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1- RESUMO

Os estudos hematoldgicos das diferentes espécies de peixes sdo de interesse ecoldgico e
fisioldgico, auxiliando na compreensdo da relacdo entre as caracteristicas sanguineas, a filogenia,
a atividade fisica, o habitat e a adaptabilidade dos peixes ao ambiente. No experimento realizado
foram testados os efeitos de &guas contaminadas em parametros hematoldgicos de peixes da
espécie Prochilodus lineatus, em periodos de coleta de 7 e 20 dias, nos quais o sangue foi
coletado com seringas heparinizadas, foram montadas laminas de esfregago , as quais foram
coradas pelo corante de Leishman. Estas ldaminas foram analisadas e fotografadas com o auxilio
de um microscopio Optico Leica, no qual foram feitas contagens totais de células brancas e
contagens diferenciais de trombdcitos e leucdcitos, para a analise estatistica. O grupo exposto ao
Lago Azul apresentou uma elevacdo no nimero de leucécitos e no total de células brancas,
evidenciando que os contaminantes quimicos do ambiente estavam atuando de forma semelhante
a um antigeno no corpo do animal fazendo com que suas células de defesa se proliferassem.
Quanto ao grupo exposto ao detergente, observou-se que apds 0s vinte dias de experimento
ocorreu uma diminui¢do no numero de trombdcitos. Tais resultados evidenciam que a variagao
no nimero de leucécitos apresentou-se como um indicador de poluicdo ambiental e que os
detergentes biodegradaveis podem em certo tempo de exposic¢ao ocasionar um déficit em fungdes
vitais de peixes como a coagulacdo e a prevencgdo contra infeccOes, eventos ligados diretamente
com os trombacitos.

A maioria dos vertebrados aquéticos possui branquias, estruturas especializadas nas trocas
gasosas e responsaveis por grande parte das trocas ibnicas. Este 6rgdo acaba por absorver grande
parte das substancias presentes na a&gua, que ao cairem na corrente sanguinea sdo filtradas no
figado. Neste experimento foram analisados, através de técnicas de histoquimica, os efeitos de
poluentes nestes Grgdos vitais aos peixes. Observou-se em ambos os 6érgdos modificacGes
morfoldgicas e nos acumulos de substancias, que demonstraram a diminuigdo da capacidade
destes Orgéos de realizarem suas fungdes. Nas branquias foi observada a proliferacdo de células

de muco e de cloro que evidenciam o desequilibrio ibnico gerado pelos poluentes. Os resultados



obtidos demonstram que os poluentes testados, mesmo em dilui¢cGes elevadas, no caso do
detergente, afetam diretamente 0s tecidos dos peixes expostos a estes contaminastes e 0S

debilitam.



2 - INTRODUCAO

O principal canal de drenagem fluvial do municipio de Rio Claro é o Rio Corumbatai, que
ao longo de seu curso, em perimetro urbano, recebe contribuicbes de afluentes como o Ribeirdo
Claro e o corrego Servidao. O cdrrego Serviddo, que nasce proximo a Rodovia Washington Luis
e, segundo De Mauro (1993), sofreu por um longo periodo com a deposicéo de efluentes advindo
da Empresa Quimica Nheel.

Em 1970, o Corrego da Servidao foi represado originando o "Lago Azul", situado no
perimetro urbano de Rio Claro — SP - Brasil. Devido a sua localizacdo geogréfica, as aguas
provenientes do escoamento superficial das ruas dos bairros, situados a montante, carreavam
grande carga de sedimentos (terra, lixo, entulho) para o Lago, fato que resultou em seu
assoreamento gradual, culminando na formag&o de um brejo.

Na década de 80, apds a construcdo do Centro Cultural "Roberto Palmari", iniciou-se um
processo de recuperacdo do Lago Azul, que contemplou seu desassoreamento, a arborizagdo de
seu entorno, a instalacdo de equipamentos de lazer e a abertura do lago para pesca e sua
transformacdo da &rea em Parque Municipal. O Corrego da Serviddo passou por obras de
canalizacdo e atualmente encontra-se confinado sob a Avenida Visconde do Rio Claro,
entretanto, problemas de inundacao, infiltracdo, erosdo e contaminagdo das aguas por esgoto sdo
verificados em diferentes pontos deste corrego e também no Lago Azul.

Estes problemas sdo resultantes da ineficiéncia do processo de planejamento das obras,
pois antes do represamento e da alteracdo do curso do clrrego fazia-se necessario um
planejamento sério que contemplasse a preservacao e a recuperacdo da vegetacdo, bem como a
organizacgao da ocupacdo das encostas e do vale do Corrego da Servid&o.

Preocupada com a possivel contaminacdo das espécies existentes no lago, a prefeitura de
Rio Claro proibiu a pesca e, juntamente com a SABESP (Companhia de Saneamento Béasico do
Estado Séo Paulo), iniciou um estudo das aguas e sedimentos do Lago Azul. Cabe ressaltar que,

sendo o Lago Azul um represamento do cdrrego da Serviddo, afluente direto do Rio Corumbatai,



este corpo d’agua fluvial, bem como sua fauna, sdo diretamente afetados pelos despejos e
impactos impostos ao Lago.

Populagdes de peixes sdo sensiveis a impactos ambientais resultantes de diversos fatores,
seja a introducdo de espécies exdticas, de detritos industriais ou residuais, derramamento de 6leo,
de pesticidas ou de outros agentes, que podem afetar diretamente a ecologia e a sobrevivéncia das
espécies.

Os detergentes biodegradaveis, compostos a base de dodecil-benzeno-sulfonado de sédio,
sdo considerados detergentes brandos, por possuirem uma cadeia lateral linear alifatica. Os
detergentes utilizados atualmente tém sido alvo de criticas. Nao se trata apenas do problema da
biodegradagdo, mas também do elevado teor de fosfato (de até 50%) que aumenta a eficiéncia na
limpeza e é responsavel, quando as aguas residuais sdo despejadas em rios e lagos, pelo aumento
de velocidade de crescimento e reproducgdo de algas e ervas daninhas, um processo conhecido
como eutrofizacao, que faz com que diminua o teor de oxigénio disponivel nas aguas, com efeitos
graves sobre a vida animal (Allinger et al., 1978).

A maioria dos vertebrados aquaticos possui branquias, estruturas especializadas nas trocas
gasosas. As branquias dos peixes estdo posicionadas em bolsas faringeas. O fluxo de &gua é
geralmente unidirecional — entrando pela boca e saindo pelas branquias. O arranjo vascular nas
branquias maximiza a troca de oxigénio. Cada filamento branquial possui duas artérias, um vaso
aferente, que vai do arco branquial até a ponta do filamento, e um vaso eferente, o qual retorna o
sangue para 0 arco. As branquias devem ser permeaveis ao oxigénio e ao diéxido de carbono,
também sdo permeéveis a agua. Como resultado, a maioria dos movimentos da agua e dos ions
ocorre através das superficies das branquias (Pough et al, 2003). Revestindo o arco branquial, os
rastros, os filamentos branquiais e as regides interlamelares, encontram-se o epitélio branquial.
Esse epitelio é estratificado e composto por diversos tipos celulares, incluindo as células
pavimentosas, as células secretoras de muco e as células de cloro, além de botdes gustativos e
células de suporte ndo diferenciadas (Machado, 1999). As células de cloro sdo grandes,
encontram-se esparsas na superficie lamelar, sdo ricas em mitocondrias e atuam em processos de
transporte ativo de ions (Machado, 1999; Perry, 1997). Segundo Evans (2008), desde o inicio dos
estudos fisiologicos, numerosos grupos tém demonstrado que as celulas de cloro em grande
variedade de teledsteos podem manifestar Na-K-ATPase ativas e devido ao grande nimero de

mitocondrias presentes nestas células, elas também sdo conhecidas como células ricas em



mitocondrias ou MRC. Segundo Perry (1997), varios estudos sugerem que as células de cloro séo
os sitios ativos da regulagdo do transporte de ions em peixes marinhos e de &gua doce; a
regulacdo, sobretudo em peixe marinhos pode representar uma parcela substancial do orgamento
energeético, devido a hidrolise de ATP pelos varios transportadores ion-ATPases. Estes incluem
Na* / K*-ATPase de alta afinidade Ca® *-ATPase e, talvez, 0 mal-definido CI7 HCOs - ATPase.
Em condicdes idnicas desfavoraveis ou em contato com agentes toxicos, ocorre a proliferagdo das
células de cloro nos filamentos e na superficie lamelar da branquia (Perry, 1997). Segundo Perry
& Walsh (1989), as células de cloro possuem taxa metabdlica mais elevada do que a encontrada
nas outras células da branquia e que a taxa metabdlica do restante da branquia afeta diretamente
na populacdo de células de cloro, podendo gerar a proliferacdo das mesmas.

