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Resumo

Uns dos compostos mais despejados nas aguas de rios, em geral, sdo os detergentes
biodegradaveis, os quais ainda geram desconfianga, na populagdo, quanto ao fato de serem ou
ndo poluentes. Na verdade sdo, em geral, substancias quimicas liberadas em ambientes
aquaticos e que podem gerar alteracBes em organismos que vivem nestas areas. Tendo em
vista a crescente preocupagdo da populagdo em geral sobre os efeitos de poluentes liberados
na natureza e de sua acdo sobre a fauna, este trabalho pretendeu verificar os efeitos dos
poluentes na dgua do Lago Azul (2° 24' 39"S, 47° 33' 39"L) e dos efeitos da agua com uma
diluicdo de detergentes biodegradaveis, comparados com um grupo controle, tratado com
agua pura, retirada do poco artesiano da UNESP — Campus de Rio Claro, a qual é clorada
segundo os padrbes exigidos pela SABESP, em espécies de peixes de grande porte:
Prochilodus lineatus (Curimbata) e de pequeno porte: Astyanax altiparanae (Lambari). Para
isso foram utilizadas técnicas de histologia, histoquimica, fluorescéncia e ultra-estrutura, para
avaliar os danos na morfologia do figado e branquias e no acimulo de lipofuscina (pigmento
do envelhecimento), apds 1 e 5 meses de exposi¢do. As andlises de histologia e histoquimica
demonstraram, no caso do figado, para ambas as espécies, reducdo da &rea ocupada pelo
glicogénio, elevacdo no numero de macrofagos recrutados, diminuigdo de lisossomos
presentes nos hepatocitos, além de alteracbes na morfologia dos hepatécitos. Com relagéo as
branquias, foram encontradas diversas modificagdes morfoldgicas, como fusbes lamelares,
hipertrofia e hiperplasia epiteliais, aneurismas, sendo que estas alteragfes variaram quanto a
sua frequéncia nos tratamentos e nas espécies testadas. Além disso, nesse mesmo 6rgéo
pudemos identificar a proliferacdo de células de muco e células ricas em mitocondrias. Nossas
analises ultra-estruturais evidenciaram, que as branquias sdo gravemente afetadas a nivel
celular, com degradacdo citoplasmatica, fusdes e danos mitocondriais e, em alguns casos,
células em processo apoptético. O estudo quantitativo de lipofuscina baseado em microscopia
de fluorescéncia nos permitiu constatar que a presenca de poluentes gera o acimulo de tal
pigmento, em ambos 0s 6rgdos testados, bem como forcam a regeneracéo celular, tendo em
vista que seu acumulo leva ao processo chamado de apoptose. Estes resultados comprovam
que mesmo em baixas concentragdes de poluentes, como testado neste trabalho, os danos a
fauna aquética podem ser relevantes e novas metodologias para tal avaliacdo devem ser

aplicadas para ampliar nosso conhecimento na area de ecotoxicologia em peixes.

Palavras-chave: Astyanax altiparanae; Prochilodus lineatus; lipofuscina; branquia; figado.



Abstract

Biodegradable detergents are some of the compounds most dumped into rivers and
still raise distrust among the general population concerning its potential to be pollutants. In
fact these pollutants are generally chemical substances released onto aquatic environments
that can cause alterations in animals who live in these areas. Keeping in mind the growing
concern of general population about the effects of pollutants released in nature and their
action on fauna, the present study wished to verify effects of water pollutants in lake waters
and a biodegradable detergent dilution compared to control groups, exposed to pure water
from an artesian well at UNESP- campus de Rio Claro, which is chlorinated according to
standards required by SABESP, on large-sized: Prochilodus lineatus (Curimbata) and small-
sized species: Astyanax altiparanae (Lambari). For such purposes histological, histochemical,
fluorescence and ultrastructural techniques were used to assess damage in liver and gill
morphology and lipofuscin (aging pigment) accumulation after 1 and 5 months of exposure.
Histological and histochemical analyses revealed reduced glycogen area, increased number of
recruited macrophages, lysosome reduction and general morphological alterations in liver of
both species. Gills showed several morphological modifications such as lamellar fusion,
epithelial hypertrophy and hyperplasia and aneurisms, with varying frequencies amongst
treatments and species tested. Furthermore, the same organ also exhibited mucous cell
proliferation and mitochondria-rich cell proliferation. Our ultrastructural analyses revealed
that gills are severely affected at cellular levels, presenting cytoplasmic degradation,
mitochondrial fusions and damages and in some cases, apoptotic cells. Quantitative studies of
lipofuscin presence based on fluorescence microscopy allowed us to verify that these
pollutants not only promote lipofuscin accumulation in both organs tested, but they also force
cellular regeneration, given that such accumulation leads to a process called apoptosis. These
results prove that even in low pollutant concentrations as was tested in this study, damages to
aquatic fauna can be very relevant and new methodologies to evaluate such effects must be

applied to expand our knowledge of fish ecotoxicology.

Key words: Astyanax altiparanae; Prochilodus lineatus; lipofuscin; gill; liver.
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Introducéo geral:

Lipofuscina

Segundo Arking (2008) de forma resumida a teoria do acumulo de residuos propde
que o envelhecimento celular é causado pelo depésito de produtos residuais intracelulares que
ndo podem ser destruidos ou eliminados exceto por meio do processo de diviséo celular. Ja é
de conhecimento geral que as células pos-mitéticas, tal como os neurdnios e as células do
musculo cardiaco, acumulam durante o processo de envelhecimento, granulos citoplasmaticos
de cor marrom amarelada, ricos em lipidios e de formato irregular. Esses granulos de
lipofuscina foram observados pela primeira vez em 1842, e a possibilidade de uma relagéo
entre 0 envelhecimento e o acimulo de lipofuscina foi discutida ja em 1886. Numerosos
estudos foram realizados desde entdo em um esforco para compreender 0s mecanismos
responsaveis pela formacdo da lipofuscina e para esclarecer o papel dela no processo de
envelhecimento.

Segundo Silva & Silva (2005) e Kishi et. al. (2008) a lipofuscina, € um produto da
peroxidagdo lipidica e uma evidéncia de lesio oxidativa. E formada pelos produtos finais
resultantes da glicosilagdo ndo-enzimatica celular e da degradacdo incompleta de
mitocondrias danificadas, que ndo podem ser degradadas pelas hidrolases lisossomais nem ser
exocitadas. Acumulando-se ao longo do tempo nas células pds-mitotica estes residuos ndo séo
destruidos durante divisdo celular e sdo importantes ndo s6 no envelhecimento, mas também
no diabetes, e seu acumulo intracelular pode resultar no aparecimento de doencas. Segundo
Terman & Brunk (1998) os materiais formadores dos granulos de liposfuscina séo
inicialmente sequestrados por um autofagossomo. Estas estruturas geralmente séo circundadas
por duas membranas e ndo possuem enzimas lisossomais. Estes, posteriormente fundem-se a
um lisossomo primario ou secundario. Com isso, segundo estes mesmos autores, existem dois
mecanismos principais para o acumulo de lipofuscina:

1: se os materiais autofagocitados, ndo puderem ser totalmente eliminados de células
pds mitoticas, independentemente de sua idade, tanto por degradagdo quanto por exocitose, a
formacéo de lipofuscina ocorrera.

2: se a formacdo da lipofuscina é o resultado de transformagdes relacionadas a idade
na funcdo lisossomal, aumento no ndmero de autofagossomos, decréscimo na capacidade de
degradacdo intralisossomal ou diminui¢do da exocitose, qualquer acimulo de lipofuscina, ndo

serd substancial até que todas estas modificacdes sejam observadas na célula.



Segundo Radu et. al. (2005), um dos principais componentes da lipofuscina é a bis-
retinoide  N-retinolidina-retinoletanolamina (A2E), que confere & lipofuscina sua
autofluorescéncia. As propriedades bioldgicas da A2E tém sido extensivamente estudadas;
demonstrando possuir vérias propriedades citotoxicas, como por exemplo, a inibicdo das
funcdes degradativas dos lisossomos, a indugéo da apoptose e pode agir como um detergente
catidnico, dissolvendo as membranas celulares. O principal gene relacionado a formagédo da
lipofuscina € o gene ABCA4, cuja baixa expressdo gera o acimulo deste pigmento, o que
pode ocorrer ndo s6 com o envelhecimento mas também com o estresse oxidativo. Em peixes
a proteina que exerce esta funcéo é CH211-19516.3 expressa pelo gene 555506.

Segundo Arking (2008) a lipofuscina ndo parece ser muito reativa quimicamente e
provavelmente ndo interfere no funcionamento adequado da célula no nivel quimico;
entretanto, a obstrucdo mecénica e/ou a interferéncia com outros processos celulares é
certamente uma possibilidade.

Até o presente momento nenhum trabalho foi realizado visando observar os efeitos do

acimulo deste grupo de proteinas em peixes de ambientes neotropicais.

A importéancia dos estudos morfoldgicos e os impactos de poluentes em peixes

A maioria dos vertebrados aquaticos possui brénquias, estruturas especializadas nas
trocas gasosas (POUGH et al, 2003). As branquias dos peixes estdo posicionadas em bolsas
faringeas. O fluxo de &gua é geralmente unidirecional — entrando pela boca e saindo pelas
branquias e o arranjo vascular nas branquias maximiza a troca de oxigénio (POUGH et al,
2003). Cada filamento branquial possui duas artérias, um vaso aferente, que vai do arco
branquial até a extremidade distal do filamento, e um vaso eferente, o qual retorna o sangue
para 0 arco (POUGH et al, 2003). As branquias devem ser permeaveis ao oxigénio e ao
didxido de carbono e também permedveis & agua. Como resultado, a maioria dos movimentos
da &gua e dos ions ocorre na superficie das branquias (POUGH et al, 2003). Revestindo o arco
branquial, os rastros, os filamentos branquiais e as regides interlamelares, encontra-se o
epitélio branquial. Esse epitélio € 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 fisioldgicos, numerosos grupos de

pesquisa tém demonstrado que as células de cloro, em grande variedade de tele6steos podem
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manifestar Na/K*ATPase ativas. Devido ao grande niimero 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 regulacdo do transporte de ions em peixes marinhos e de 4gua doce. Esta regulacdo,
sobretudo em peixes marinhos pode representar uma parcela substancial do orgamento
energético, devido & hidrolise de ATP pelos vérios transportadores ion-ATPases. Estes
incluem Na'/K*-ATPase de alta afinidade Ca®*-ATPase e, talvez, 0 mal-definido CI7 HCO® -
ATPase (PERRY, 1997).

Em condigBes idnicas desfavordveis ou em contato com agentes toxicos, ocorre a
proliferacdo 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 das outras células da branquia e a taxa metabolica do restante da branquia
afeta diretamente a populagdo de células de cloro, podendo gerar a proliferagdo das mesmas.

