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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
estresse e as alteraces no leucograma dos juvenis de Oreochromis
niloticus submetidos 2 toxicidade aguda do dleo diesel. A toxici-
dade foi avaliada em um delineamento inteiramente casualizado
com cinco dilui¢ées (20, 25, 30, 35 e 40%) e um controle, ambos
com trés repetigoes. Para a avaliagio dos niveis glicémicos e alte-
racdo no leucograma, foi retirado sangue por punciao caudal dos
peixes moribundos. Dessa forma, conclui-se que o 6leo diesel pode
apresentar riscos ao ecossistema aqudtico, provocando toxicidade
aos organismos aqudticos e alteracoes fisioldgicas.
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate the stress and
changes in white blood cell count of juveniles Oreochromis
niloticus subjected to acute toxicity of diesel oil. The toxicity was
evaluated in a completely randomized design with five dilutions
(20, 25, 30, 35 and 40%) and one control, both with three
replicates. For the assessment of blood glucose levels and changes
in white blood cell count, blood was drawn by caudal puncture
of the dying fish. It was concluded that diesel oil can present
risks to aquatic ecosystem, causing toxicity and physiological
changes to fish.
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INTRODUCAO

A pesca extrativista ¢ uma importante atividade econémica na
regido Norte e apresenta crescimento continuo, alcancando
13,2% em 2011, sendo uma das principais fontes de renda
para os ribeirinhos na regido amazénica (BRASIL, 2011).
Essa atividade é composta das frotas industrial e artesanal
(DORIA ez al., 2012), constituidas por embarcagdes moto-
rizadas, as quais utilizam dleo diesel como o principal com-
bustivel (ALCANTARA ¢z al., 2015).

O 6leo diesel é um derivado de petréleo, que contém em
sua composi¢ao uma complexa mistura de substincias quimi-
cas, com cadeias longas de hidrocarbonetos aromdticos, enxofre,
nitrogénio e oxigénio (SIMONATO ez 4/., 2008; EGRES ez al.,
2012). O descarte ou escape desse combustivel no ambiente
aqudtico pode afetar severamente os organismos existentes, oca-
sionando alteragoes teciduais e hematoldgicas, podendo levar
a morte das espécies mais sensiveis (SIMONATO ez 4/, 2008;
SIMONATO et al., 2013; RODRIGUES ez 4l., 2010).

A toxicidade dos derivados de petrdleo estd relacionada
ao tamanho da cadeia de hidrocarbonetos aromdticos polici-
clicos (HPA) e monociclicos (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno-BTEX), que em meio aqudtico podem ocasionar danos
mutagénicos e carcinogénicos, além de bioacumulagio tecidual
e alta mortalidade dos organismos atingidos (SIMONATO
et al., 2008; RODRIGUES ez 4l., 2010).

Os riscos gerados por esses compostos remetem 3 preo-
cupagio com o seu derramamento ou descarte residual
no meio hidrico (KUBACH ez al.; EGRES et al., 2012),
principalmente os oriundos das embarcacées pesqueiras,
que, mesmo quando descartados em pequena quantidade,
por ocorrer de maneira continua, atuam de forma cro-
nica nos organismos aqudticos (SIMONATO ez al., 2008;
SIMONATO et al., 2013). Essa exposi¢ao toxicoldgica pode
alterar o comportamento, a morfologia, o metabolismo, o
crescimento, a reprodugio e o sistema imunolégico dos pei-
xes (RODRIGUES ez 4l., 2010; SIMONATO et al., 2013).

Nesse contexto, faz-se necessario conhecer os efeitos desse
xenobidtico em organismos aquéticos, sendo os ensaios toxico-
légicos uma ferramenta de avaliagio que, associada aos para-
metros hematoldgicos, pode determinar as concentragoes que
ocasionam a mortalidade dos organismos e gerar diagndsticos
sobre as principais alteragoes fisiolégicas ocorrentes.

Diante desse contexto, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o estresse e as alteracdes no leucograma dos juvenis de
Oreochromis niloticus submetidos A toxicidade aguda ao dleo diesel.