Enquanto a grande superficie € favoravel a trocas gasosas, pode também causar varios
problemas, incluindo fluxos energicamente desfavoraveis de agua e ions. Como resultado, os
peixes apresentam a superficie respiratdria que se iguala a sua demanda de oxigénio. Quando se
deparam com mudangas em sua necessidade por obtencdo de oxigénio, devido a alteragcdo em
suas atividades fisicas ou a alteracdes no nivel de oxigénio do ambiente, 0s peixes possuem dois
ajustes amplamente conhecidos: mudar o fluxo de agua nas branquias ou mudar o fluxo de
sangue no interior das branquias. Segundo Nilsson (2007), recentemente foi constatado que
alguns teledsteos possuem uma terceira opcdo: remodelar a morfologia das branquias. Neste
contexto, a andlise das mudancas morfologicas constitui-se numa ferramenta eficiente para
diagnosticar e identificar as consequéncias fisiologicas de contaminagdes quase letais (Romao et
al 2006).

O sangue ¢é um tecido fluido composto de um plasma liquido e de constituintes celulares
conhecidos como células sanguineas vermelhas (eritrdcitos) que contém hemoglobina, a proteina
rica em ferro, em diversos tipos diferentes de células sanguineas brancas (leucdcitos), envolvidas
no sistema imune de defesa do corpo (Pough et al 2003). O sangue dos peixes teledsteos é
formado por eritrécitos, leucocitos e trombocitos. Os peixes possuem uma singularidade que é a
presenca de nlcleo em suas celulas vermelhas. Leucdcitos imaturos séo, geralmente, observados
nas extensdes sanguineas dos teledsteos higidos ou ndo, que resultam de estimulos externos e
internos. Esses leucdcitos podem variar de tamanho, podendo assemelhar-se a linfocitos ou a
pequenos mondcitos e apresenta citoplasma de coloragdo intensamente baséfila (Tavares — Dias
& Moraes 2004).
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O figado é um 6rgdo muito irrigado, devido as suas funcdes de processar e armazenar 0S
nutrientes absorvidos no trato digestivo e de neutralizacdo e eliminacdo de substancias toxicas. O
figado é composto basicamente por hepatécitos, que sdo células poliédricas, com seis ou mais
superficies (Junqueira & Carneiro 2004). Por ser o principal 6rgdo no processo de detoxificagcdo
de xenobidticos o figado esta sujeito a alteragbes, uma vez que este normalmente acumula
concentracBes mais elevadas de substancias tdxicas (Maduenho et. al 2007). Em estudos
realizados por Maduenho & Martinez (2007) na espécie P. lineatus, foi possivel identificar
estagios de degeneracdo do figado apds a exposic¢do dos animais a DFB, sendo que o estagio | foi
caracterizado por apresentar agregados de melanomacrofagos, hipertrofia celular e nuclear e
nlcleos dos hepatdcitos deslocados para a periferia; 0 segundo estagio apresenta vacuolizacdo
nuclear, degeneracéo citoplasmaética e nuclear, estagnacéo biliar e nicleos picnoéticos.

Segundo Simonato et al (2007), peixes expostos a poluentes como petrdleo, por exemplo,
podem apresentar modificacGes em seus figados como hipertrofia do nicleo, ndcleos em posicéo
lateral, vacuolisacdo do citoplasma, degeneracdo do citoplasma, entre outras. Em estudos
toxicoldgicos feitos por Jiraungkooskul et. al. (2002), com herbicidas demonstraram proliferacdo
das celulas das lamelas secundérias, hiperplasia, fusdo lamelar e aneurisma na branquia,
vacuolizagdo e picnose nuclear no figado e dilatagdo do espago de Bawman’s no rim em peixes
da espécie Oreochromis niloticus; em estudo semelhante, Aguiar et. al. (2004) demonstraram que
em Anguilla anguilla, o fenitrothion, um outro tipo de herbicida, causou reducdo do nivel de
glicogénio no figado e no musculo.

Segundo Maduenho et. al (2007) peixes da espécie P. lineatus expostos ao Dimilin®
apresentaram uma série de alteracdes histologicas no figado sendo as de maior freqliéncia de
ocorréncia: aumento do volume nuclear e celular, degeneracdo citoplasmatica, degeneracao
nuclear, vacuolizacdo nuclear e estagnacdo biliar e suas branquias apresentaram elevacéao

epitelial, hiperplasia e hipertrofia das células epiteliais, fusdo lamelar e aneurisma.

10



11

2.1 — Biologia do Prochilodus lineatus

As especies da familia Prochilodontidae (onde esta incluido o género Prochilodus)
possuem como caracteristicas em comum corpo de porte médio a grande, iliofagia (alimenta-se
de detritos nos fundos lamacentos), reofilias (dependem da correnteza do ambiente natural
fluvial) e capacidade migratéria durante o periodo de piracema. O género Prochilodus destaca-se
por sua ampla distribuicdo na regido neotropical, e possui 13 espécies descritas até 0 momento.
Quanto & morfologia, os representantes desse género possuem labios grossos, moveis e providos
de denticulos, escamas ecndides formando o anel etario durante a época de desova. Espécies de
Prochilodus sdo conhecidas no Brasil pelos nomes populares de curimbata, curimba, curimat,
curimatd-pioa, curimata-pacu, papa-terra e corimbata. As espécies de Prochilodus possuem
caracteristicas reprodutivas em comum, tais como: desova Unica por temporada com elevado
namero de dvulos, fecundacdo externa e auséncia de cuidado parental. A espécie P. lineatus,
conhecida popularmente como curimbata, encontra-se amplamente distribuida em toda a bacia
dos rios Parana-Paraguai e no Rio Paraiba do Sul (na costa sudeste do Brasil). Entre as
caracteristicas diagnosticas de P. lineatus estdo: nadadeira caudal sem manchas negras, presenca
de linha lateral completa com 44 a 50 escamas e presenca de 42 a 44 vertebras. Prochilodus
lineatus apresenta 2n = 54 cromossomos com a presenca de constri¢cdo secundaria no braco longo
do segundo par de metacéntricos, correspondendo a regido organizadora de nucléolo (RON)
(Silva 2006).

O Prochilodus lineatus tem um 6timo potencial para a piscicultura por ter um baixo custo
de producdo, tornando-se uma alternativa economicamente atrativa. Devido a sua importancia
econdmica e por ter sua biologia bem conhecida e ser sensivel a poluentes, esta espécie é

apropriada para testes de toxicidade (Maduenho et. al 2007).
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3 - MATERIAIS

Materiais utilizados:

Trinta individuos da espécie Prochilodus lineatus, com 0 mesmo estagio de
desenvolvimento e tamanho entre 17 e 19cm, que serdo coletados no CEPTA - Instituto
Chico Mendes — Pirassununga — SP — Brasil.

Trés caixas de polietileno com capacidade de 500 litros cada;

Amostras de agua coletadas no Lago em andlise e 4gua limpa coletada no pogo artesiano,
situado na UNESP — Campus de Rio Claro;

Dez amostras de detergentes biodegradaveis de diversas marcas;

Seringas, heparina, os fixadores Bowin aquoso e formol neutro, e os corantes H.E., PAS,
Azul de Bromofenol, Picrossirus red, Prata Amoniacal, Feulgen, Von Kossa Leishman e
0 anestésico benzocaina.