A grande superficie das branquias é favorével a trocas gasosas, mas pode também
causar varios problemas, incluindo fluxos energicamente desfavoraveis de agua e ions. Como
resultado, os peixes apresentam a superficie respiratéria que se iguala a sua demanda de
oxigénio (NILSSON, 2007). Quando se deparam com mudangas em sua necessidade por
obtencéo de oxigénio, devido a alteracdo em suas atividades fisicas ou a alteracbes no nivel de
oxigénio do ambiente, os peixes possuem dois ajustes amplamente conhecidos: podem mudar
o fluxo de &gua nas brénquias ou mudar o fluxo de sangue no interior das branquias e
recentemente foi constatado que alguns telesteos possuem uma terceira opcéo: remodelar a
morfologia das branquias (NILSSON, 2007). Neste contexto, a andlise das mudancas
morfologicas constitui uma ferramenta eficiente para diagnosticar e identificar as
conseqiiéncias fisiologicas de contaminacdes quase letais (ROMAO et al 2006).

O figado é um drgdo muito irrigado, devido as suas funcbes de processamento e
armazenagem de nutrientes absorvidos no trato digestivo e de neutralizagdo e eliminagéo de
substancias toxicas . E um 6rgdo composto basicamente por hepatcitos, que sdo células
poliédricas, com seis ou mais superficies (JUNQUEIRA & CARNEIRO 2004). Por ser o
principal 6rgdo no processo de detoxificagdo de xenobidticos o figado estd sujeito a
alteragbes, uma vez que este normalmente acumula concentragdes mais elevadas de
substancias toxicas (MADUENHO et. al 2007). Em estudos realizados por estes mesmos
autores com a espécie P. lineatus, foi possivel identificar estagios de degeneracdo do figado
apods a exposicao dos animais a DFB (diflubenzuron), sendo que o estéagio | foi caracterizado

por apresentar agregados de melanomacréfagos, hipertrofia celular e nuclear e nicleos dos
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hepat6citos deslocados para a periferia; 0o segundo estagio apresenta vacuolizagdo nuclear,
degeneragdo citoplasmatica e nuclear, estagnacéo biliar e ncleos picnéticos.

Segundo Simonato et al (2007), peixes expostos a poluentes como petrdleo, por
exemplo, podem apresentar modificagdes em seus figados como hipertrofia do nucleo,
nucleos em posicdo lateral, vacuolizacdo do citoplasma, degeneracdo do citoplasma, entre
outras. Em estudos toxicoldgicos realizados por Jiraungkooskul et al. (2002), com herbicidas
demonstraram proliferacdo das células das lamelas secundérias, hiperplasia, fusdo lamelar e
aneurisma na branquia, vacuolizacdo e picnose nuclear no figado e dilatagcdo do espaco de
Bowman 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 reducéo do nivel de glicogénio no figado e no musculo.

Biologia de Prochilodus lineatus (Prochilodontidae)

As espécies da familia Prochilodontidae (onde est4 incluido o género Prochilodus)
possuem como caracteristicas em comum corpo de porte medio a grande, iliofagia (alimenta-
se de detritos nos fundos lamacentos), reofilias (dependem da correnteza do ambiente natural
fluvial) e capacidade migratoria durante o periodo de piracema (SILVA, 2006). O género
Prochilodus destaca-se por sua ampla distribuicdo na regido neotropical, e possui 13 espécies
descritas até o momento. Quanto & morfologia, 0s representantes desse género possuem labios
grossos, maéveis 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, curimatd, curimata-pioa, curimata-pacu, papa-terra e corimbata (SILVA,
2006). As especies de Prochilodus possuem caracteristicas reprodutivas em comum, tais
como: desova Unica por temporada com elevado nimero de évulos, fecundacdo externa e
auséncia de cuidado parental. A espécie P. lineatus, conhecida popularmente como curimbatd,
encontra-se amplamente distribuida em toda a bacia dos rios Parana-Paraguai e no Rio
Paraiba do Sul (na costa sudeste do Brasil).

O P. lineatus tem um 6timo potencial para a piscicultura por ter um baixo custo de
producéo, 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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Biologia de Astyanax altiparanae (Characidae)

Os lambaris ou tambils pertencem a subfamilia Tetragonopterinae, que sdo
estritamente de dgua doce e na familia Characidae séo os que apresentam o maior nimero de
espécies, sendo 0 género Astyanax o0 mais comum no Estado de S&o Paulo (NOMURA, 1975).

Os lambaris sdo altamente utilizados para consumo humano, porém apresentam médio
valor comercial devido ao seu pequeno tamanho. Por outro lado, possuem grande valor
ecolégico como espécie forrageira (GODOY, 1975). Além disso, sdo considerados
transformadores de particulas organicas em proteina, que por sua vez deverd alimentar aves e
peixes pertencentes a niveis troficos superiores, como 0s piscivoros.

A espécie Astyanax altiparanae caracteriza-se por apresentar o corpo prateado, com a
regido ventral esbranquigada e a regido dorsal cinzenta, as nadadeiras caudal, anal e pélvica
sdo amareladas enquanto as demais séo hialinas ou levemente amareladas. Na caudal, ainda,
ha uma faixa mediana negra estendida a extremidade dos raios medianos, separando os lobos,
superior e inferior. Acima da pupila, hd uma mancha amarelo-ferrugem (BRITSKI, 1988)
sendo esta espécie conhecida popularmente por lambari reldgio ou lambari-de-rabo-amarelo.
Contudo, como esta espécie ocorre numa grande diversidade de microambientes, as
populacdes desse lambari ndo sdo homogéneas quanto & morfologia.

Essa espécie apresenta grande capacidade adaptativa exploratdria, utilizando
estratégias diferenciadas na estrutura da populacdo (GOMIEIRO & BRAGA, 2003). Portanto,
a elevada plasticidade alimentar de Astyanax altiparanae, bem como sua capacidade de se
reproduzir em todos os ambientes, explicam o sucesso desta espécie no processo de
colonizacgéo de novos habitats. Entretanto, observa-se uma preferéncia pela permanéncia em

aguas mais Iénticas.

Detergentes biodegradaveis

PopulacBes de peixes sdo sensiveis a impactos ambientais resultantes de diversos
fatores, seja a introducdo de espécies exoticas, 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 biodegradéveis, compostos & base de dodecil-benzeno-sulfonado de
sodio, séo considerados detergentes brandos, por possuirem uma cadeia lateral linear alifatica.
Os detergentes utilizados atualmente tém sido alvo de criticas. N&o se trata apenas do
problema da biodegradacdo, 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
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rios e lagos pelo aumento na velocidade de crescimento e reproducdo de algas e ervas
daninha. Este processo € conhecido como eutrofizagdo, que faz com que diminua o teor de
oxigénio disponivel nas 4guas, com efeitos graves sobre a vida animal (ALLINGER et al.,
1978).

Caracterizacdo do Lago Azul

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

Em 1970, o cdrrego da Serviddo foi represado originando o “"Lago Azul", situado no
perimetro urbano de Rio Claro, SP. Devido a sua localizagdo geogréfica (2° 24' 39"S, 47° 33'
39"L), 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 formagéo de um brejo.

O corrego da Serviddo passou por obras de canalizagdo e atualmente encontra-se
confinado sob a Avenida Visconde do Rio Claro, entretanto, problemas de inundagéo,
infiltracdo, erosdo e contaminacdo das aguas por esgoto séo verificados em diferentes pontos
deste corrego e também no Lago Azul.

Estes problemas séo resultantes da ineficiéncia do processo de planejamento das obras,
pois antes do represamento e da alteracdo do curso do coOrrego fazia-se necessario um
planejamento sério que contemplasse a preservacédo e a recuperacéo da vegetagdo, bem como
a organizacdo da ocupacéo das encostas e do vale do corrego da Servidéo.

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
Bésico do Estado S&o Paulo), iniciou um estudo das &guas e sedimentos do Lago Azul. Cabe
ressaltar que, sendo o Lago Azul um represamento do corrego 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 e véo atingir o Rio Piracicaba.
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Mapa da cidade de Rio Claro - SP, evidenciando a localizag&o do Lago Azul (2° 24'
39"S, 47°33' 39"L). Fonte: http://www.bing.com/maps/print.aspx?mkt=pt-
br&z=16&s=r&cp=-22.392467,-47.561332&pt=pb

Ecotoxicologia

A ecotoxicologia possui duas linhas de pesquisa, uma envolvendo a toxicologia e a
outra envolvendo a ecologia aplicada e a quimica ambiental. Ela € importante, pois estuda as
interacbes da quimica ambiental e a biota, assim, tem como foco os efeitos adversos
encontrados nos diferentes niveis de organizagdo bioldgica, desde niveis mais simples como a
molécula, célula, tecido, 6rgdo, até niveis mais complexos como organismos, populacfes e
ecossistemas. Os efeitos toxicos de compostos antropogénicos na biota e em ecossistemas séo
investigados numa conex&o proxima com a quimica ambiental e o destino desses produtos
quimicos, incluindo sua disponibilidade natural (FENT, 1996).

Segundo Zagatto & Bertoletti (2006) embora os primeiros testes de toxicidade com
despejos industriais tenham sido realizados entre 1863 e 1917, somente na década de 1930
foram implementados alguns testes de toxicidade aguda com organismos aquéticos, com o
objetivo de estabelecer a relacdo causa/efeito de substancias quimicas e despejos liquidos.

Segundo Rand (1940), varios estudos realizados na década 1940 recomendavam o uso de
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testes com peixes para avaliar a toxicidade de despejos liquidos. Nesse periodo, os estudos
mostraram também a maior resisténcia de algumas espécies de peixes aos reagentes quimicos,
sendo entdo desenvolvidos estudos com espécies mais sensiveis, de importancia econdmica e
representativos do ambiente aquaético, tornando evidente a diferenga na sensibilidade das
espécies e seu significado ecoldgico.

Segundo Bols et al (2001) e Bols et al (2005) na perspectiva da ecotoxicologia, 0s
peixes sdo especialmente importantes. Com aproximadamente 20.000 espécies diferentes
ocupando todos os nichos aquéticos, 0s peixes constituem o grupo de vertebrados mais
diversificado. Assim o entendimento das aces de poluentes em peixes auxilia a avaliar o
estado de degradacdo dos ambientes aquaticos. Os efeitos de poluentes em peixes também séo
importantes para a previsdo de possiveis impactos na salde humana. Agentes toxicos sdo
usualmente liberados primeiramente em ambientes aquéticos, por diversas vias, nas quais
humanos podem ser expostos. Como diversos sistemas biologicos tém sido preservados
através da evolugdo, efeitos em peixes podem servir como um alerta para futuros impactos na
salde humana. Nesta mesma linha, peixes podem servir como modelos laboratoriais para
estudos ecotoxicoldgicos, visando sua importancia econdmica. Para a indUstria da pesca, ndo
s6 a saude de determinadas espécies alvo é de extrema importdncia, mas também a
manutencdo das demais espécies € considerada critica para a manutengdo de cardumes

pesqueiros.

