maxima média das
larvas (Figura 22B) foi verificada somente na maior concentracdo de exposicao.
Hipoatividade natatoria também foi observada ap6s exposicdo de larvas de zebrafish a 49
ngL™ fenantreno (Vergauwen, Schmidt et al., 2015).
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que a fracdo soltvel do 6leo intemperizado impregnado
nas rochas da Praia de Pedra do Xaréu pode afetar a viabilidade das larvas de Danio rerio.
Foram verificadas multiplas alteracdes bioquimicas, morfoldgicas e comportamentais durante
a fase embriolarval. Destacam-se efeitos toxicos verificados nas menores concentracdes
avaliadas de 1,65 pgL™? SHPAT, envolvendo atraso no desenvolvimento embriolarval,
aumento das frequéncias de anormalidades do desenvolvimento, inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, além de alteraces comportamentais no processo de insuflamento da
bexiga natatoria, e diminuicdo do crescimento das larvas. E razoavel supor que os efeitos
toxicos observados em laboratorio podem acontecer na natureza em teledsteos em sua fase

embriolarval que tenham contato com a FSA desse petrdleo no meio aquatico.
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