Microscopio Leica, provido de cAmera para captura de imagens.
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4 - METODOS

Os animais serdo divididos em trés grupos de 10 individuos, cada grupo sera colocado um
uma caixa de polietileno de 500 litros. Os animais serdo alimentados com a mesma racéo que lhes
era dada no CEPTA - Instituto Chico Mendes. O grupo controle (de ora em diante denominado
de controle) sera exposto a agua clorada comprovadamente pura do poco da UNESP — Campus
de Rio Claro — SP, a 4gua clorada sera usada, pois a agua do campus é tratada com este elemento
para eliminar as possiveis contaminacdes da mesma, sendo que a agua clorada é a Unica
disponivel para o experimento; entretanto a agua que sera utiliza sera oxigenada por uma semana
antes do experimento para tentar baixar os niveis do cloro. O segundo grupo serd exposto a agua
do Lago Azul, Rio Claro — SP — Brasil, (de ora em diante denominado de Lago Azul), e o terceiro
a uma diluicdo na proporcdo de 1:1000000 de uma mistura de diversas marcas de detergentes
biodegradaveis (de ora em diante denominado detergente). Poucos estudos abordam os valores de
toxicidade dos detergentes biodegradaveis, segundo Roy (1988) a DL50 para diversos grupos de
peixes varia entre 7ppm e 22,5ppm. Isto posto este estudo utilizard uma diluicdo de 1ppm, pois
visa detectar alteracdes histologicas j& com niveis baixissimos de agente poluentes, tendo em
vista que as diluicdes de detergentes em rios, ndo deve exceder este valor, uma vez que com
niveis mais altos, como se é esperado as altera¢cdes ocorrem. Os materiais a serem analisados
serdo coletados apds os periodos de exposicdo de uma semana e de vinte dias; a coleta em uma
semana de exposicdo sera feita devido aos resultados de um projeto piloto realizado com esta
mesma finalidade e cujos resultados mostraram que alteragdes principalmente no nimero de
células sanguineas ja sdo observadas. O sangue dos animais sera coletado por punsdo da veia
caudal, com seringas contendo heparina e corado com o corante de Leishman, sendo que as
celulas serdo contadas em 10 campos escolhidos aleatoriamente em toda a extensdo da lamina.
Antes de serem sacrificados para a coleta dos 6rgdos a serem analisados, 0s animais serdo
anestesiados em solugdo de benzocaina (0,1g de benzocaina em 1 mL de alcool etilico para cada
100 mL de &gua deionizada), para amenizar sofrimento dos individuos durante o processo de

dissecacdo. As branquias e o figado serdo fixados em Bouin aquoso e preparados para técnica de
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historesina com reacGes em H.E., PAS, Azul de Bromofenol, Picrosirus Red, Prata Amoniacal e
Feulgen, e fixada em formol neutro para técnica de Von Kossa. As técnicas histoquimicas, bem

como os fixadores a serem usados, estdo descritos nos itens seguintes.

4.1 — Técnicas Histoquimicas

Hematoxilina e Eosina (HE):
Segundo Paulete & Becak (1976) esta técnica é composta dos reagentes Hematoxilina, que possui
caracteristicas basofilas e cora o nucleo celular de azul, e Eosina, que possui caracteristicas
acidofilas e cora o citoplasma da célula de rosa. Os procedimentos da técnica seguem abaixo:

- Deixar as laminas em &gua destilada por 1 min.

- Corar com hematoxilina por 5min.

- Reagir com &gua por 4min.

- Lavar em &gua corrente.

- Corar com eosina por 5min.

- Lavar as laminas em agua corrente.

PAS (Acido Periddico de Schiff)
Segundo Paulete & Becak (1976) o acido periddico quando atua nos polissacarideos, oxida-os,
dando lugar a formacao de aldeidos, os quais podem ser detectados pelo reativo de Schiff. Os
procedimentos da técnica seguem abaixo:

- Reagir o material com &cido periddico 0,4% por 10min.

- Lavar em agua destilada.

- Reagir com o reativo de Schiff por 1h no escuro

- Lavar em agua sulforosa (3 banhos de 1min. cada)

- Lavar em 4gua corrente por 10min.

* As regides em que existem glucidios ficam vermelhos arroxeados.

14
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Azul de Bromofenol

Segundo Behmer et al (2003) esta técnica é usada para a deteccdo de proteinas, corando
principalmente em pH de 3,0 a 4,6, cujos resultados sdo observados principalmente nas cores azul
e amarela. Os procedimentos da técnica seguem abaixo:

- Corar por 1h a temperatura ambiente.

- Lavar em acido acetico 0,5% por 1min.

- Lavar em &gua corrente por 5min.

- Passar em alcool butilico terciario.

Picrosirus Red

Segundo Pearse (1985) esta técnica e usada para diferenciar fibras de coldgeno do tipo | e
I11. O colageno do tipo | é evidenciado pela coloragdo vermelha e o colageno do tipo Il é corado
de verde. Os procedimentos da técnica seguem abaixo:

- Corar com Picrosirus por 1h em estufa a 60°C, com o corante a mesma temperatura.

- Lavar em agua destilada.

- Corar com hematoxilina por 8min.

- Lavar em &gua corrente.

Prata Amoniacal

Segundo Paulete & Becak (1976) esta técnica precipita a prata em estado de carbonato,
por meio de carbonato alcalino, redissolveldo-se ulteriormente o precipitado com aménia. A
reducdo é feita com formol neutro. Os procedimentos da técnica seguem abaixo:

- Tratar com permanganato de potassio por 5min.

- Lavar rapidamente com &gua corrente.

- Descorar pela solucéo de &cido oxalico.

- Lavar em agua destilada por 2min.

- Tratar com prata amoniacal aquecida a 60°C por 15min.

- Lavar em agua destilada por 2min.

- Tratar em formalina aquecida a 60°C por 2min.

- Lavar rapidamente com &gua destilada.

- tratar com cloreto de ouro por 2min.

15
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- Lavar rapidamente com agua destilada.
- Tratar com hipossulfito de sodio por 2min.

* Nucleos em preto e fundo branco.

Feulgen

Segundo Paulete & Begak (1976) este método baseia-se no fato de que o &cido cloridrico
quebra a ligagdo purina desoxirribose formando grupamentos aldeidicos na desoxirribose. Os
grupamentos aldeidos séo evidenciados pelo reagente de Schiff. A hidrolise feita pelo &cido ndo
afeta 0 RNA, de modo que o método € especifico para DNA. O reagente de Schiff reage com os
grupamentos aldeidos e forma um novo composto insolivel e de cor vermelho forte. Os
procedimentos da técnica seguem abaixo:

- Hidrolisar os cortes no &cido cloridrico 1N, pré aquecido a 60°C durante 8min.

- Transferir para solucdo de schiff durante 45min.

- Lavar os cortes por trés vezes em solucdo de metabissulfeto por 2min. cada vez.

- Lavar em agua destilada.

* O DNA nuclear sera corado de vermelho.

Von Kossa

Segundo Paulete & Becak (1976) este método depende da presenca de fosfato e
carbonato. Em tecidos animais, entretanto fosfatos insollveis e carbonatos estdo sempre perto do
calcio, com isso este teste é suficientemente especifico para este elemento. Os procedimentos da
técnica seguem abaixo:

- Corar por 20min. com nitrato de prata.

- Lavar rapidamente em agua.

- Revelar com D-72 por 1min.

- Tratar com tiossulfato 5% por 30min.

- Lavar em agua destilada.

- Contracorar com hematoxilina por 6min.

- Lavar em &gua corrente.
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Leishman

Segundo Paulete & Becak (1976) este corante é usado para coloracdo de esfregaco de
sangue. Ele evidencia o nucleo de cor vermelho-azulado, os grénulos acidofilos de rosa ou
vermelho, os granulos basofilos de azul e as hemécias de rosa — salméo. Os procedimentos da
técnica seguem abaixo:

- Esfregacos secos séo corados sem fixar, por 1min. com 5 a 10 gotas do corante.

- Adicionar o dobro de quantidade de dgua destilada (10 a 20 gotas), misturando a solu¢do
com um leve balancar da lamina.

- Deixar corar por 5a 10 min.

- Despejar o corante e lavar com &gua destilada.

- Cobrir a lamina com agua destilada por 1min.

- Despejar a agua e secar a lamina.

4.2 — Fixadores

Bouin

Segundo Paulete & Becak (1976):

750 ml de solucéo saturada de cido picrico.

50 ml de &cido acético glacial.

Acido picrico em solugdo saturada aquosa. Dissolver 1,59 de acido picrico em 100mL de

agua destilada quente. Agitar, filtrar no dia seguinte.

Formol Neutro

Segundo Paulete & Becgak (1976):

100 mL de Formalina (formaldeido a 40%).

900 mL de agua destilada.

1 barra de carbonato de calcio.

Prepara-se o formol habitual, mas acrescenta-se no recipiente que o contém 2 ou 3

pedacos da barra de carbonato de calcio.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Analises do sangue

As laminas de sangue coradas com Leishman evidenciaram claramente quatro grupos de
células: os eritrdcitos (Figura 1 - setas), apresentando morfologia oval, com uma coloracao résea
do citoplasma e seus nucleos corados de azul; eritroblastos (Figura 2 - seta), células maiores do
que os eritrdcitos, entretanto com a mesma coloracdo apresentada pelo seu estagio maduro;
leucocitos (Figura 3 - setas), células com nicleos grandes, geralmente irregulares em tons de
vermelho e citoplasma em tons de azul ou vermelho e, em alguns casos, com aspecto granular e
trombdcitos (Figura 4 - setas), cujos nucleos apresentam tamanho muito semelhante ao dos
eritrocitos, porém possuem formas redondas ou em bastdes, com coloracdo azul escuro — roxo e

com citoplasma escasso.