MATERIAL E METODOS

Os juvenis de tildpia-do-nilo (O. niloticus) foram adquiri-
dos de um fornecedor local e aclimatados por sete dias no

Instituto Federal do Amazonas, em Sio Gabriel da Cachoeira,
Amazonas, visando diminuir o estresse de captura. Os espé-
cimes foram mantidos em caixas-d’dgua de 500 L, com aera-
¢do constante e alimentados com ragio extrusada duas vezes
ao dia, submetidos a fotoperiodo de 12 horas e densidade de
0,18 peixes por litro. Apés esse periodo, foram realizados os
testes toxicoldgicos preliminares, para determinar as dilui-
¢oes de dleo diesel que causariam 0 e 100% de mortalidade.
Posteriormente, foi feito o teste definitivo, seguindo reco-
mendacoes do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovéaveis IBAMA, 1987).

Para a concretizacio do teste definitivo, foi utilizada uma
solucio estoque contento 400 mL de dleo diesel para 600 mL
de 4gua destilada, homogeneizada constantemente por 2 horas.
O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casuali-
zado com cinco diluigoes da solugio estoque (20, 25, 30, 35 ¢ 40%
v/v) e uma controle, todos com trés repeti¢des, por 96 h e com
observacio da mortalidade a cada hora. Em cada recipiente com
volume ttil de 3 L, foram adicionados cinco peixes (3,19 £0,39 g).
No periodo experimental, os parAmetros fisico-quimicos da dgua
foram monitorados e mantidos nas seguintes condicdes: oxigénio
dissolvido (6,54 + 0,49 mg.L"), temperatura (28,6 % 0,62°C),
pH (6,42 £ 0,52) e condutividade (182 +29,3 pS.cm™).

O valor de concentragio letal média CL(), ., foi determi-
nado pelo método de Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON
et al., 1977) e classificado de acordo com a Companhia
Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB, 1987), a qual
divide os xenobidticos em: muito téxicos (quando a CL, ¢
menor que 25%), téxicos (25 a 50%), moderadamente téxi-
cos (51 a75%), levemente tdxicos (acima de 75%) e pratica-
mente nio téxicos (100%).

Os indices glicémicos e a contagem do leucograma foram
realizados ap6s coleta por pungio do vaso caudal com seringas
umedecidas com 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
(5%). Os niveis de glicose sanguinea foram determinados por
meio do aparelho Accu-chek Performa” (Roche Diagnostics,
Basileia, Suica). Uma aliquota de sangue foi usada para as con-
feccoes de extenses sanguineas, secas ao ar e coradas pancromi-
camente (ROSENFELD, 1947), para a contagem total de trom-
bocitos e leucdcitos, além da contagem diferencial de leucécitos.

Os dados obtidos foram submetidos 4 andlise de nor-
malidade (Shapiro-Wilk) e posteriormente ao teste ANOVA.
Em presenca de diferenca significativa, foram submetidos ao
teste de Tukey (5%) para comparagio de médias.

Os autores declararam nio terem submetido o projeto
que originou esses dados ao Comité de Etica da Universidade
Federal do Pard, para avaliagdo. Porém, estdo cientes do con-
tetido das resolugées do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA), 6rgio do Ministério da
Ciéncia, Tecnologia, Inovagoes e Comunicagoes, caso envolva
animais. Os autores assumem total responsabilidade pelos
dados apresentados e colocam-se a disposi¢ao para possiveis
questionamentos, caso necessario.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Durante o perfodo experimental, foi observada 100% de morta-
lidade na maior diluigio testada (40%) em menos de 24 horas de
exposicio (Fig. 1), sendo notado aumento da mortalidade com
5006, foi de 30,01%, com limite
inferior de 28,08% e limite superior de 32,05%, assim classificado
como um produto téxico, de acordo com a CETESB (1987).

o aumento das diluicoes. A CL,

Escassos so os estudos sobre a toxicidade dos derivados de
petrdleo para os peixes dulcicolas. A toxicidade do dleo diesel para
juvenis de tildpia ja foi relatada por NOGUEIRA ez 4/. (2011), que
constataram a exposicio dos juvenis de O. niloticus nas diluicoes de
0,01 € 0,05% por sete dias, verificando mortalidade de 100% dos
peixes no sexto dia de experimento para a maior dilui¢io testada.
J& SCHEIN et al. (2009), realizando ensaios crénicos com alevi-
nos de truta-arco-iris (Oncorbynchus Mykiss) e usando duas dilui-
coes da fragio solivel em 4gua de 6leo diesel (0,01 e 1%) ao longo
de nove dias, determinaram concentragio média de 0,05%. No
presente estudo, a concentragio letal média a 50% encontrada foi
maior que os achados de NOGUEIRA ez 4/. (2011) e SCHEIN
et al. (2009), com mortalidade de 100% em menos de 24 horas.