Objetivos:

O presente projeto foi desenvolvido nos laboratérios de Histologia e Microscopia
Eletronica, do Departamento de Biologia da UNESP, Campus de Rio Claro, e no Laboratorio
de Reproducéo de Peixes localizado no CEPTA - Instituto Chico Mendes, Pirassununga — SP,
e visou implementar uma nova metodologia de estudo toxicolégico em peixes. Tera para o
seu desenvolvimento a participagdo dos Dr. Anderson Luis Alves (Embrapa, TO), dos Drs.
José Augusto Senhorini e analista ambiental Rita de Céssia Gimenes de Alcantara Rocha,
ambos do ICMBIio/CEPTA.

As espécies Prochilodus lineatus e Astyanax altiparanae, foram escolhidas por serem
de diferentes portes o que possibilita a analise de tais efeitos em individuos de massa corpérea
distinta e por serem espécies abundantes nos rios as quais recebem poluentes semelhantes aos

que foram estudados neste trabalho.
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Nesse sentido pretendemos neste projeto testar a seguinte hipétese de trabalho: se,
“apos a exposicdo dos individuos aos poluentes, hd modificagcbes morfologicas nas branquias
e no figado e ocorre maior acumulo de lipofucsina nestes organismos”.

Com isso este trabalho tem como objetivo geral:
- Identificar e comparar as possiveis alteracbes na morfologia das células do figado e
branquias, bem como um provével envelhecimento celular precoce destes érgdos, em peixes
das espécies P. lineatus e A. altiparanae.

E como objetivos especificos:

e A identificagdo de possiveis alteragBes na morfologia do figado e branquias destes
espécimes apds a exposicdo aos poluentes, submetidos a dois tratamentos, bem como
as alteracdes no acimulo de glicogénio no figado, atraves de analises ultra-estruturais
e histoldgicas.

¢ Quantificacdo do acimulo do pigmento lipofuscina nestes 6rgéos, através de analises

ultra-estruturais, histolégicas e de fluorescéncia.

Metodologia geral:

Material

Para a realizacdo do presente projeto foram utilizados 60 individuos da espécie
Prochilodus lineatus e 60 individuos de Astyanax altiparanae, com o mesmo estagio de
desenvolvimento, que foram obtidos junto ao ICMBIio/CEPTA - Instituto Chico Mendes
(Pirassununga, SP).

Os peixes de cada espécie a serem analisados separadamente em periodos distintos
foram mantidos em trés caixas de polietileno com capacidade de 500 litros cada, que
receberam amostras de agua dos dois tratamentos e do controle. Tratamento 1: 4gua com
poluentes do tipo detergentes biodegradéveis (ver método para as concentracdes); Tratamento
2: 4gua proveniente do Lago Azul (Rio Claro, SP) com altos niveis de poluentes dissolvidos;
Controle: 4gua limpa coletada no poco artesiano, situado na UNESP (Rio Claro).

Para as analises ultra-estruturais foram utilizadas as instalagdes do Centro de
Microscopia Eletronica da UNESP, Rio Claro, enquanto as analises histologicas foram
realizadas no laboratério de histologia da mesma unidade. Os equipamentos usados foram os
microscopios Leica CM 2000 e Olympus BX51, providos de camera para captura de imagens

e 0 microscopio eletrdnico de transmissdo Philips CM100.
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Métodos:
A) Amostragem e Tratamentos
Para cada espécie foram utilizados 3 casais, sendo as matrizes escolhidas ao acaso para a
reproducdo, garantindo a manutencdo de variabilidade genética dos individuos para o
experimento. Os representantes provenientes dos trés cruzamentos foram expostos aos
poluentes pelos periodo de 5 meses, sendo efetuadas coletas apds 1 e 5 meses de experimento.

Os animais foram alimentados com a mesma racdo fornecida no ICMBIio/CEPTA. O
grupo controle foi exposto a &gua comprovadamente pura do poco artesiano da UNESP, Rio
Claro, que recebe posterior tratamento com cloro, segundo as normas da SABESP, para
eliminar as possiveis contaminagdes da mesma. O Tratamento 1 foi exposto a uma diluigdo na
proporcdo de 1:1000000 de uma mistura de 10 marcas de detergentes biodegradaveis
comerciais, que foram acrescidas na mesma agua utilizada no grupo controle, para que 0s
parametros quimicos, como a concentracdo de cloro fossem mantidas as mesmas. O

Tratamento 2 foi exposto a agua do Lago Azul, Rio Claro, SP.

Figura 1: Estrutura montada na UNESP — Campus de Rio Claro, contendo caixas de polietileno de

500L, nas quais o experimento foi realizado. Foto de Bruno Fiorelini Pereira.

Para uma melhor andlise dos resultados obtidos, amostras das dguas do grupo controle
e dos dois tratamentos, foram analisadas no Laboratorio de Analise de Aguas do
Departamento de Geologia Aplicada do Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas — UNESP

— Campus de Rio Claro. Estas analises foram realizadas para os dois experimentos deste
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trabalho, seguindo as normas do Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, para 0s parametros descritos abaixo:

Foi realizada a determinacgdo de metais por ICP-AES para os elementos: Mg, Ca, Sr,
Ba, Cr(t), Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Si, P(t) e Pb. Os anions: F-, Cl-, NO2, NO3, PO4, SO4,
ClO2-, acetato e oxalato mais os cations Li, Na, NH4 e K sdo determinados por cromatografia
I6nica. Sera realizada também a analise de pH, condutividade, alcalinidade total e carbonatos
por titulagdo potenciométrica.

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.
Nesse sentido, o presente estudo utilizou uma diluigdo de 1ppm, pois visa detectar alteragdes
histoldgicas ja com niveis baixissimos de agente poluentes, tendo em vista que a diluigdo de
detergentes em rios, ndo deve exceder este valor.

Antes de serem sacrificados para a coleta dos 6rgdos a serem analisados, os animais
foram anestesiados em solucdo de benzocaina (0,1g de benzocaina em 1 mL de &lcool etilico
para cada 100 mL de agua deionizada), para amenizar sofrimento dos individuos durante o
processo de disseccdo (Comité de Etica em Pesquisa e Mérito Ciéntifico - UNIARARAS n°
646/2009.

B) Andlises histoldgicas

Para a analise histoldgica, foram sacrificados 6 individuos , sendo trés de cada casal
reproduzido; o figado e as branquias foram retirados e um fragmento dos mesmos foi fixado
em Bouin aquoso, desidratado em &lcool, preparado para a técnica em historesina, com
reagdes em Hematoxilina — Eosina, para a analise de possiveis alteragdes na morfologia do
6rgdo, e em PAS, para identificar as modificacbes no acimulo de glicogénio. Quanto as
branquias, elas foram fixadas em formol neutro, passaram pelo mesmo processo de
desidratacdo e inclusdo em resina para a reacdo de Von Kossa, para a visualizagdo das células
ricas em mitocondrias segundo Pereira e Caetano (2009).

Segundo Melendi et. al. (2005) a lipofuscina pode ser observada nas técnicas de H-E e
PAS, como pontuagdes intracitoplasmaticas de cor pardo-amarelada, com isso as técnicas de
histologia também foram utilizadas para a analise de deposicdo deste pigmento. O material
histoldgico foi analisado e fotografado com o auxilio de um microscépio Leica CM 2000. Os
protocolos das técnicas de histologia estéo descritos abaixo:
- Hematoxilina e Eosina: Segundo Paulete & Begak (1976) esta técnica € composta dos

reagentes Hematoxilina, que possui caracteristicas basofilas e cora o nucleo celular de azul, e
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Eosina, que possui caracteristicas acidofilas e cora o citoplasma da célula de rosa. Para a
realizacdo desta técnica as [dminas foram deixadas em &gua destilada por 1 min., coradas com
hematoxilina por 5min, reagirdo com agua por 4min, foram lavadas em &gua corrente, coradas
com eosina por 5min e lavadas em &agua corrente.

- PAS (Acido Periddico de Schiff): Segundo Paulete & Begak (1976) o &cido periddico
quando atua nos polissacarideos, oxida-os, dando lugar & formagdo de aldeidos, os quais
podem ser detectados pelo reativo de Schiff. Para a realizago desta técnica as laminas foram
deixadas em &cido periddico 0,4% por 10min, lavadas em agua destilada, reagiram com o
reativo de Schiff por 1h no escuro, lavadas em &gua sulforosa (3 banhos de 1min. cada),
lavadas em agua corrente por 10min.

- Von Kossa: Segundo Pereira & Caetano (2009) este método depende da presenca de fosfato
e carbonato. Em tecidos animais, entretanto fosfatos insolUveis e carbonatos estdo sempre
perto do célcio, com isso este teste é bastante especifico para este elemento. Para a realizacdo
desta técnica as laminas foram coradas por 20min. com nitrato de prata, lavadas rapidamente
em agua, reveladas com D-72 por 1min, tratadas com tiossulfato 5% por 30min, lavadas em

agua destilada e contracoradas com hematoxilina por 2min.

C) Anélises de ultraestrutura

Para a analise de ultraestrutura, segundo Reynolds (1963), fragmentos do figado e das
branquias foram fixados em glutaraldeido 2,5% e tampé&o cacodilato de sddio 0,1M (pH 7,2)
durante 2 horas em geladeira. A seguir, foram processadas duas lavagens em tampdo
cacodilato de sodio com duragdo de 15 minutos cada uma e, em seguida, foi realizada a pos-
fixacdo em tetroxido de ésmio a 1% durante uma hora no escuro. O material foi, entdo, lavado
por 15 minutos no mesmo tampd&o por duas vezes. Para a contrastacdo, o material foi colocado
em acetato de uranila 1% dissolvido em &lcool 10% por 8 horas, sendo em seguida
desidratado em &lcoois (de 70 a 100%) e, posteriormente, embebido em resina Epon mais
acetona (1:1) por 24 horas sob agitacdo. O material foi, entdo, incluido em resina Epon pura e
levado & estufa por 72 horas, a 60°C, para polimerizacdo. O material foi cortado em ultra-
micrdtomo Porter Blum, colocado em grades de cobre e em seguida contrastado em acetato de
uranila (45 minutos) e citrato de chumbo (15 minutos) (REYNOLDS, 1963). O material foi
analisado e fotografado ao microscépio eletronico de transmissdo Philips CM100 do

laboratdrio de microscopia eletrnica do departamento de Biologia, UNESP - Rio Claro.
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D) Analise da presenca de lipofuscina nos tecidos

Assim como descrito anteriormente a lipofuscina possui a propriedade de
autofluorescéncia, com isso cortes sem coloracdo foram analisados ao microscopio de
fluorescéncia Olympus — BX51 e analisados e fotografados no software DP — Controller, sob

o filtro de luz de 450 — 490 nm, segundo Peixoto et. al. (2002).
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CAPITULO 1

AlteracOes hepéaticas em Astyanax altiparanae e Prochilodus lineatus expostos a detergentes

biodegradaveis e poluentes urbanos
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1.1 - Resumo

O despejo indiscriminado de substancias de origem doméstica e/ou industrial em
ecossistemas aquaticos, resultantes de atividades urbanas, gera preocupac¢do quanto aos seus
efeitos na fauna, direta e indiretamente ligadas ao ambiente contaminado. O figado é o 6rgéo
responsavel pela metabolizagdo de substancias absorvidas pelos animais, sendo o principal
6rgdo alvo de diversos poluentes, além de exercer fungGes vitais basicas no organismo. Por
este motivo, este drgdo é utilizado como o principal e mais confiavel biomarcador em estudos
ambientais. Com isso, este trabalho visou identificar as alteracBes hepaticas oriundas da
contaminacdo da &gua por detergentes biodegraddveis de marcas comerciais e seus efeitos
quando presente juntamente com diversos outros contaminantes encontrados na natureza. Para
tanto foram testadas as ac¢des, no figado, de detergentes biodegradaveis a 1ppm e da agua de
um lago urbano (2° 24' 39"S, 47° 33' 39"L), em duas espécies de peixes, nativas brasileiras de
ampla distribuicdo geogréafica (Astyanax altiparanae e Prochilodus lineatus). Diversas
alteragdes foram encontradas, como vacuolizacdo citoplasmatica, deslocamento nuclear,
recrutamento de macrofagos, diminuicdo de glicogénio hepético, entre outras, evidenciando

um processo de degeneracdo do figado destes peixes, devido a agdo dos contaminantes.