Figura 1: As setas indicam eritrécitos corados com Leishman (600X).
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Figura 2: A seta indica um eritroblasto corado com Leishman (800X).

N\

Figura 3: A seta preta indica um leucécito com nucleo e citoplasma
evidentes, a cabeca de seta indica um leucdcito com apenas 0
citoplasma evidente (800X).
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N\

Figura 4: As setas indicam trombdcitos corados por Leishman (800X)

Por meio da coloracdo de Leishman foi possivel a identificacdo de alguns leucdcitos,
sendo encontrados principalmente linfocitos (Figura 5), neutréfilos (Figura 6), mondcitos

(Figuras 6 e 7) e células granul6citica especial ou leucécito granular PAS-positivo (Figura 8).

Figura 5: A seta indica um linfécito (800X)
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Figura 6: As setas pretas indicam neutrdfilos e a cabeca de seta indica
um monacito (600X)

Figura 7: A seta mostra um mondcito (800X)

21
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Figura 8: A seta indica uma célula granuldcitica especial ou leucdcito
granular PAS-positivo (400X)

Para a analise dos efeitos dos agentes contaminantes no nimero de células brancas no
sangue dos individuos em estudo, foi escolhido o método de contagem indireta, pois segundo
Ishikawa et. al (2008) a metodologia de contagem direta em peixes ndo é recomendada, pois a
diferenciacdo principalmente entre trombdcitos leucdécitos e eritrocitos é dificultada na cdmara de
Neubauer. As contagens foram feitas 10 em campos escolhidos aleatoriamente, percorrendo-se
toda a extensdo das laminas, utilizando-se o aumento de 400x. Foram feitas contagens
diferenciais entre leucdécitos, trombdcitos e uma contagem total, com a somatoria destes dois
grupos de células juntas, pois segundo Tavares-Dias e Moraes (2004), tanto leucocitos como
trombdcitos sdo consideradas células de defesa, sendo incluidas no grupo de células brancas;
apesar de possuirem caracteristicas diferentes quanto ao modo de acdo. Os trombdcitos séo
células que previnem infeccdes e atuam na coagulacdo do sangue enquanto os leucocitos atuam
mais diretamente contra os antigenos. Tendo isso em mente esta contagem diferencial foi
realizada, na tentativa de evidenciar ndo s6 os efeitos dos contaminantes sobre o nimero de
globulos brancos totais como tanto no nimero de leucécitos e trombdcitos separadamente, com o
intuito de correlacionar os efeitos dos poluentes com as atividades especificas destes grupos de

células.
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A partir dos dados obtidos por meio da contagem de células de cada individuo dos grupos
em estudo, foi feita a média de células encontradas por campo de cada individuo. Assim
produziu-se, com estes dados, tabelas referentes a cada grupo, sendo que as linhas representam a
meédia de leucocitos, trombdcitos e o total de um unico individuo. As tabelas 1, 2 e 3 apresentam
os dados respectivamente dos grupos controle, detergente e Lago Azul, apo6s sete dias de
experimento; as tabelas 4, 5 e 6 representam o0s dados respectivamente dos grupos controle,
detergente e Lago Azul, apds vinte dias de experimento (as tabelas de dados de vinte dias
apresentam apenas 8 individuos, pois foram sacrificados espécimes por grupo para analise
histologica do figado e branquias, procedimento também realizado vinte dias). As tabelas 7 e 8 e
os graficos 1 e 2 apresentam a comparacdo entre controle, detergente e Lago Azul, quanto ao
namero de leucdcitos, durante o experimento. As tabelas 9 e 10 e os graficos 3 e 4 representam

esta mesma comparacao entre grupos, levando em consideragdo o nimero de trombdcitos.

Tabela 1: Médias da contagem diferencial, em 10 campos, de células sanguineas realizadas no
aumento de 400x, no controle apds 7 dias de experimento.

Leucdcitos | Trombdcitos | Total
Espécime 1 2,6 2,1 4,7
Especime 2 1,4 3,3 4,7
Espécime 3 4,2 2,1 6,3
Espécime 4 3,1 12,1 15,2
Especime 5 4,2 1,5 5,7
Espécime 6 2,2 3,6 5,8
Espécime 7 0,3 3 3,3
Especime 8 3,3 8,8 12,1
Espécime 9 0,7 2,7 3,4
Espécime 10 2,6 1,1 3,7

* Cada linha representa a média de células encontradas um espécime.
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Tabela 2: Médias da contagem diferencial, em 10 campos, de células sanguineas realizadas no

aumento de 400X, no grupo detergente ap0s 7 dias de experimento.
Leucocitos | Trombdcitos | Total
Especime 1 3,4 3,2 6,6
Espécime 2 2,4 1,9 4,3
Espécime 3 1,8 2,3 4,1
Espécime 4 3,4 1,1 4,5
Espécime 5 2,3 3 2,6
Espécime 6 3,3 2,5 5,8
Espécime 7 1,5 1,1 2,6
Espécime 8 1,7 2,4 4,1
Espécime 9 3 1,5 4,5
Espécime 10 2,4 2 2,6

* Cada linha representa a média de células encontradas um espécime.

Tabela 3: Meédias da contagem diferencial, em 10 campos, de células sanguineas realizadas no
aumento de 400x, no grupo Lago Azul ap6s 7 dias de experimento.

Leucocitos | Trombocitos | Total
Espécime 1 18,3 4,5 22,8
Espécime 2 19,6 55 25,1
Espécime 3 20,5 9 28,5
Espécime 4 18,6 7,2 25,8
Espécime 5 19,2 1,8 21
Espécime 6 23,3 8,7 32
Espécime 7 19,5 3,9 23,4
Espécime 8 20 7,4 27,4
Espécime 9 18,9 6,8 25,7
Espécime 10 21,6 8 29,6

* Cada linha representa a média de células encontradas um espécime.

Tabela 4: Médias da contagem diferencial, em 10 campos, de células sanguineas realizadas no
aumento de 400x, no grupo controle apds 20 dias de experimento.

Leucocitos | Trombdcitos | Total
Espécime 1 2 4,6 6,6
Espécime 2 1,7 16,6 18,3
Espécime 3 1,2 7,8 9
Espécime 4 0,6 3,5 4,1
Espécime 5 1,4 8,4 9,8
Espécime 6 1,1 6 7,1
Espécime 7 1,3 0,9 2,2
Espécime 8 1,4 10,5 11,9

* Cada linha representa a média de células encontradas um espécime.
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Tabela 5: Médias da contagem diferencial, em 10 campos, de células sanguineas realizadas no
aumento de 400x, no grupo detergente ap06s 20 dias de experimento.

Leucocitos | Trombdcitos | Total
Especime 1 1,5 0,2 1,7
Espécime 2 2 1,4 3,4
Espécime 3 1,2 3,2 4,4
Espécime 4 1,5 5,2 6,7
Espécime 5 2,4 0,1 2,5
Espécime 6 1,2 2,4 3,6
Espécime 7 1,1 4,5 5,6
Espécime 8 1,4 0,6 2

(  Cada linha representa a média de células encontradas um espécime.

(

Tabela 6: Médias da contagem diferencial, em 10 campos, de células sanguineas realizadas no
aumento de 400x, no grupo Lago Azul apés 20 dias de experimento.

Leucécitos | Trombdcitos | Total
Espécime 1 19,1 2,3 21,4
Espécime 2 25 6 31
Espécime 3 25 4,4 29,4
Espécime 4 27,8 3,2 31
Espécime 5 19,4 8,6 28
Espécime 6 24,9 7,1 32
Espécime 7 26,1 5,9 32
Especime 8 18,2 6 24,2

(  Cada linha representa a média de células encontradas um espécime.
(

Tabela 7: Comparacéo entre o nimero de leucocitos, contados em 10 campos, dos grupos
controle, detergente e Lago Azul, ap6s 7 dias de experimento

CONTROLE DETERGENTE LAGO AZUL
Espécime 1 2,6 3,4 18,3
Espécime 2 1,4 2,4 19,6
Espécime 3 4,2 1,8 20,5
Espécime 4 3,1 3,4 18,6
Especime 5 4,2 2,3 19,2
Espécime 6 2,2 3,3 23,3
Espécime 7 0,3 1,5 19,5
Especime 8 3,3 1,7 20
Espécime 9 0,7 3 18,9
Espécime 10 2,6 2,4 21,6

(  Cada linha representa a média de células encontradas um espécime
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Tabela 8: Comparacéo entre o numero de leucocitos, contados em 10 campos, dos grupos
controle, detergente e Lago Azul, apds 20 dias de experimento.