O risco ambiental ocasionado pelos derivados de petréleo
e a toxicidade aos organismos aqudticos podem estar relaciona-
dos com as partes soldveis desses produtos na dgua (SCHEIN
et al., 2009; RODRIGUES et 4l., 2010). SIMONATO ez al.
(2008) ¢ RODRIGUES ¢t 4l. (2010) aportam que ¢ possi-
vel que a mortalidade decorrente da toxicidade do dleo die-
sel esteja associada com as alteragoes fisioldgicas e morfoldgi-
cas, tais como hiperplasia, aneurisma e necrose nos tecidos,
podendo afetar o comportamento dos peixes.

No presente estudo foram observadas alteracoes
comportamentais como natagio erritica, agitacio e posicionamento
dos peixes na superficie da dgua. Essas alteracdes comportamentais
sdo uma das respostas ao estresse ocasionado pela exposicio
dos animais ao produto tdxico, causando alteragdes nos valores
glicémicos, que é uma resposta secunddria utilizada como
indicador de estresse em peixes (WINKALER ez /., 2001;
SILVA et al., 2012; CHAGAS et al., 2012). Neste estudo foi
visto aumento (p<5%) na glicemia (Fig. 2) dos peixes a partir da
terceira diluicao (30%), e na diluicio de 40% houve acréscimo
de 73,52% no nivel glicémico dos juvenis de tildpia-do-nilo em
relagdo ao controle (42,5 = 2,51 mg.dL").

SIMONATO et al. (2008) observaram aumento de 120%
nos niveis glicémicos em juvenis de Prochilodus lineatus ap6s
96 horas de exposicao dos animais 4 fragio soldvel em dgua do
dleo diesel em comparagio ao controle (22,00 + 1,00 mg.dL™).
ROSTAM; SOLTANI (2016) apontaram aumento nos niveis gli-
cémicos de Huso huso na exposicao cronica nas concentragoes de
petréleo 0,218; 0,327 e 0,436 mg.L! e registraram aumento na
glicemia de 12,06; 17,24 e 25,86%, respectivamente, em relagio
ao tratamento controle (58 + 3,00 mg.dL™") durante 14 dias de
experimento. Assim, 0 aumento nos valores glicémicos dos pei-
xes expostos aos xenobidticos pode ter ocorrido pela estimulagio

das catecolaminas, mobilizando o aumento 2 glicogendlise, de
forma a gerar energia para uma agio rdpida dos animais a um
agente estressor (MOREIRA ezal., 2011; CHAGAS ez al., 2012).

Quanto aos pardmetros sanguineos, o trombdcito é um tipo
de célula que apresenta fungdes importantes no sistema imune
dos peixes, atuando na homeostasia, realizando fagocitose e até
mesmo migrando para sitios inflamatérios (GARCIA er al.,
2012). Ocorreu aumento (p<5%) no niimero de trombdcitos
nas diluigoes de 35 e 40%, registrando 40,01 4,09 células x
10%.uL"! e 38,40 * 5,45 células x 10°.pL", respectivamente,
em relagdo ao grupo controle (Fig. 3).

A exposicio dos peixes aos derivados de petréleo pode
ocasionar inflamacio dos érgios que estdo em contato direto
com esses derivados, como as brinquias. Portanto, o aumento
de trombdcitos nos peixes pode ter ocorrido em busca do
retorno homeostdtico, com a migragio dessas células para o
local afetado (SCHALCH ez 4l., 2015), pois a inflamagio é
uma resposta dos organismos com o intuito de aumentar o
fluxo de sangue para a migracio de células fagociticas e com
funcio de coagulacio para o local danificado por meio da
vasodilatagio (SALIU; SALAMI, 2013).

No tocante aos leucdcitos totais, foi observado aumento
(p<5%) na tltima diluigio (40%), com contagem média de 58,4
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Figura 1. Mortalidade de juvenis de tildpia-do-nilo expostos a
diferentes dilui¢des de dleo diesel.
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Figura 2. Valores glicémicos de juvenis de tildpia-do-nilo
expostos a diferentes diluicdes de dleo diesel. Valores nas
barras (média + desvio padrdo) sequidas de letras diferentes
apresentam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<59%).
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+ 6,82 células x 10°.pL! em relagdo ao controle (42,8 * 4,57
células x 10%.pL"). Essas células sdo responsdveis pela defesa do
organismo, que pode ser modulada de acordo com o estimulo
a0s quais os animais estio submetidos (MARINHO ez 4/., 2015).