1.2 — Introducéo

De acordo com Langiado e Martinez (2006) a poluicdo ambiental tem sido uma
questdo cada vez mais preocupante, uma vez que tem comprometido a qualidade deste
recurso. Segundo Sures et al. (1999) biotas aquéticas continuam sofrendo grande estresse
quimico devido a influencia antropogénica . A poluigdo aquética estd comumente associada
com a descarga de efluentes domésticos, industriais ou agricolas. Estas praticas geram uma
grande quantidade de residuos, e os corpos d’agua s&o um meio barato e eficiente para
eliminar a maior parte destes contaminantes (LANGIADO & MARTINEZ, 2006 e MASON,
1996). Existem centenas de poluentes que atingem o ambiente aquatico e cujos efeitos sdo
preocupantes. Os principais tipos de poluentes sdo 0s metais, 0S compostos organicos (como
pesticidas, hidrocarbonetos alifaticos, solventes, surfactantes, hidrocarbonetos de petrdleo,
compostos organometalicos, gases, como o cloro, anions, como cianetos e sulfetos, acidos e
alcaldides (LANGIADO & MARTINEZ, 2006). Esse numero cresce anualmente,
considerando-se que novos compostos e novas formulagdes sdo sintetizados (LANGIADO &
MARTINEZ, 2006 e MASON, 1996). Esta idéia é corroborada por Rodrigues & Fanta

(1998), que descrevem que se por um lado a populacdo humana prospera, por outro lado eleva
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0s riscos ambientais, devido a producdo de novos elementos quimicos que acompanham tal
crescimento.

Sanchez-Fortin (2009) relatam que atividades humanas estdo mudando a biosfera e
causando uma crise na biodiversidade, tendo em vista que novas substéncias estdo poluindo a
agua e causando catastrofes ambientais nos sistemas aquaticos. Este é um problema de grande
importancia, sendo que pesquisas bésicas devem ser realizadas para que informagdes Uteis
sejam geradas para futuras predicBes, e com isso estratégias de protecdo destes ambientes
sejam elaboradas (SANCHEZ-FORTUN, 2009).

Segundo Gernhofer et al. (2001) a protecgdo e restauracdo dos ambientes aquéticos tem
obtido grande atencéo no decorrer das ultimas duas décadas, sendo que novas tecnologias de
remediacéo e limpeza tém sido desenvolvidas e novas legislages foram criadas para reduzir a
emissdo de contaminantes. Em paises industrializados, os problemas atuais relacionados ao
meio ambiente, estdo correlacionados a liberagdo de toxinas em concentragdes subletais e seus
efeitos em longo prazo, os quais sdo dificeis de serem detectados (GERNHOFER et al.,
2001).

Roy (1988) descreve que detergentes sintéticos sdo as substancias mais utilizadas na
civilizagdo moderna, como na preparagdo de xampus, industrias, produtos de limpeza de
residéncias, pasta de dentes, entre outros, e sdo uma das maiores fontes de poluicdo aquética.
Segundo Lal et al. (1983) dentre os contaminantes ambientais, os detergentes sintéticos
liberados nos ecossistemas aquaticos, com potencial para afetar a fauna e flora, sdo de
extrema importancia. Onze espécies de peixes e invertebrados aquaticos expostos a misturas
de alquilbenzeno sulfonato, base dos detergentes, em diversas condigdes ambientais e durante
diferentes estagios de desenvolvimento, indicaram respostas variadas (LAL et al., 1983).

De acordo com Fernandes et al. (2008) o uso de biomarcadores tem se tornado atrativo
e util no monitoramento da qualidade ambiental e na saude de peixes que habitam
ecossistemas poluidos. Neste sentido espécies de peixes sdo amplamente utilizadas como
monitores bioldgicos da variagdo dos niveis de poluentes ambientais (TEKIN-OZAN, 2008).

Fernandes et al. (2008) relatam que o figado possui fungdes vitais para 0 metabolismo
basico e € o 4rgdo responsdvel pela acumulacdo, biotransformacdo e excrecdo de
contaminantes em peixes. Muitos xenobidticos e metais se acumulam no figado, de modo que
suas células ficam expostas a um nivel elevado de agentes quimicos que podem estar
presentes no meio ambiente ou em outros 6rgdos do peixe, sendo que devido a sua fun¢éo no
metabolismo e a sua sensibilidade a, este 6rgdo tem se destacado em estudos toxicoldgicos

relacionados & contaminacdo de varias espécies de peixes por agentes quimicos organicos e
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inorganicos (LANGIADO & MARTINEZ, 2006). Pardmetros hepaticos, como alteragdes
histoldgicas nos hepatdcitos e deplecdo de glicogénio, vém sendo utilizados em estudos de
efeitos de poluentes ambientais em peixes (LANGIADO & MARTINEZ, 2006). A
histopatologia do figado em peixes é a ferramenta de monitoramento que indica os efeitos de
agentes estressores em populacdes de peixes e € proposto como um dos marcadores mais
confidveis a ser utilizado em estudos de impacto ambiental em animais aquéticos
(FERNANDES et al. 2008).

Tendo em vista 0 atual contesto ambiental, este trabalho visou utilizar o figado como
biomarcador em peixes nativos da fauna brasileira, apds a exposicdo a poluentes urbanos,

dentre eles os detergentes biodegradaveis.

1.3 - Metodologia

1.3.1 — Espécimes

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizados 120 individuos, sendo 60 da espécie
Prochilodus lineatus e 60 de Astyanax altiparanae. Estes foram fornecidos pelo
ICMBIio/CEPTA - Pirassununga — SP — Brasil, ap6s a reproducédo de suas matrizes, sendo que
0 experimento foi iniciado com 3 meses apos a eclosdo, em P. lineatus e 4 meses para A.
altiparanae. Estas espécies foram escolhidas por possuirem grande importancia comercial,
sendo utilizadas principalmente na alimentacdo e por estes géneros estarem distribuidos em

todo o territério brasileiro.

1.3.2 — Experimentacao

As espécies foram divididas em 3 tratamentos contendo 20 individuos cada. O
primeiro, considerado o grupo controle foi exposto a agua comprovadamente pura do pogo
artesiano da UNESP — Campus de Rio Claro — SP — Brasil; o segundo a diluicdo de 1ppm de
detergentes biodegradaveis comerciais e o terceiro a 4gua oriunda do chamado Lago Azul -
Rio Claro — SP, este um lago urbano e destino final de esgoto de residéncias, pequenas
indUstrias e postos de gasolina. Todo o experimento foi replicado para a confirmacdo dos
resultados (Comité de Etica em Pesquisa e Mérito Cientifico - UNIARARAS n° 646/2009.
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1.3.3 — Preparacdes para as andlises histoldgicas

Foram realizadas duas coletas, a primeira apds 1 més de exposi¢do e a segunda apés 5
meses. Antes de serem sacrificados os animais foram anestesiados em solucdo de benzocaina
(0,19 de benzocaina em 1 mL de alcool etilico para cada 100 mL de 4gua deionizada). Apos a
anestesia, em cada coleta foram sacrificados 6 individuos por grupo, 0s quais tiveram
fragmentos do figado retirados e fixados em solugdo de Bouin aquoso por 48 horas a 4°C.
Posteriormente o material foi tamponado em solucdo de fosfato de sodio pH = 7.4,
desidratado em concentracbes crescentes de alcool, incluido em historesina Leica e

seccionados no microtomo Leica RM2245.

1.3.4 — Analise da morfologia dos hepatocitos

Para esta analise foram obtidos 5 cortes de 6um cada, de cada individuo em estudo.
Estes foram submetidos & reacdo de Hematoxilina e Eosina segundo Paulete & Becak (1976).
Este material foi fotografado sob a objetiva de 40X no microscopio Leica DM2000 e os
principais aspetos morfoldgicos dos hepatdcitos foram analisados, como posi¢do do ndcleo,
presenca de esteatose e de vacuolizacdo nuclear e citoplasmética. Além desta anélise foi
realizada a mensuracdo da &rea dos nucleos e citoplasma das células hepéticas. Para isto
foram quantificadas 50 células, escolhidas aleatoriamente, de cada corte obtido a partir dos
espécimes em andlise, totalizando 250 células por individuo em cada tratamento. Estas
medicBes foram realizadas com o auxilio do software Image] versdo 1.46j. Neste foram
tracados segmentos entorno dos ndcleos e citoplasma e com isso suas areas foram obtidas
(Figura 1-A). Foram analisadas apenas as celulas cujas delimitagbes nucleares e
citoplasméticas estavam claras, para que ndo houvesse erros durante a quantificagdo. Os
dados obtidos foram tabelados e foi obtida uma média de cada um dos pardmetros analisados

para cada individuo dos 3 tratamentos, estas foram comparadas estatisticamente.

1.3.5 — Quantificagéo de glicogénio

Para a analise do glicogénio, cinco cortes de cada individuo foram analisadas apés a
reacdo de PAS segundo Paulete & Begak (1976), nos quais cinco campos foram fotografados
e analisados em cada corte, sempre distantes de grandes vasos, para que o0 maior nimero de
hepat6citos possiveis fosse analisado. O glicogénio foi isolado com o auxilio do programa
ImageJ (Figura 1-B), e a &rea total ocupada por este elemento foi quantificada. Foram obtidas

medias para cada individuo em cada tratamento, as quais foram comparadas estatisticamente.
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1.3.6 — IdentificagOes de macrofagos e lisossomos

Para esta analise 5 cortes de 7um, foram obtidos, de cada individuo e submetidos a
técnica adaptada de Gomori (1949). Destes, cinco campos de cada corte foram fotografados e
0s macrofagos presentes foram contados, gerando ao final da anélise uma média para cada

individuo em cada tratamento, as quais foram comparadas estatisticamente.