26

CONTROLE DETERGENTE LAGO AZUL
Especime 1 2 15 19,1
Espécime 2 1,7 2 25
Espécime 3 1,2 1,2 25
Espécime 4 0,6 1,5 27,8
Espécime 5 1,4 2,4 19,4
Espécime 6 1,1 1,2 24,9
Especime 7 1,3 1,1 26,1
Espécime 8 1,4 1,4 18,2

* Cada linha representa a média de células encontradas um espécime

Tabela 9: Comparacéo entre o nimero de trombdcitos, contados em 10 campos, dos grupos
controle, detergente e Lago Azul, apés 7 dias de experimento.

CONTROLE DETERGENTE LAGO AZUL
Espécime 1 2,1 3,2 4,5
Espécime 2 3,3 1,9 55
Espécime 3 2,1 2,3 9
Espécime 4 12,1 1,1 7,2
Espécime 5 1,5 3 1,8
Especime 6 3,6 2,5 8,7
Espécime 7 3 1,1 3,9
Espécime 8 8,8 2,4 7,4
Especime 9 2,7 1,5 6,8
Espécime 10 1,1 2 8

* Cada linha representa a média de células encontradas um espécime

Tabela 10: Comparacao entre o nimero de trombdcitos, contados em 10 campos, dos grupos
controle, detergente e Lago Azul, ap6s 20 dias de experimento

CONTROLE DETERGENTE LAGO AZUL
Espécime 1 4,6 0,2 2,3
Espécime 2 16,6 1,4 6
Especime 3 7,8 3,2 4,4
Espécime 4 3,5 5,2 3,2
Espécime 5 8,4 0,1 8,6
Especime 6 6 2,4 7,1
Espécime 7 0,9 4,5 5,9
Espécime 8 10,5 0,6 6

* Cada linha representa a média de células encontradas um espécime
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A partir dos dados numéricos encontrados, aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk a fim de
testar a normalidade dos valores encontrados e aplicar o teste estatistico adequado. Os testes
selecionados para esta anélise foram aqueles de variancia ANOVA/Tukey, para dados normais e
Kruskal-Wallis/Dunn para valores ndo normais, utilizando-se do software BioStat 5.0.

A comparacdo do nimero de leucdcitos entre os grupos no periodo de 7 dias evidenciou
que ndo houve diferenca significativa entre o controle e o detergente; entretanto ocorreu
diferenca significativa entre o grupo controle e o exposto ao detergente quando comparados com
0 Lago Azul (p<0,01, em ambos os casos) apés a aplicacdo do teste ANOVA/Tukey (Grafico 1).
Quanto ao numero de trombacitos, ocorreu diferenca significativa apenas quando comparados 0s
grupos detergente e Lago Azul (p<0,05), segundo o teste Kruskal-Wallis/Dunn (Gréafico 2), no
mesmo periodo de exposi¢do. Quanto a analise total de células brancas o teste usado foi o de
Kruskal-Wallis/Dunn (Gréfico 3), e o resultado obtido foram uma diferenga significativa entre 0s
grupos controle e detergente quando comparados com o grupo Lago Azul (p<0,05, em ambos 0s
casos). Quanto as anélises feitas no periodo de 20 dias de experimento, o numero de leucécitos
apresentou diferenca significativa entre o grupo controle e o detergente, quando comparados com
0 grupo exposto ao Lago Azul (p<0,05, em ambos o0s casos), apés o uso do teste Kruskal-
Wallis/Dunn (Gréfico 4). Para a analise do nimero de trombdcitos, utilizou-se 0 mesmo teste
(Grafico 5), que demonstrou diferenca significativa (p<0,05) quando comparados 0S grupos
controle e detergente e a analise do total de células evidenciou diferenca significativa entre o
grupo controle e o detergente (Grafico 6), quando comparados com 0 grupo exposto ao Lago

Azul (p<0,05, em ambos 0s casos).
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Gréafico 1: Comparacdo do nimero de leucdcitos, entre os grupos controle (1), detergente (2) e
Lago Azul (3), ap6s 7 dias de experimento

ANOVA - Diferenca entre as Médias

Gréfico 2: Comparacao do nimero de trombdcitos, entre os grupos controle (1), detergente (2) e
Lago Azul (3), apds 7 dias de experimento.

Kruskal-Wallis - Diferenca entre as Médias
dos Postos
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Gréfico 3: Comparacao do numero total de células, entre os grupos controle (1), detergente (2) e
Lago Azul (3), ap6s 7 dias de experimento.

Kruskal-Wallis - Diferenca entre as Médias
dos Postos

Bl = ==

Gréfico 4: Comparacdo do numero de leucdcitos, entre os grupos controle (1), detergente (2) e
Lago Azul (3), apos 20 dias de experimento.

Kruskal-Wallis - Diferenca entre as Médias
dos Postos
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Grafico 5: Comparagdo do nimero de trombdcitos, entre os grupos controle (1), detergente (2) e
Lago Azul (3), ap6s 20 dias de experimento.

Kruskal-Wallis - Diferenca entre as Médias
dos Postos

Gréfico 6: Comparagdo do numero total de células, entre os grupos controle (1), detergente (2) e
Lago Azul (3), apos 20 dias de experimento.

Kruskal-Wallis - Diferen¢a entre as Médias
dos Postos
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Histologicamente a diferenca que pode ser observada foi principalmente quanto ao
nimero de leucdcitos entre o grupo controle (Figuras 9 e 12) e o grupo Lago Azul (10 e 13),
tanto no periodo de 7 quanto no de 20 dias de experimento, sendo que o grupo detergente
(Figuras 11 e 14), ndo apresentou diferengas significativas visiveis quando comparado com o

grupo controle em ambos os periodos de coleta.

Figura 9: Vista geral do sangue do grupo controle ap6s 7 dias de
experimento (400X)
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Figura 10: Vista geral do sangue do grupo detergente apés 7 dias de
experimento (400X)

Figura 11: Vista geral do sangue do grupo Lago Azul ap6s 7 dias de
experimento (400X)
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Figura 12: Vista geral do sangue do grupo controle ap6s 20 dias de
experimento (400X)

Figura 13: Vista geral do sangue do grupo detergente apds 20 dias de
experimento (400X)
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Figura 14: Vista geral do sangue do grupo Lago Azul ap6s 20 dias de
experimento (400X)

5.2 - Analise do figado

O material coletado ap0s sete dias de experimento revelou, através da técnica de
Hematoxilina — Eosina, que o grupo Lago Azul apresentou vacualisacdo dos hepatécitos, o que
ndo foi visualizado no grupo detergente. Neste mesmo periodo de tempo observou-se diminuigédo
na concentracdo de bile encontrada na luz dos vasos sanguineos em ambos 0s grupos expostos a
ambientes poluidos, sendo mais elevada no grupo Lago Azul. Estes resultados também foram
obtidos na analise dos grupos apds vinte dias de experimento, entretanto observou-se a
vacualisagdo do tecido hepético no grupo detergente, o que ndo havia ocorrido no inicio das

andlises (Figuras 15, 16 e 17).
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Figuras 15a e 15b:
Grupo Controle 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de H-E

AN

As figuras mostram uma visao geral do figado do grupo controle, no aumento de 400x, nos quais pode-se
observar vasos sanguineos, indicados por “V” e acimulos de bile indicados por “B”.
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Figuras 16a e 16 b:
Grupo Detergente 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de H-E

A

As figuras mostram uma visdo geral do figado do grupo detergente, no aumento de 400x, nos quais pode-se
observar vasos sanguineos, indicados por “V” e acimulos de bile indicados por “B”. Observa-se a vocualizagdo do
tecido hepético, indicada pelas setas, principalmente apds vinte dias de experimento e uma diminui¢do dos acimulos
de bile, em comparagdo com o grupo controle.
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Figuras 17a e 17b:
Grupo Lago Azul 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de H-E

A

As figuras mostram uma visao geral do figado do grupo Lago Azul, no aumento de 400x, nos quais pode-se
observar vasos sanguineos, indicados por “V”. Observa-se principalmente no periodo de 20 dias de experimento a
vacuolizacdo do tecido hepatico, indicada pelas setas e pode-se identificar a metacromazia no periodo de 7 dias, que
é evidenciada pela coloracéo azul espalhada pelo tecido.
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Durante a analise do material coma utilizacdo da técnica de PAS, que visa a marcacao de
acumulos de carboidratos, observou-se que tanto no periodo de sete dias quanto apds vinte dias
de experimento, ocorreu diminuicdo dos granulos de glicogénio acumulados nos hepatdcitos

tanto no grupo Lago Azul quanto no grupo detergente. (Figura 18, 19 e 20).