No presente estudo foi observada redugio (p<5%) de
linfécitos nas dilui¢des de 35 e 40%, com contagem média
de 24,3 £ 3,37 células x 10°.pL" e 24,1 + 2,44 células x 10°.
pL!, respectivamente. Em contrapartida, houve aumento
(p<5%) no niimero de mondcitos na maior diluicao (40%),
com valor médio de 24,08 + 3,15 células x 10°.uL"! em rela-
¢ao ao controle (Tabela 1).

Os linfécitos sdo células responsdveis pela produgio de
anticorpos e pela parte humoral em peixes (SILVA ez al., 2012).
Pode-se inferir, neste estudo, que a sua redugio estd associada
com o estresse ocasionado pelo 6leo diesel, tendo em vista que
o estresse prolongado pode provocar imunossupressao, debi-
litando o sistema imunolégico dos organismos submetidos
a xenobidticos (FUJIMOTO ez al., 2012). Similaridade foi
percebida por ALI ez al. (2014), que observaram redugio no
ntmero de linfécitos do tecido sanguineo de Fundulus grandis

expostos ao petréleo.
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Figura 3. Contagem de trombdcitos em juvenis de tilapia
expostos a diferentes diluigdes de dleo diesel. Valores nas
barras (média + desvio padrdo) sequidas de letras diferentes
apresentam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<5%,).

O aumento de mondcitos possivelmente ocorreu pelo esti-
mulo dos 6rgios hematopoiéticos em resposta A inflamacio
ocasionada pela exposigio ao 6leo diesel, sendo uma célula com
funcdes fagocitdrias importantes no sistema imune dos peixes
(DIAS ezal., 2011), podendo migrar do tecido sanguineo para
o tecido de 6rgaos danificados. Logo, o aumento dessa célula
possivelmente dd-se com o intuito de agir como macréfago
nos tecidos danificados, concordando com ALI et 2/. (2014),
que constataram aumento de mondcito F grandis.

No presente estudo nao foi observada diferenca na con-
tagem de neutréfilos nem de baséfilos entre os tratamentos.
HEDAYATT; JAHANBAKHSHI (2013), que observaram o
efeito do 6leo diesel em juvenis de H. huso, registraram a pre-
senca de linfécitos, neutréfilos e eosindfilos no tecido sangui-
neo, mostrando que a exposi¢ao dos juvenis por 48 horas ao
xenobidtico ocasionou reducao de linfécitos e aumento de
neutréfilos. Logo, o derramamento ou descarte inadequado
dos derivados de petrdleo no ambiente aqudtico pode ocasio-
nar inflamacio nos organismos, alterando possivelmente os
pardmetros hematoldgicos dos peixes (RODRIGUES er 4.,
2010; SIMONATO etz al., 2013). Assim, o aumento da glice-
mia com a crescente adi¢ao de dleo diesel é uma resposta fisio-
l6gica dos peixes ao desequilibrio homeostdtico, na tentativa
de se adaptar as condigbes adversas as quais estdo submetidos.

CONCLUSOES

O estresse ocasionado pelo 6leo diesel apresenta-se como um
risco ambiental para os organismos aqudticos, por se tratar de
um produto téxico para a tildpia.

A exposicao dos peixes ao xenobiético provoca desequi-
librio homeostdtico capaz de reduzir o niimero de linfécitos
e aumentar o de mondcitos nos peixes, ocasionado pela toxi-
cidade ao 6leo diesel.

Tabela 1. Contagem total e diferencial de leucdcitos de juvenis de tilapia-do-nilo submetidos a diferentes dilui¢des de 6leo diesel.

Diluicoes de 6leo diesel

(média = DP)

Controle 20% 25% 30% 35% 40%
Leucécitos
(loouLn  42B0%45Tb  4260+635 47.70+9.93ab 4990+399ab 5090%504ab 5840682
Linfdcitos
iooplny  31120%44la 3143842 3040%351a 2790%206ab 24,30+337b 2410244
Mondcit
(X?':;C:‘SS) 560+124d  475+181d 854+384cd 1250+ 1,99bc 16,60+2,60b 24,00+ 3,152
Neutrofi
(Xﬁ“o?ut?f 692+081a  633+446a 862+3,15a 940+420a 975%357a  877+343a
Basdfilos
1opLy ~ 009%007a  009t007a 0130102  009+005a  015:010a 01440063

DP: desvio padrao; letras diferentes nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (5%).
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