1.3.7 — Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do software BioEstat 5.0. Visando
identificar variacdes entre os resultados, aplicou-se o teste de normalidade de Shapiro — Wilk,
e posteriormente os testes de variancia ANOVA/Tukey ou Kruskal-Wallis/Dunn, dependendo

se 0s dados em questdo eram paramétricos ou ndo paramétricos.

1.3.8 — Analise quimica da dgua

Para um melhor entendimento dos resultados obtidos, amostras das aguas
utilizadas nos 3 tratamentos foram enviadas ao Laboratério de Analise de Aguas do
Departamento de Geologia Aplicada do Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas — UNESP
— Campus de Rio Claro - SP - Brasil. Estas andlises foram realizadas, seguindo as normas do
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, para 0S parametros
descritos abaixo:

Foi realizada a determinacéo de metais por ICP-AES para os elementos: Mg, Ca, Sr,
Ba, Cr(t), Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Si, P(t) e Pb. Os anions: F', CI', NO2, NO3, POa, SO4,
ClO;, acetato e oxalato mais os cations Li, Na, NH, e K foram determinados por
cromatografia i6nica. Foi realizada também a andlise de pH, condutividade, alcalinidade total
e carbonatos por titulagéo potenciométrica.

Apesar de termos utilizado uma concentragdo constante de detergente, mostrou-se
necessaria avaliagdo da real concentracdo do LAS - alquil benzeno sulfonato linear, principal
componente dos detergentes domésticos. Para isso realizou-se analises cromatogréficas no
HPLC AgilentTechnologies 1200 series, com detector de Fluorescéncia, na empresa Global
Andlise & Consultoria — Sdo Carlos — SP — Brasil. O mesmo teste foi realizado para a dgua do

lago urbano para se identificar a existéncia desta substancia.
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1.4 — Resultados

1.4.1 — Sobrevivéncia
Nd&o ocorreram mortes durante o experimento com a espécie A. altiparanae, entretanto
com P. lineatus, durante a exposi¢do ao lago urbano, 100% dos individuos morreram apés 35

dias, ou seja, somente foi possivel realizar uma coleta.

1.4.2 — Astyanax altiparanae

1.4.2.1 — Morfologia dos hepatécitos

Os hepatdcitos observados no grupo controle apresentaram citoplasma homogéneo,
com nucleo central (Figura 2 — B). Apds o primeiro més de coleta, tanto o tratamento com a
diluicdo de detergente, quanto o que continha a agua do lago urbano, apresentaram
hepat6citos com nucleos deslocados para a periferia, alguns com nucleos vacuolizados ou em
inicio de vacuolizacdo e citoplasmas com inicio de vacuolizacdo, nos dois periodos de
experimento, estes resultados estéo resumidos na tabela 1 (Figura 2- D, e F). Pode-se observar
apenas no grupo exposto ao detergente ap6s 5 meses o aparecimento de vesiculas redondas,
caracteristicas de lipideos, com isso pudemos identificar, neste caso, a patologia chamada de
esteatose moderada, segundo Mumford et al. (2007) (Figura 2-D).

Quanto as analises da area do ndcleo e citoplasma, pudemos observar a diminuicéo da
area do nucleo, apenas no tratamento com detergente ap6s 1 més de experimento com p<0,01
para o teste de ANOVA/Tukey, em comparagdo com o controle. Os dados obtidos para o
citoplasma, demonstraram reducdo de &rea no grupo detergente nos dois periodos de
experimento, sendo no primeiro més com p<0,01 para o teste de ANOVA/Tukey e no quinto

com p<0,05 para o teste de Kruskal-Wallis/Dunn (Tabela 2).

1.4.2.2 — Quantificagéo de glicogénio

Os dados obtidos quanto a &rea ocupada pelo glicogénio, demonstramos que houve
reducdo desta reserva energética nos dois tratamentos (Figura 3 — B, D e F), durante todo o
experimento, com p<0,01 para o teste de ANOVA/Tukey no primeiro més e p<0,05 para o

teste de Kruskal-Wallis/Dunn no quinto més (Tabela 2).
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1.4.2.3 — Anélise de macrdéfagos e lisossomos

Os macréfagos foram identificados como grandes e fortes marcagdes de coloragéo
marrom escura, enquanto os lisossomos eram pontuagdes citoplasméticas pequenas e claras.
Quanto a mobilizacdo de macrofagos, identificamos significativo recrutamento deste tipo
celular em ambos os tratamentos contaminados durante todo o experimento, com p<0,01 para
0 teste de ANOVA/Tukey (Tabela 2).

Os lisossomos apresentaram-se abundantes no grupo controle, entretanto suas
marcagdes tornaram-Se escassas NOS Qrupos expostos aos tratamentos contaminados,
indicando possivelmente inativagdo de suas enzimas, estas que sdo marcadas pela técnica de
Gomori (Figura4 A e C).

1.4.3 — Prochilodus lineatus

1.4.3.1 — Morfologia dos hepatécitos

A morfologia normal dos hepatdcitos € idéntica a descrita anteriormente. Quanto as
alteracdes, as mesmas encontradas para A. altiparanae foram encontradas, variando apenas
em sua frequéncia (figura 2 — A, C e E), resumidas na tabela 1.

As é&reas dos nucleos ndo apresentaram diferengas significativas entre nenhum dos
tratamentos. Entretanto quando analisamos o citoplasma, pode-se identificar reducéo na sua
area no grupo exposto ao detergente apds 5 meses de experimento e 0 aumento deste mesmo
pardmetro no grupo exposto ao lago urbano, com p<0,01 para o teste de ANOVA/Tukey
(Tabela 3).

1.4.3.2 — Quantificagéo de glicogénio

O mesmo padrdo de redugdo das reservas de glicogénio encontradas em A. altiparanae
foram encontradas nesta espécie (Figura 3 — A, C e E), com p<0,01 para o teste de
ANOVA/Tukey (Tabela 3).

1.4.3.3 — Anélise de macrdéfagos e lisossomos

Em P. lineatus também ocorreu mobilizacdo significativa de macréfagos nos
tratamentos contaminados em todo o experimento, com p<0,01 para o teste de
ANOVA/Tukey (Tabela 3). Entretanto quanto analisamos os lisossomos, estes também eram

abundantes no controle, sendo que suas marcagdes ficaram escassas no grupo detergente,
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somente apds 5 meses de experimento, diferentemente do ocorrido em A. altiparanae (Figura
4).

1.4.4 — Analise quimica da 4gua

Os dois tratamentos analisados apresentaram pH com maior alcalinidade quando
comparados com o controle ( controle: 5,39; detergente: 6,04; lago: 7,17). Esta modificacdo
se deve a elevacdo na concentragdo de HCOs presente nas amostras (controle: 1,2mg/L;
detergene: 6,04mg/L; lago: 7,17mg/L). O grupo exposto ao detergente, ainda apresentou
elevacdes consideradas significativas nos seguintes parametros: NO,™ (controle: <0,04mg/L,
detergente: 1,15mg/L) e Ni (controle: < 0,010mg/L, detergente: 0,066mg/L) , enquanto tais
alteracbes no tratamento com a agua do lago, ocorreram em relacdo ao Na (controle:
<0,04mg/L, lago: 16,7mg/L); F (controle: 0,25mg/L, lago: 0,40mg/L); CI" (controle:
8,56mg/L, lago: 16,7mg/L); NO, (controle: <0,04mg/L, lago: 0,86mg/L) e Fe (controle:
0,021mg/L, lago: 0,16mg/L).

Quanto a concentragdo de LAS na diluigdo de detergentes, foi encontrada 0,375 mg/L
do surfactante na amostra. Na amostra do lago urbano encontramos 0,33 mg/L deste

surfactante.

1.5 — Discussdo

Segundo Fernandes et al. (2008) a histopatologia do figado tem sido utilizada como
um indicador de estresse ambiental, pois €, em geral o ponto final dos poluentes e suas
alteracbes dependem do contaminante, de sua concentragcdo e do tempo de exposi¢do. As
lesGes hepéticas foram classificadas em grupos e ranqueadas de acordo com sua importancia
como um indicador da contaminacdo ambiental; as lesdes ndo-neoplésticas, como o
polimorfismo nuclear, sdo consideradas reacdes iniciais da exposicdo a agentes toxicos
(FERNANDES et al. 2008). A necrose hepatocelular, é considerada uma resposta a ambientes
severamente contaminados, principalmente por metais (SCHWAIGER et al., 1997 e OLOJO
et al., 2005) . Em estudos realizados por Maduenho & Martinez (2007) na espécie P.
lineatus, foi possivel identificar estagios de degeneragdo do figado ap6s a exposicdo dos
animais ao inseticida diflubenzuron (DFB), sendo que o estdgio | foi caracterizado por
apresentar agregados de melanomacréfagos, hipertrofia celular e nuclear e ndcleos dos
hepat6citos deslocados para a periferia; 0 segundo estagio apresenta vacuolizagdo nuclear,

degeneragdo citoplasmatica e nuclear, estagnacéo biliar e ncleos picnéticos.
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Este trabalho demonstrou a presenca de alteracdes como hipertrofia celular, nucleos
deslocados para a periferia, agregados de melanomacréfagos, entre outras, descritas pelos
autores acima citados. Quando comparamos com o trabalho de Maduenho & Martinez (2007),
apesar das modificacbes encontradas serem semelhantes, ndo € possivel encaixar nossos
dados em nenhum de seus dois estagios. Isto se deve por em ambas as espécies termos
encontrado caracteristicas dos dois estagios simultaneamente. Com isso podemos salientar
que possivelmente esta classificacéo seja especifica para o contaminante testado pelos autores
supracitados, tendo em vista que uma das espécies de nosso experimento é a mesma utilizada
por eles; ou que a transicdo entre estes estagios ainda deve ser definida e o tempo em que este
processo ocorre, pode variar dependendo do poluente e da espécie em analise. Os resultados
apresentados neste trabalho podem ser encaixados de forma mais clara na definicdo dada por
Fernandes et al. (2008), sendo que as anomalias encontradas estdo inseridas no grupo nao-
neoplasticas. Apesar das analises de &4gua apresentarem a existéncia de metais em ambos 0s
tratamentos contaminados, em concentragcbes mais elevadas do que no controle, hepatdcitos
necrosados ndo foram encontrados. Isto evidencia que estes poluentes encontram-se em
diluicbes mais brandas, mas que sua presenca, juntamente com outras substancias geram
danos ao tecido hepatico.