Figuras 18a e 18b: Grupo Controle 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de PAS:
AN

As figuras mostram uma viséo geral do figado do grupo controle, no aumento de 200x, nos quais pode-se
observar vasos sanguineos, indicados por “V” e acimulos de glicogénio indicados pelas setas.
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Figuras 19a e 19b
Grupo Detergente 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de PAS

AN

As figuras mostram uma visao geral do figado do grupo detergente, no aumento de 200x, nos quais pode-se
observar vasos sanguineos, indicados por “V” e acimulos de glicogénio indicados pelas setas. Observa-se uma
diminuicdo na concentracdo de glicogénio em ambos os periodos de experimento, bem como a vacuolizagdo do

tecido apds vinte dias de exposi¢do em comparag¢do com o grupo controle.
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Figuras 20a e 20b - Grupo Lago Azul 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de PAS

A\

As figuras mostram uma visdo geral do figado do grupo Lago Azul, no aumento de 200X, nos quais pode-se
observar vasos sanguineos, indicados por “V”. Observa-se uma diminui¢do na concentracdo de glicogénio em ambos
os periodos de experimento, bem como a vacuolizagdo do tecido em ambos os periodos de exposi¢do em comparagdo

com o grupo controle.

A técnica de Azul de Bromofenol que visa evidenciar a concentracdo de proteinas totais
mostrou que em comparagdo com o grupo controle, o grupo detergente apresentou maior

concentracdo de proteinas entorno dos vasos sanguineos e a diminui¢do no restante do tecido, no
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periodo de sete dias de experimento. No periodo de vinte dias deste mesmo grupo e no grupo
Lago Azul, durante todo o experimento, observou-se a diminui¢do da concentracdo protéica em
todo o tecido (Figura 21, 22 e 23).

Figuras 21a e 21b
Grupo Controle 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de Azul de Bromofenol.
A\
\/
=
N/

As figuras mostram uma visao geral do figado do grupo controle, no aumento de 200x, nos quais pode-se observar
vasos sanguineos, indicados por “V”.
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Figuras 22a e 22b
Grupo Detergente 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de Azul de Bromofenol.
AN
A\
=
N/

As figuras mostram uma visao geral do figado do grupo detergente, no aumento de 200x, nos quais pode-se observar
vasos sanguineos, indicados por “V”. Observa-se uma maior concentracao protéica entorno dos vasos sanguineos em
7 dias de experimento e uma diminuicdo das mesmas no periodo de 20 dias.
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Figura 23a e 23b
Grupo Lago Azul 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de Azul de Bromofenol.
A
N/
B
\V4

As figuras mostram uma visao geral do figado do grupo detergente, no aumento de 200x, nos quais pode-se
observar vasos sanguineos, indicados por “V”. Observa-se uma diminuicdo da concentracdo protéica em ambos os
periodos do experimento.
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Para a anélise dos nucleos dos hepatocitos utilisou-se a técnica de Feulgen, a qual revelou
a elevacdo na quantidade de nicleos deformados com material genético concentrado,
caracteristicos de células em apoptose, no grupo detergente apos vinte dias de experimento e no

grupo Lago Azul durante todo o experimento (Figura 24, 25 e 26).

Figuras 24a e 24b - Grupo Controle 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de Feulgen.
AN

As figuras mostram uma visao geral do figado do grupo controle, no aumento de 400x, nos quais pode-se observar
vasos sanguineos, indicados por “V”.
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Figura 25% e 25b
Grupo Detergente 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de Feulgen.

A\

As figuras mostram uma visao geral do figado do grupo detergente, no aumento de 400x, nos quais pode-se observar
vasos sanguineos, indicados por “V”. As setas indicam nucleos que sofreram modificagdes morfologicas,
apresentando-se mais afilados do que os nucleos dos outros hepat6citos normais.
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Figuras 26a e 26b
Grupo Lago Azul 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de Feulgen.
A
==
v/
T
B
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As figuras mostram uma visao geral do figado do grupo Lago Azul, no aumento de 400x, nos quais pode-se observar
vasos sanguineos, indicados por “V”. Nos dois tratamentos observou-se um grande nimero de nucleos de hepatocitos
com modificagdes morfoldgicas, indicados pelas setas.
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As técnicas de Pricocirius Red (figuras 272 e 27 b), Prata Amoniacal (figuras 28a e 28b) e

VVon Kossa (figura 29a e 29b), ndo revelaram nenhuma alteracdo entre 0s grupos.

Figuras 27a e 27b - Grupo Controle (A) e Lago Azul (B) ap6s 7 dias, corados pela técnica de
Picrocirius Red

A\

O colageno foi marcado no entorno dos vasos sanguineos indicados pela letra “\VV” e ndo apresentaram
modificagdes entre os grupos em nenhum dos periodos de experimento (400x).
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Figuras 28a e 28b
Grupo Controle (A) e Lago Azul (B) ap6s 20 dias, corados pela técnica de Von Kossa.
A\
=

Em todo o experimento as marcacdes de calcio, que se apresentam como marcagdes marrons no citoplasma dos
hepatdcitos, ndo se alteraram entre os grupos, apenas ocorreu uma aparente diminuicdo devido a vacuolizagdo do
tecido (200x).

48



Figuras 29a e 29b
Grupo Controle (A) e Lago Azul (B) ap6s 7 dias, corados pela técnica de Prata Amoniacal
A
=

Em nenhum dos grupos ouve diferengas na marcacéo de fibras elasticas no tecido hepatico (200x).

5.3 - Analise das branquias
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A analise das branquias dos individuos expostos a ambientes poluidos evidenciou a
ocorréncia da fusdo de lamelas secundarias e modifica¢des na sua morfologia tanto no grupo

detergente quanto no grupo Lago Azul durante todo o experimento. (Figura 30, 31 e 32).

Figuras 30a e 30b - Grupo Controle 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de H-E.

PAN
LS
L
=
LS
L~

Visdo geral da branquia do grupo controle, sendo as lamelas secundérias representadas por “LS” e as lamelas
primarias por “LP” (400x)
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Figuras 3la e 31b
Grupo Detergente 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de H-E.

A

LS

Visdo geral da branquia do grupo detergente, sendo as lamelas secundarias representadas por “LS” e as lamelas

o1

primarias por “LP” (400x). Observou-se a existéncia de fusdo lamelar, indicadas pelas setas, e hipertrofia da lamela

secundaria, representada por “H”.
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Figura32ae 32b
Grupo Lago Azul 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de H-E.

LS

Visdo geral da branquia do grupo Lago Azul, sendo as lamelas secundarias representadas por “LS” e as lamelas
primérias por “LP” (400x). Observou-se a existéncia de fusdo lamelar, indicadas pelas setas, nos dois periodos de
experimento.
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A técnica de Picrocirius Red evidenciou que apenas no grupo detergente, apds vinte dias
de experimento ocorreu a elevacdo na quantidade de colageno no entorno da cartilagem

encontrada na lamela primaria (Figura 33a, 33b, 34a, 34b, 35a e 35b).

Figuras 33a e 33b - Grupo Controle 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de Picrocirius Red.
AN

Visdo geral da branquia do grupo controle, sendo as lamelas primarias representadas por “LP” (200x). O colageno foi marcado
em vermelho entorno da cartilagem.
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Figuras 34a e 34b

Grupo Detergente 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de Picrocirius Red.

AN

Visdo geral da branquia do grupo detergente, sendo as lamelas primarias representadas por “LP” (200x). Observou-
se um aumento de col&geno no grupo ap6s 20 dias de experimento.
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Figuras 35a e 35b
Grupo Lago Azul 7 (A) e 20 (B) dias, corados pela técnica de Picrocirius Red.
A
LP
B
LP

Visdo geral da branquia do grupo Lago Azul, sendo as lamelas primarias representadas por “LP” (200x). N&o foram
observadas modifica¢des na concentragdo de colageno neste grupo.
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A técnica de Feulgen evidenciou que ocorre 0 aumento no tamanho dos nicleos das
células epiteliais encontradas nas extremidades das lamelas secundarias hipertrofiadas, tanto no

detergente como no Lago Azul (Figuras 362 e 36b).

Figuras 36a e 36b - Grupo Controle (A) e Detergente (B) apos 7 dias de experimento, corados
pela técnica de Feulgen.