Segundo Tekin-Ozan (2008), metais tragcos sdo componentes naturais dos ambientes
aquaticos, mas seus niveis se elevaram devido a despejos industriais, agricultura e mineracéo.
Todas estas fontes de poluigdo afetam as caracteristicas fisiol6gicas da &4gua, dos sedimentos e
dos componentes bioldgicos e consequentemente dos estoques de peixes sendo que para 0
metabolismo normal dos peixes, 0s metais essenciais sdo absorvidos pela 4gua ou sedimentos,
podendo produzir efeitos toxicos, quando em excesso (TEKIN-OZAN, 2008). Gaiser et al.
(2012) demonstraram que células hepaticas expostas a particulas aluminio em vitro por
apenas duas horas, apresentaram grande parte do metal incorporado pelas células e estes
estavam estocados em compartimentos endociticos e secretores. Tekin-Ozan & Kir (2008),
em estudos realizados com carpas em um lago na Turquia, demonstraram que a contaminagao
deste corpo de agua por metais gerou na bioacumulacgdo destes elementos em diversos tecidos,
sendo que o figado apresentou os maiores niveis de ferro e cobre, esta concentracdo de metais
no figado de peixes também foi evidenciada por Amundsen et al. (2011) e Padmini et al.
(2009). Estes dados evidenciam que grande parte dos estudos realizados com peixes, focam 0s
metais tracos, mas sua agdo com outros poluentes ainda ndo foi bem estudada, entretanto
mostram que grande parte dos efeitos encontrados em nosso trabalho s&o decorrentes da

presenca de metais dissolvidos.
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De acordo com Maduenho et. al. (2007), Figueiredo-Fernandes et al. (2007), que
estudaram a exposicdo de tilapias O. niloticus ao cobre, foi observado aumento do tamanho
dos nucleos dos hepatdcitos destes individuos, assim como Paris-Palacios et al. (2000) em
Brachydanio rerio, que também testaram a exposi¢éo ao cobre, sugerindo que esta alteracdo
pode indicar aumento da atividade metabdlica decorrente da detoxificacdo. Em nosso trabalho
encontramos apenas a reducdo da &rea do nlcleo, entretanto, estes ndo podem ser
classificados como picndticos, pois ainda apresentam sua forma definida e ndo existe
condensacdo do material genético. Esta diminuicdo de area pode indicar o inicio do processo
de formac&o destes ndcleos inativos, que resultaram na morte celular. Estes mesmos trabalhos
citados acima bem como Langiado e Martinez (2006), descrevem que em geral o aumento do
tamanho do ndcleo esta acompanhado da dilatacdo citoplasmética, ambos indicando alta
atividade metabdlica. Em nosso trabalho foi possivel identificar este tipo de alteracdo,
entretanto acompanhado de nicleos menores do que o normal, indicando que possivelmente
estas celulas estavam em alta atividade de desintoxicacdo ou estdo em transicdo para o
processo de morte celular.

Poucos estudos abordaram os efeitos de detergentes no figado de peixes. Tovell et al.
(1975) evidenciaram que em peixes da espécies Carassius auratus expostos a detergentes
podem bioacumular surfactantes no figado. Rejeki et al. (2006), demonstraram que em Lates
calcalifer expostos a LAS, apresentaram vacuolizacdo dos hepat6citos, o que esta diretamente
ligado ao retardamento no crescimento. Os resultados apresentados em nosso trabalho
mostram alteragcbes muito mais graves do que as observadas por Rejeki et al. (2006). Isto se
deve ao fato de que os efeitos do detergente bem como dos outros contaminantes,
principalmente os metais, foram potencializados, por estarem misturados, assim como
descrito por Brown et al. (1968).

Lee et al. (2012) demonstraram que em Acipenser medirostris e Acipenser
transmontanus submetidos a alimentacdo contendo metilmercdrio, apresentaram diminuigéo
dos niveis de glicogénio e vacuolizacdo citoplasmatica, sendo que a vacuolizacdo observada
resulta da metabolizacdo anormal de lipideos, como a peroxidagdo (LEE et al., 2012). Esta
variacdo metabodlica pode estar relacionada com a falha das fungBes de metabolizagdo e
excrecdo de substincias no figado e a diminuicdo dos niveis de glicogénio esta
correlacionada com a elevacdo da glicogendlise, sugerindo uma maior demanda de energia
para o reparo dos danos causados pelos poluentes (LEE et al., 2012). Isto revela que os dados
referentes ao acimulo de glicogénio obtidos por nés, evidenciam uma tentativa do organismo

em eliminar os contaminantes, bem como reparar seus efeitos. Diversos trabalhos relatam a
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diminuicdo de glicogénio hepéatico, mas este é o primeiro a quantificar numericamente este
efeito.

Segundo Kohler et al. (2002) o lisossomo, o qual é &cido em seu interior, é o centro do
sistema endossomal-lisossomal, que é continuo com as vesiculas derivadas do Golgi,
contendo enzimas recém sintetizadas, também chamadas de lisossomos primérios. Vacuolos
autofégicos e heterofagicos fundem-se com os chamados lisossomos primarios, formando os
lisossomos secundéarios e posteriormente 0s chamados corpos residuais que acumulam o
material que ndo pode ser digerido (KOHLER et al., 2002). Estes autores evidenciaram em
Platichthys flesus, coletados em ambientes perturbados, o figado apresentava decréscimo de
glicogénio, acimulo de lipideos citoplasméticos, elevacdo no numero de células apoptdticas e
grandes agregados de macrdfagos; quanto aos lisossomos, encontraram tanto elevagdo no
namero, quanto diminuicéo, devido a fusdo lisossomal. Nossos dados evidenciaram que 0s
grupos expostos a contaminantes, apresentaram mobilizacdo de macrdfagos, entretanto o
nimero de lisossomos diminuiu. Isto se deve, provavelmente, ndo pela fusdo lisossomal, mas
sim pela ndo ativacdo de suas enzimas. Esta hipotese é corroborada por Couilard & Hodson
(1996) que descrevem que o recrutamento de macréfagos esté diretamente ligado a presenca
de radicais livres no 6rgdo afetado, sendo estes produzidos principalmente durante a
peroxidacdo lipidica. A presencga de grande quantidade de macr6fagos nos indica que existe
elevada taxa de metabolizagdo lipidica, cuja existéncia estd relacionada ao excesso destas
moléculas na célula. A presenca de grande quantidade de lipideos na célula pode acarretar na
inativacdo da ATP-ase vacuoloar, responsavel pela acidificacdo de lisossomos, o que inibe a

digestéo celular, como observado em zebra fish por Bibliowicz et al (2011).

1.6 — Conclusdes

Este trabalho evidenciou que a andlise dos efeitos de surfactantes na fauna aquética
deve ser levada em consideragdo por promoverem alteragdes nas células do figado, entretanto
seus estudos devem ser focados na acdo destes poluentes em conjunto com outros
contaminantes, assim como ocorre na natureza. Podemos ressaltar também que analises mais
precisas como a quantificacdo do glicogénio e da area do nucleo e citoplasma devem ser

adotadas em estudos de perturbagdes ambientais.



33

1.7 - Bibliografia

AMUNDSEN, P. A, et al. Heavy metal contents in whitefish (Coregonus lavaretus) along a
pollution gradient in a subarctic watercourse. Environmental Monitoring and Assessment.
v. 182, p. 301-316, 2011.

BIBLIOWICZ, J., TITTLE, GROSS, R. K., JEFFREY M.. Toward a Better Understanding of
Human Eye Disease Insights From the Zebrafish, Danio rerio. Prog Mol Biol Transl Sci. v.
100, p. 287-330, 2011.

BROWN, V. M., MITROVIC, V. V., STARK, G. T. C.. Effects Of Chronic Exposure To
Zinc On Toxicity Of A Mixture Of Detergent And Zinc. Water Research. v. 2, p. 255-263,
1968.

COUILLARD, C. M., HODSON, P. V.. Pigmented macrophage aggregates: a toxic response
in fish exposed to bleached-kraft mill effluent? Environmental Toxicology and Chemistry.
v. 15, p. 1844-1854, 1996.

FERNANDES, C., FONTAINHAS-FERNANDES, A., ROCHA, E., SALGADO, M. A..
Monitoring pollution in Esmoriz—Paramos lagoon, Portugal: Liver histological and

biochemical effects in Liza saliens. Environ Monit Assess. v. 145, p. 315-322, 2008.

FIGUEIREDO-FERNANDES, A.; et al. Histopathological changes in liver and gills
epithelium of Nile tilapia, Oreochromis niloticus, exposed to waterborne copper. Pesq Vet
Bras., v. 27, n. 3, p. 103-109, 2007.

GERNHOFER, M., et al. Ultrastructural biomarkers as tools to characterize the health status
of fish in contaminated streams. Journal of Aquatic Ecosystem Stress and Recovery. v. 8,
p. 241-260, 2001.

GOMORI, G.. An Improved Histochemical Technic For Acid Phosphatase. Stain
Technology. v. 25, n. 2, p. 81-85, 1949.



34

KOHLER, A., WAHL, E. SOFFKER, K.. Functional and morphological changes of
lysosomes as prognostic biomarkers of toxic liver injury in a marine flatfish

(Platichthys flesus (L.)). Environmental Toxicology and Chemistry. v. 21, n. 11, p. 2434—
2444, 2002.

LAL, H., MISRA, V., VISWANATHAN, P. N., MURTI, C. R. K.. Comparative Studies on
Ecotoxicology of Synthetic Detergents. Ecotoxicology And Environmental Safety. v. 7, p.
538-545, 1983.

LANGIANO, V. C., MARTINEZ, C. B. R.. Toxicidade do Roundup® e seus efeitos para o
peixe neotropical Prochilodus lineatus. Dissertagdo de Mestrado apresentada ao curso de

Pdsgraduacdo em Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Estadual de Londrina. 71p., 2006.

LEE, J.W., et al. Histopathological alterations of juvenile green (Acipenser medirostris) and
white sturgeon (Acipenser transmontanus) exposed to graded levels of dietary

methylmercury. Aquatic Toxicology. v. 109, p. 90-99, 2012.

MADUENHO, L.P.; MARTINEZ, C.B.R.. Acute Effects of Diflubenzuron on the
Neotropical Freshwater Fish Prochilodus lineatus. Comparative biochemistry and

physiology Toxicology pharmacology. v. 148, n. 3, p. 265-272, 2008.

MASON, C.F. Biology of freshwater pollution. 3.editon. Longmann, Essex. 1996.

OLOJO, E. A. A,, et al. Histopathology of the gill and liver tissues of the African catfish
Clarias gariepinus exposed to lead. African Journal of Biotechnology. v. 4, p.117-122,
2005.

PADMINI, E., USHA RANI, M., VIJAYA, B. G.. Studies on antioxidant status in Mugil
cephalus in response to heavy metal pollution at Ennore estuary. Environmental
Monitoring and Assessment. v. 155, p. 215-225, 2008.



35

PARIS-PALACIQS, S.; BIAGIANTI-RISBOURG, S.; VERNET, G..

Biochemical and (ultra)structural hepatic perturbation of Brachydanio rerio (Teleostei,
Cyprinidae) exposed to two sublethal concentrations of copper sulphate. Aquatic Toxicology,
v. 55, p. 109-124, 2000.

PAULETE, J.; BECAK, W. Técnicas de Citologia e Histologia. Sdo Paulo: Livros Técnicos
e Cientificos, 2 Vols. 1976.

REJEKI, S., DESRINA; MULYANA, A. R.. Chronic Effects of Surfactant Detergent Linear
Alkyl-Benzene Sulfonate (LAS) On the Growth and Survival Rate of Sea Bass (Lates

Calcalifer Bloch) Larvae. Journal of Coastal Development. Published online. 2006.