A
LP
LS
B =
=
LS
LP

Visdo geral da branquia dos grupos controle e detergente, sendo as lamelas primérias representadas por “LP” e as
lamelas secundarias por “LS” (400x). AS setas indicam nucleos dilatados observados em lamelas que sofreram
hipertrofia, encontradas principalmente no grupo detergente.
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Para a andlise das células de cloro e de muco, mostrou-se necessario uma contagem das
mesmas. Para que houvesse um nimero minimo de individuos para a analise estatistica, foram
utilizados os dois individuos sacrificados neste experimento e também mas quatro individuos de
cada grupo, coletados em um experimento realizado simultaneamente a esse e nas mesmas
condigBes, no qual o material analisado neste experimento também havia sido coletado para
futuras andlises. Para esta contagem foram contadas as células de cloro e de muco entre 10
lamelas secundarias, contagem repetida cinco vezes em cada individuo. Na técnica de Von
Kossa, observou-se a proliferacdo das células de cloro, no grupo Lago Azul, com P maior que
0.01 nos dois periodos do experimento; no grupo detergente esta proliferacdo so foi observada
apos vinte dias de exposi¢do, com P maior que 0.01 (Tabelas 1, 2 e Figura 10). Estas células
foram identificadas por possuirem granulos de cor escura no seu citoplasma e foram localizadas
entre as lamelas secundarias e em alguns casos encontradas na lamela secundaria, segundo
Pereira e Caetano (2009). Assim como na observacdo das células de cloro as contagens feitas
para as celulas de muco, com o auxilio da técnica de PAS, observou-se proliferacdo destas células
em todos os periodos do experimento e nos dois grupos expostos aos poluentes, com P maior que
0.01 (Tabelas 11, 12, 13, 14 e Figura 37).

Tabela 11:
Controle | Detergente | Lago Azul
12 12 29
9 10 33
10 12 30
10 14 30
11 10 31
13 13 28

As linhas representam as médias de células de cloro encontradas em cada um dos seis individuos de cada grupo, apds
sete dias de experimento.
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Tabela 12:

Controle | Detergente | Lago Azul
11 23 35
9 22 42
9 20 40
10 25 37
12 20 40
10 26 41

As linhas representam as médias de células de cloro encontradas em cada um dos seis individuos de cada grupo, apds

vinte dias de experimento.

Tabela 13:
Controle | Detergente | Lago Azul
6 10 9
7 10 9
7 10 10
6 9 10
8 10 8
8 9 8

As linhas representam as médias de células muco encontradas em cada um dos seis individuos de cada grupo, ap6s

sete dias de experimento.

Tabela 14:

Controle

Detergente

Lago Azul

5

8

8

10

10

9

g~ OOCT

8

O|©O|O[W|lo|

As linhas representam as médias de células de muco encontradas em cada um dos seis individuos de cada grupo,

apos vinte dias de experimento.
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Figuras 37a, 37b e 37c - Grupo Controle (A) e (B), corados pela técnica de Von Kossa e (C),

corado pela técnica de PAS, ap0s 7 dias de experimento.

A B

A figura A representa uma célula de cloro (seta) observada na lamela secundéria no grupo controle (1000x). A
figura B ilustra uma célula de cloro (seta) identificada entre duas lamelas secundérias no grupo controle (1500x). A
figura C indica através da seta uma célula de muco encontrada na regido central entre duas lamelas secundarias
(400x).
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As técnicas de Prata amoniacal (Figura 38) e Azul de Bromofenol (Figura 39) ndo

evidenciaram nenhuma alteracéo entre os grupos estudados.

Figuras 38a e 38b - Grupo Controle (A) e Detergente (B), corados pela técnica de Azul de
Bromofenol, apds 7 dias de experimento.

A\

Visdo geral da branquia dos grupos controle e detergente, sendo as lamelas primarias representadas por “LP” (200x).
Néo foram identificadas diferencas na concentracdo protéica em nenhum dos grupos experimentados.
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Figuras 39a e 39b - Grupo Controle (A) e Detergente (B), corados pela técnica de Prata
Amoniacal, ap0s 7 dias de experimento

A

Visdo geral da branquia dos grupos controle e detergente, sendo as lamelas primarias representadas por “LP” (200x).
As fibras elésticas foram identificadas ao redor da cartilagem, entretanto no foram identificadas diferencas entre os
grupos.

61



62

6 - DISCUSSAO

6.1 - Analises do sangue

Segundo Tavares-Dias & Moraes (2004) os estudos hematologicos das diferentes espécies
de peixes sdo de interesse ecoldgico e fisiolégico, auxiliando na compreensédo da relagdo entre as
caracteristicas sanguineas, a filogenia, a atividade fisica, o habitat e a adaptabilidade dos peixes
ao ambiente.

Dentre os componentes do sangue, os leucdcitos representam importante papel na
imunidade ndo especifica e seus valores podem ser considerados como indicadores do estado de
salde dos peixes (Ishkawa et. al. 2008). Os dados obtidos neste experimento demonstram que
houve uma elevacéo significativa no nimero de leucécitos nos animais expostos a dgua do Lago
Azul, evidenciando com isso que os poluentes quimicos existentes ali estavam atuando de forma
semelhante a um antigeno, fazendo com que suas células de defesa, ndo especificas,
proliferassem, durante o periodo de experimento. Esta elevacdo ndo foi encontrada no grupo
detergente. Os detergentes biodegradaveis sdo um dos compostos despejados nas aguas do Lago
Azul, deste modo evidencia-se que estes ndo estdo entre 0s poluentes quimicos encontrados na
agua do lago e que seriam responsaveis pela uma elevacdo no numero de leucocitos.. Estes dados
podem ser comparados com os de Roméo et. al. (2006) e Ates et. al. (2007) que demonstraram
em seus trabalhos que parametros sanguineos podem ser usados como indicadores de parametros
ambientais aquaticos; sendo que e seus trabalhos apds o levantamento bioquimico e
hematoldgicos de peixes expostos a poluentes, encontraram varia¢cdes incluindo a elevagdo no
namero de leucdcitos totais nos individuos expostos a e a ambientes impactados como lagos
urbanos.

Em contraste com as plaquetas de mamiferos que sdo fragmentos de células anucleadas os
trombdcitos de peixes sdo células completas, sendo importantes para a homeostasia e a
coagulacdo sanguinea (Tavares-Dias & Moraes, 2004; Tavares-Dias & Mataqueiro, 2008). Em
peixes essas células possuem ainda outras fungdes, entre elas, sugere-se que respondam a
situacBes morbidas de modo semelhante as plaquetas nos mamiferos e reduzem a predisposicao a
infecgdes (Tavares-Dias & Moraes, 2004).
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Os resultados apresentados mostram que no periodo de 7 dias de experimento, ocorreu um
leve aumento no nimero de trombdcitos resultante, possivelmente do pouco tempo de adaptacéo
que o animal teve ao ambiente mais poluido da 4gua do Lago Azul e pelo fato de que o grupo
detergente apresentar o valor de trombdcitos mais baixo dos trés grupos. Esta afirmacgdo baseia-
se no fato de que este numero ficou estavel quando comparado com o grupo controle durante
todo o experimento. O grupo detergente apresentou um decréscimo no nimero de trombocitos,
em comparagdo com o controle apos vinte dias de experimento 0 que sugere que a exposi¢do ao
detergente pode ocasionar uma diminuicdo da capacidade de coagulacdo sanguinea, da
manutencdo da homeostasia e da prevencdo contra infecgdes. Esta diminuicdo pode ser atribuida
ao detergente, pois segundo Tavares-Dias & Moraes (2004), existe uma relacdo inversa entre o
naimero de trombdcitos e leucocitos, ou, seja, 0 numero de trombdcitos aumenta quando o de
linfécitos diminui, sendo assim caso este evento estivesse ocorrendo de forma natural, 0 nimero
de leucocitos deveria ter aumentado e ndo foi 0 que ocorreu, pois 0S mesmos se mantiveram
estaveis com relacdo ao grupo controle.

Na contagem total de células, os resultados foram os mesmos da contagem de leucécitos,
ou seja, ocorreu uma elevacdo significativa apenas no grupo exposto a agua do Lago Azul,
evidenciando mais uma vez que tais poluentes afetaram os espécimes de forma semelhante a um

antigeno, ocasionando a proliferacdo de tais células.

6.2 - Analise do figado

Segundo Verlag (1982) as células hepaticas possuem diversas func@es vitais como a
metabolisacdo de proteinas, lipideos e carboidratos, atuam na desintoxica¢do do organismo e na
hematopoiese, durante a fase larval, além de estarem envolvidos na producéo de anticorpos. Os
resultados obtidos neste trabalho evidenciam que a exposicao de peixes a ambientes
contaminados pode ocasionar danos neste 6rgdo vital, como a vacuolisacdo dos hepatdcitos e a
diminuicdo das reservas de glicogénio.