RODRIGUES, E. L., FANTA, E.. Liver Histopathology Of The Fish Brachydanio rerio.
(HAMILTON-BUCHMAN) After Acute Exposure To Sublethal Levels Of The
Organophosphate Dimethoate 500. Revista Brasileira de Zoologia. v. 15, n. 2, p. 441 - 450,
1998.

ROY, D.. Toxicity of an Anionic Detergent, Dodecylbenzene Sodium Sulfonate, to a
Freshwater Fish, Rita rita: Determination of L&, Values by Different Methods.
Ecotoxicology And Environmental Safety. v. 15, p. 186-194, 1988.

SANCHEZ-FORTUN, S., MARVA, F., ROUCO, M., COSTAS, E., LOPEZ-RODAS, V..
Toxic effect and adaptation in Scenedesmus intermedius to anthropogenic chloramphenicol
contamination: genetic versus physiological mechanisms to rapid acquisition of xenobiotic

resistance. Ecotoxicology. v. 18, n. 5, p. 481-487, 2009.

SCHWAIGER, J,. et al. The use of histopathological indicators to evaluate contaminant-

related stress in fish. Journal of Aquatic Ecosystem Stress Recovery. v. 6, p. 75-86, 1997.

SURES, B., STEINER, W., RYDLO, M., TARASCHEWSKI, H.. Concentrations Of 17
Elements In The Zebra Mussel (Dreissena polymorpha), In Different Tissues Of Perch (Perca
fluviatilis), And In Perch Intestinal Parasites (Acanthocephalus lucii) From The Subalpine
Lake Mondsee, Austria. Environmental Toxicology and Chemistry. v. 18, n. 11, p. 2574-
2579, 1999.



36

TEKIN-OZAN, S.. Determination of heavy metal levels in water, sediment and tissues of
tench (Tinca tinca L., 1758) from Beysehir Lake (Turkey). Environmental Monitoring and
Assessment. v. 145, p. 295-302, 2007.

TEKIN-OZAN, S., KIR, I.. Seasonal variations of heavy metals in some organs of carp
(Cyprinus carpio L., 1758) from Beysehir Lake (Turkey). Environmental Monitoring and
Assessment. v. 138, p. 201-206, 2007.

TOVELL, P. W. A., HOWES, D., NEWSOME, C.S.. Absorption, Metabolism And
Excretion By Goldfish Of The Anionic Detergent Sodium Lauryl Sulphate. Toxicology v. 4,
p. 17-29, 1975.



1.8 — Tabelas

Tabela 1 : Incidéncia das alteraces na morfologia dos hepatdcitos para as espécies
Prochilodus lineatus e Astyanax altiparanae.
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P. lineatus A. altiparanae
Controle | Detergente | Lago | Controle | Detergente Lago
1© | 5° | 10 | 5° 1° 10| 5° | 1° 50 1° 5°
més | més| més | més | més | més | més | més | més | més | més
\./aCUO“Z%Q?O 0 0 ++ | +++ | ++++ | O 0 | +++ | ++++ | +++ | ++++
citoplasmatica
Vacuolizacdo Nuclear
ou em inicio de 0 0 | ++ | ++ + 0 0 + | | |
vacuolizagéo
Deslocamento nuclear | + + | | | |+ + |t | | | A

0 = ausente; + = pouco frequente; ++ =frequente; +++ = muito frequente; ++++ =
extremamente frequente.




Controle Detergente Lago Azul
1°més 5% més 1° més 5% més
1°més 5% més
Média p Média p Média p Média p
Glicogénio | 405557302 | 496055152 | 274210391 | <001 | 167052130 | <005 | 210824595 | <o0.01 2889(%4829 <005
; : : : : : ]
(Lm?) (S-3731.1076) | (S-1370.8603) | (S-1972.9582) (S-5828.0363) (S-2120.4921) 5832 5020)
Macrof 23.1667 22.6667 88.0000 <0.01 113.0000 <001 | 123.8333 <0.01 110.6667 | <0.01
acrolagos | (s.g gg3g) (S-8.5713) (S-13.4759) (S-22.2711) (S-17.5090) (S-27.1269)
Aread
Gcle 0 28.5039 24.6425 19.5232 <0.01 39.6102 ns 26.5082 ns 31.9745 o
°0 (S-5.2742) (S-4.8689) (S-2.4367) (S-13.3834) (S-5.2514) (S-9.9700)
(Hm°)
Area do
Citoolasma | 2311537 108.9280 116.9762 <0.01 289.5170 <0.05 | 250.6489 ns 176.0768 o
( P ’ (S-58.5350) | (S-11.2871) | (S-35.1445) (S-55.9331) (S-50.7262) (S-37.6191)
pm

Tabela2: Médias da &rea ocupada pelo glicogénio, nimero de macréfagos, e &rea do nucleo e citoplasma no figado de peixes da espécie Astyanax
altiparanae. Note a diminuicdo de glicogénio nos grupos expostos ao detergente e ao lago urbano, bem como o levado nimero de macrofagos
nestes mesmos grupos, em comparacdo co o controle, durante todo o experimento. Pode-se observar também a redugdo nas areas do nicleo e

citoplasma no grupo exposto ao detergente ap6s 1 mes de experimento e 0 aumento da area do citoplasma apds o quinto més de expeimento neste

mesmo grupo
S — desvio padrdo; ns - diferencas ndo significativas

LE



Controle Detergente Lago Azul
1° més 5% més 1°més 5% més
1°més 5% més
Média p Média p Média p Média
Glicogénio | 53354.5903 52666.9137 22851.6008 <0.01 18306.7575 | <0.01 | 14057.9496 | <0.01
(Hm?) (S-2730.8369) | (S-2642.6726) | (S-2514.8979) (S-5808.3212) (S-1484.0154)
Macréf 34.7143 20.1667 92.1667 <0.01 124.6667 <0.01 115.6667 <0.01
acrolagos | (s.g.03s6) (S-6.6458) (5-13.0907) (5-15.8072) (5-19.0333)
Ar,ea: do 23.4899 19.0027 21.4796 ns 17.1805 ns 23.6953 ns
nucleo (5-1.3556) (S-3.6779) (5-1.1278) (S-5.6050) (S-4.2401)
(Hm°)
Area do
Citonlasma 195.3388 134.6878 210.9942 s 89.3400 <0.01 273.0362 <0.01
( p % (S-32.7083) (S-31.2936) (S-18.3051) (S-25.1356) (S-48.9931)
pm

Tabela 3: Médias da area ocupada pelo glicogénio, nimero de macrdfagos, e area do nucleo e citoplasma no figado de peixes da espécie
Prochilodus lineatus. Note a diminui¢&o de glicogénio nos grupos expostos ao detergente e ao lago urbano, bem como o levado niimero de
macrdfagos nestes mesmos grupos, em comparagao co o controle, durante todo o experimento. Pode-se observar também a redugéo na area do
citoplasma no grupo exposto ao detergente ap6s 5 meses de experimento e 0 aumento deste mesmo pardmetro apds o primeiro més no grupo
exposto a agua do lago.

S —desvio padrdo; ns - diferengas néo significativas

8¢
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Figura 2: Ae B - Morfologia normal do figado de P. lineatus ¢ A. alfiparanae, respectivamente, note a homogeneidade do citoplasma bem como a disposicao central dos niicleos;
( - Figado de P. lineatus apds a exposigao ao defergente, observe a degeneragéo citoplasmética (drea destacada) e células com nicleo deslocado para a periferia {*); D - Figado
de A. altiparanae apds a exposicae ao detergente, note a vacuolizago do citoplasma presente em fodo o tecido, bem como a presenga de depdsttos de fipideos (setaj e a
presenca de nicleos vacuolizados (em desctaque}; E - Figado de P. lineatus apds a exposicéo a &gua do lago urbano, observe a degeneracéo citoplasmética (4rea destacada);

F - Figado de A. altiparanae apds a exposicao a dgua do lago urbano, note a vacuolizago do citoplasma presente em fodo 0 fecido € a presenca de niicleos vacuolizados {em
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Figura 3: Ae 8 - Uistripuigao normal de glicogénio no figado de M. ineatus e A. altparanae, respectivamente; U e U - Lisinbuigao de glicogenio no figado de ¥ fneatus & A. alfparanae
respectivamente expostos a diuigdo de detergente;  E e F - DistribuicAo de glicogénio no figado de P, fineatus € A. altiparanae, respectivamente expostos a dgua do lago urbano,
Note a diminuigdo de glicogénio nos grupos expostos a poluentes, em comparagao com o grupo controle.  Técnica: PAS
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Figura 4: A - Figado do grupo controle da espécie P. fineatus, note a existéncia de alguns macréfagos (seta) e de diversos lisossomos, que se apresentam
como pequenas pontuagdes (drea em destaque). Este mesmo padréo ocome nos individuos controle em A. alfiparanae. B - Figado do grupo exposto ao
detergente da espécie P. lineatus, apds 1 més de experimento, note o grande niimero de macréfagos (seta) e a manutengéo do nimero de lisossomos.

C - Figado do grupo exposto a dgua do lago urbano daespécie P, lineatus, note o grande nimero de macrdfagos (seta). Este padréo se manteve para o
segundo més de exposigdo ao detergente, nesta espécie e para os individuos expostos aos contaminantes em A, altiparanae. As setas indicam apenas
alguns macrofagos em B e C, para efeito de identificagdo. Técnica: Gomori
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CAPITULO 2

Efeitos da exposi¢do a detergente e outros poluentes aquéaticos em branquias de Astyanax

altiparanael e Prochilodus lineatus
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2.1 — Resumo

A acdo antropica em rios e lagos urbanos é evidentemente alarmante em nossa
sociedade. Os efeitos das substancias despejadas na fauna e flora tornaram-se foco da atengdo
dos pesquisadores em todo o mundo. Os detergentes biodegraddveis sdo amplamente
utilizados em residéncias e pequenas industrias, entretanto pouco se sabe sobre sua acéo na
fauna ictioldgica. Este trabalho visou identificar as modificagdes na estrutura da branquia de
duas espécies de peixes Astyanax altiparanae e Prochilodus lineatus apds a exposicdo a
diluicdo de 1ppm de detergentes biodegradaveis e a agua de um lago urbano. Pode-se
identificar que tais contaminantes geraram diversas alteragdes como fusdes lamelares,
aneurismas, proliferacdo de células de muco e de cloro, ndo sé pela presenga do detergente,

como também devido a sua agdo sinérgica com outros poluentes.

2.2 — Introducéo

De acordo com Amundsen et al. (2011) ambientes de agua doce sdo os principais
focos de poluigdo pois constituem o ponto final da deposicdo dos poluentes ambientais,
podendo transferir estes contaminantes para peixes e até para humanos que os venham
consumir. Segundo Domingos et al. (2006) e Abel (1989) a atividade industrial de
mineracdo, processamento de metais e geracdo de despejos industriais e domésticos vem
contribuindo para 0 aumento da concentragdo de diversos metais pesados nos ambientes
naturais. Assim como descrito por Domingos et al. (2006) e Baraj et al. (2011) os organismos
vivos podem bioacumular metais tragos, incorporando-os na cadeia trofica e atingindo grande
parte dos diferentes estratos que constituem os ecossistemas aquaticos, sendo 0s peixes 0sS
principais biomarcadores para tais contaminantes.