A degeneragéo encontrada no figado dos individuos analisados neste experimento pode
ser incluida no estagio dois de degeneracdo proposto por Maduenho & Martinez (2007), o qual é
caracterizado por vacuolizacdo nuclear, degeneracgéo citoplasmatica e nuclear, estagnacao biliar e
ndcleos picnéticos, devido principalmente a degradacdo citoplasmatica e a vacuolizagdo

encontrada tanto nos individuos dos ensaios Lago Azul e detergentes. Estes resultados também
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foram encontrados em estudos semelhantes realizados por Simonato et al (2007) e
Jiraungkooskul et. al. (2002) que identificaram como principais alteragdes aumento do volume
nuclear e celular, degeneracdo citoplasmatica, degeneracdo nuclear, vacuoliza¢do nuclear e
estagnacdo biliar. Estes danos provavelmente sdo causados devido um acimulo de toxinas
acumuladas pelo figado que através do processo de desintoxicacdo, que ao causarem a
degeneracdo dos hepatdcitos acabam por limitar as fungdes vitais do figado, prejudicando o
organismo como um todo.

Segundo Verlag (1982) A funcéo do figado como glandula digestiva é de secretar bile, a
qual é produzida pelas células hepaticas e transportada para canaliculos intracelulares e
posteriormente levada para canaliculos extracelulares. O presente trabalho evidenciou uma
diminuicdo na concentracao de bile no tecido hepético, o que evidencia que as células expostas
aos poluentes perderam sua funcdo de produzir esta secrecdo, o que consequentemente afeta
diretamente o processo digestivo dos individuos.

Quanto a andlise da concentracéo proteica realisada, obeservou-se a concentracéo das
mesmas no grupo exposto ao detergente, nos primeiros sete dias, no entorno dos vasos. Isto se
deve, provavelmente, a uma alta atividade das células mais proximas aos vasos, que acabam por
entrar em contado mais rapidamente com as toxinas do que as células que se encontram no
interior do tecido; devido a isso € que se observa uma vacuolizacdo mais rapida das células mais
préximas aos grandes vasos. Como 0s animais expostos a agua do Lago Azul apresentaram uma
vacuolizacdo mais rapida dos hepatdcitos, o metabolismo das mesmas provavelmente encontra-se
bastante debilitada, 0 que ocasionaria uma diminuic¢éo da concentragdo proteica celular, o0 mesmo
que ocorre no grupo exposto ao detergente apds vinte dias de experimento.

Segundo Junqueira & Carneiro (2006) lipidios e carboidratos sdo armazenados no figado
na forma de triglicerideos e glicogénio, respectivamente, sendo esta capacidade de armazenar
metabdlitos importante, porque supre 0 organismo de substratos energéticos no periodo entre
refeicdes. Como foi observado neste experimento ocorreu a diminui¢do na concentracéo de
glicogénio nos individuos expostos a ambientes poluidos, isto revela que possivelmente uma
parte deste nutrientes foi recrutada para o combate contra a intoxicagao e possivelmente com a
deteriorizacdo dos hepatdcitos foi diminuida a capacidade de armazenamento de nutrientes dos

mesmos.
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Segundo Alberts et. al. (2006) celulas em apoptose perdem sua forma devido a quebra do
citoesqueleto e seu nlcleo também perde sua forma até a degradacao de seu material genético. Os
nucleos deformados encontrados indicam que apds a exposicdo a poluentes muitas céluas entram
em apoptose efeteando diretamente ofuncionamento do 6rgéo. Este elevado nimero de células
em apoptose poderia explicar a metacromasia observada na técnica de Hematoxilina — Eosina, na
qual, possivelmente a cor azul representa fragmentos de DNA resultantes da morte celular de
hepatdcitos.

6.3 - Analise das branquias

Segundo Torres & Christofoletti (2008) a fusdo lamelar pode ter um carater protetor, ja
que diminui a superficie branquial. Entretanto a hiperplasia epitelial, bem como seu
desprendimento, pode possuir uma funcdo defensiva, pois aumentam a distdncia que as
substancias presentes na adgua tém que percorrer para alcancar a corrente sanguinea. A fusao
lamelar encontrada em todos 0s grupos expostos a poluentes neste experimento evidencia uma
tentativa do organismo de evitar a maior absor¢do de poluentes pelo organismo. Outro resultado
encontrado foram modificacdes morfoldgicas nos filamentos secundarios, que segundo Perry &
Laurent (1993) podem ser considerados como tentativas de se conservar algumas funcgdes
fisioldgicas; que podem ser comprovadas pela modificacdo no tamanho dos ndcleos das regides
terminais das lamelas secundarias. Estes resultados também foram encontrados por ouros autores
como Jiraungkooskul et. al. (2002), que obteve como principais resultados proliferagdo das
células das lamelas secundarias, hiperplasia, fusdo lamelar e aneurisma na branquia, apoés a
exposicao a herbicidas.

A elevacdo na quantidade de colageno encontrada nas branquias dos individuos expostos
ao detergente pode ser considerada como uma modificacdo da estrutura branquial, tendo em vista
possivelmente a manutencdo da estrutura branquial bem como suas funcdes fisioldgicas.

Segundo Perry (1997), varios estudos sugerem que as células de cloro sdo os sitios ativos
da regulacéo do transporte de ions em peixes marinhos e de &gua doce; a regulacéo, sobretudo em
peixe marinhos pode representar uma parcela substancial do orcamento energético, devido a
hidrélise de ATP pelos varios transportadores ion-ATPases. Estes incluem Na* / K*-ATPase de
alta afinidade Ca®*-ATPase e, talvez, o mal-definido CI7 HCOs - ATPase. Em condic®es i6nicas

desfavoraveis ou em contato com agentes tdxicos, ocorre a proliferacdo das células de cloro nos
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filamentos e na superficie lamelar da branquia (Perry, 1997). Segundo Bindon et. al. uma das
mais estudadas e fisiologicamente significantes ajustes morfolégicos envolvem a variagdo no
nimero e/ou tamanho das células de cloro. Estas afirmacGes foram comprovadas neste
experimento no qual ocorreu a proliferagéo das células de cloro evidenciando uma tentativa do
organismo em regular o desequilibrio idnico causado pelos poluentes em seu ambiente.

Segundo Breseghelo et. al. (2004) as celulas de muco presentes no epitélio branquial de
peixes sdo responsaveis por um dos mecanismos de protecdo deste epitélio que é a secrecdo de
uma camada de glicoproteinas e glicolipideos. Segundo Torres & Christofoletti (2008) 0 muco
atua como uma barreira, estabelecendo funcao protetora e tem importancia tambem na facilitacéo
da regulacdo ibnica. Neste estudo, identificou-se uma proliferacdo destas células, cuja principal
funcdo parece ser a de estabelecer uma barreira de protecdo contra a entrada de poluentes, que
também séo confirmadas por todas as alteracdes morfoldgicas encontradas. Esta proliferagdo foi
também relatada por estudos feitos por Breseghelo (1994) e Biagini et. al. (2006), com exposicao
aguda a poluentes, como foi o caso do presente trabalho. Segundo Takashima e Hibiya (1995) o
acumulo de muco na superficie branquial pode ocasionar a diminuicdo na eficiéncia das trocas
gasosas, com isso a proliferacdo observada pode estar elevando os danos aos filamentos
branquiais, tendo em vista a possivel diminuicdo dos niveis de oxigénio nas células dos

filamentos branquiais, 0 que ocasionaria diversos danos podendo leva-las a morte.
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7 - CONCLUSAO

7.1 - Analises do sangue

1) As anélises de sangue demonstraram que este serviu como um bom bioindicador, sendo
que apresentou uma elevacdo no numero de leucOcitos no grupo exposto a &gua do lago,

comprovadamente poluido.

2) A concentracdo de detergente utilizada demonstrou a possibilidade de este estar
atuando na alteragdo das funcdes vitais como, por exemplo, a coagulagdo do sangue nos

processos de leséo.

7.2 - Analise do figado

As analises realizadas no tecido hepéatico demonstraram que ambos 0s poluentes testados
afetam a morfologia e os acimulos de substancias encontradas neste 6rgdo, 0 que acarreta em
uma deficiéncia nas fun¢des vitais deste 6rgao. Conclui-se também que 0s detergentes mesmo em
elevadas diluicdes afetam os individuos, o que evidencia a necessidade de um maior controle no

descarte deste poluente.

7.3 - Analise das branquias

A partir dos resultados obtidos é possivel concluir que os poluentes testados geram
alteracBes morfolégicas que por muitas vezes podem ser consideradas como tentativas do
organismo de evitar o contato com os poluentes entretanto podem debilitar as fun¢des primordiais
das branquias como as trocas gasosas, além de ocasionar o desequilibrio idnico observado pela

proliferacdo das células de cloro.
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