No estudo realizados por Alberto et al. (2005) observou-se que esgotos ndo tratados
sdo constituidos por um complexo de substéncias toxicas que podem intervir na saude de
peixes e podem ser considerados como um importante fator na reducéo da diversidade de
espécies em todo o mundo. Ainda segundo estes mesmos autores, os limites de toleréncia as
toxinas encontradas em residuos domésticos variam nas espéecies de peixes, podendo gerar,
naquelas mais sensiveis, reducdes nas taxas de reproducdo, sobrevivéncia e crescimento.

Segundo Reis et al. (2009) os recursos hidricos sempre determinaram a existéncia da
vida, estando a salde diretamente relacionada com a sua qualidade. Os mesmos autores
descrevem que o0s 6rgdos como a pele, tubo digestivo e as branquias estdo em contato direto

com a &gua e com as alteragdes fisico quimicas ambientais, com isso podem sofrer alteracdes
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morfoldgicas, o que poderd refletir como perturbacdes reversiveis ou irreversiveis a fisiologia
destes Orgéos.

De acordo com Ogeleka et al. (2011) surfactantes sdo componentes usados em
processos industriais e também em residéncias, estes, possuindo uma das maiores taxas de
producdo industrial dentre todos os produtos quimicos organicos. Sua molécula apresenta
sitios, hidrofobicos e hidrofilicos, em sua estrutura o que resulta em um arranjo
pseudomicelar que adsorvem outros poluentes organicos, sendo que sua liberagdo no
ambiente resulta em efeitos bioldgicos adversos (OGELEKA et al. 2011). Ainda segundo
estes mesmos autores, o alquilbenzeno sulfonato linear (LAS), um dos surfactantes mais
comuns, demonstrou em estudos realizados em peixes, indugédo de alteragdes na morfologia
das branquias

Leonardo et al. (2001), descreveram em seu trabalho que as branquias séo estruturas
vitais para a salde dos peixes, pois, além de serem o principal local de trocas gasosas,
também estdo envolvidas nos processos de osmorregulacdo, equilibrio &cido-bésico, excrecéo
de compostos nitrogenados. Portanto qualquer alteragdo nessa estrutura certamente
comprometerd a sobrevicéncia dos peixes. Os teleGsteos possuem cinco pares de arcos
branquiais constituidos de numerosos filamentos branquiais os quais possuem lamelas
secundéarias (LEONARDO et al. 2001). Ainda segundo estes autores e (JOBLING, 1995) as
lamelas estdo situadas a um angulo reto do eixo do filamento e representam a superficie
funcional respirat6ria, por onde o oxigénio é absorvido e difundido aos tecidos e ao sangue.
As lamelas sdo recobertas por células epiteliais, tendo em seu interior células pilares, células
mucosas e células de cloro, sendo que muitos agentes patoldgicos e quimicos podem produzir
alteracbes histologicas, como edema e hiperplasia epitelial das lamelas secundérias,
infiltracdo de células epiteliais, fusdo lamelar e em alguns casos morte das células secretoras
de muco devido a hipersecrecdo (LEONARDO et al., 2001 e TAKASHIMA & HIBIYA,
1995). Monteiro et al. (2008) relatam que modificagdes morfologicas branquiais, sdo
comumente reconhecidas como resposta a alteracbes ambientais, estando estas ligadas a
disfungdes fisiologicas e do sistema enddcrino, podendo variar devido a concentracdo idnica
em que vivem (FERNANDES & PERNA-MARTINS 2001)

Segundo Arellano et al. (2001) os graus de alteragdo nos organismos/tecidos, como
figado e branquias, estdo diretamente relacionados com o tipo de poluente, bem como com
sua concentragéo e rota de incorporagédo. Estes autores ainda relatam que muitos xenobiontes
podem ser metabolizados, em taxas significantes, durante sua passagem pelo epitélio

branquial.
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Segundo Paulino e Fernades (2011) alteracbes morfoldgicas nas branquias podem
representar estratégias adaptativas para a conservacdo de algumas fungdes bioldgicas, quando
0 animal estd frente a mudangas de qualidade de &gua, entretanto qualquer alteracdo na
estrutura da branquia afeta, diretamente ou indiretamente, as trocas gasosas e o0 balango
hidromineral. ~AlteracBes histopatologicas tém sido amplamente utilizadas como
biomarcadores na avaliacdo da salude de peixes frente & exposi¢do a contaminantes, tanto em
estudos de laboratdrio, quanto no campo (PAULINO & FERNADES 2011). Segundo estes
mesmos autores, sabe-se que a proliferacdo e a hipersecrecdo das células mucosas envolvidas
com o sistema de defesa dos peixes frente ao agente exposto podem comprometer a funcgéo
branquial. Dependendo da severidade do processo, a quantificagdo deste tipo celular pode ser
considerada como indicadores de qualidade de agua.

Segundo Camargo et al. (2009) as células de cloro sdo grandes e possuem como
principal caracteristica a presenca de diversas mitocondrias que atuam de forma a manter a
homeostase corpdrea nos teledsteos de 4gua doce, que compensam sua perda idnica e o ganho
de agua por osmose, absorvendo de forma ativa Na®, CI" e Ca" através destas células.
Segundo Silva et al. (2003) as células de cloro sdo responsaveis pelo balanco inico entre a
agua e o plasma sanguineo em peixes, sendo que alteracfes fisico-quimicas na agua podem
estimular a hipertrofia e hiperplasia deste tipo celular.

Atualmente observa-se a preocupagdo com o0s impactos gerados pelo despejo de
poluentes em rios e lagos, principalmente de contaminantes oriundos do ambiente urbano.
Com isso este trabalho objetivou identificar as alteragdes na morfologia das branquias de duas
espécies nativas de peixes brasileiras Prochilodus lineatus e Astyanax altiparanae, bem como
no namero de células de muco, de cloro e na presenca de lisossomos, ap0s a exposicdo a
poluentes urbanos, estando em foco a contaminagdo por detergentes. Estas espécies foram
escolhidas devido & grande distribuicdo dos géneros no territorio sul-americano e por sua

importancia comercial.

2.3 — Metodologia

2.3.1 - Experimentagao

Para a realizagdo deste experimento 60 especimes de cada uma das espécies testadas
(Prochilodus lineatus e Astyanax altiparanae) foram obtidos no laboratério de reproducéo de
peixes do ICMBIio/CEPTA - Pirassununga — SP — Brasil. Estes, foram padronizados quanto a

idade, para que ndo houvessem diferencas relacionadas ao estagio de desenvolvimento, sendo
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que o experimento foi iniciado com P. lineatus com 3 meses de vida e A. altiparanae com 4
meses de vida.

Estes individuos foram divididos em 3 tratamentos, sendo o primeiro o controle,
tratado com agua comprovadamente pura do pogo artesiano da UNESP — Campus de Rio
Claro; o segundo exposto a diluicdo de 1ppm de 10 marcas comerciais de detergentes
biodegradaveis e o terceiro a 4gua do Lago Azul — Rio Claro — SP — Brasil, este urbano e
destino final de residuos de casas, postos de gasolina e pequenas industrias.

Foram efetuadas duas coletas, ap6s 1 e 5 meses do inicio do experimento. Toda a
experimentacdo foi realizada em duplicata para confirmagédo dos dados obtidos (Comité de
Etica em Pesquisa e Mérito Cientifico - UNIARARAS n° 646/2009).

2.3.2 — Coleta do material para as analises morfolégicas

Antes de se iniciar a coleta do material, os animais foram anestesiados em solucéo de
benzocaina (0,1g de benzocaina em 1 mL de &lcool etilico para cada 100 mL de &gua
deionizada). ApGs a anestesia, em cada coleta foram sacrificados 6 individuos por grupo, 0s
quais tiveram seus arcos branquiais retirados e fixados em solugdo de Bouin aquoso por 48
horas a 4°C. Posteriormente o material foi tamponado em solucdo de fosfato de sddio pH =
7,4, desidratado em concentracfes crescentes de alcool, incluido em historesina Leica e

seccionados no microtomo Leica RM2245.

2.3.3 — Analises das alteracoes na morfologia braquial

Para esta analise foram obtidos 5 cortes de 6um cada, de cada individuo em estudo.
Estes foram submetidos & reacdo de Hematoxilina e Eosina segundo Paulete & Becak (1976).
Em cada corte foram analisados 6 filamentos branquiais, em toda a sua extensdo,
identificando as alteragcbes morfoldgicas observadas nas lamelas secundérias. Estas foram
quantificadas e uma média para cada tratamento, nos dois periodos experimentais, foi obtida e
os resultados analisados estatisticamente. Apo6s a aplicacdo dos testes estatisticos, foram
elaborados gréficos de porcentagem, para cada grupo em cada periodo de experimento,

visando demonstrar qual tipo de modificacdo morfoldgica mostrou-se mais freqliente.

2.3.4 — Contagem das células de muco
Quanto as células de muco, cortes de 6 pum foram obtidas, as quais foram submetidas a
técnica de PAS segundo Paulete & Becak (1976). Para cada individuo foram considerados 5

cortes, nos quais as células de muco presentes entre as lamelas secundérias de 6 filamentos
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branquiais foram computadas. A partir dos resultados obtidos, obteve-se uma média para cada

grupo, nos dois periodos de experimento, as quais foram comparadas estatisticamente.

2.3.5 - Contagem das células ricas em mitocondrias

As células ricas em mitocondrias foram analisadas segundo Pereira & Caetano (2009),
sendo que cortes de 7um de espessura foram obtidos de cada espécime, os quais foram
submetidos & técnica de Von Kossa. A andlise de fragmentos mais espessos mostrou-se
necessaria, pois esta técnica exige a existéncia de mais substrato para reacdo. Foram
analisados 6 filamentos de 5 cortes de cada individuo, enumerando as células de cloro
presentes, no intervalo de 10 lamelas secundarias em cada filamento. Os dados obtidos foram

convertidos em meédias para cada grupo e analisadas estatisticamente.

2.3.6 — Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do software BioEstat 5.0. Visando
identificar variacdes entre os resultados, aplicou-se o teste de normalidade de Shapiro — Wilk,
e posteriormente os testes de variancia ANOVA/Tukey ou Kruskal-Wallis/Dunn, dependendo

se 0s dados em questdo eram paramétricos ou ndo paramétricos.

2.3.7 — Identificacdo de lisossomos
Para esta analise 5 cortes de 7um, foram obtidos, de cada individuo e submetidos a

técnica adaptada de Gomori (1949).

2.3.8 — Analise quimica da agua

Para um melhor entendimento dos resultados obtidos, amostras das aguas utilizadas
nos 3 tratamentos foram enviadas ao Laborat6rio de Analise de Aguas do Departamento de
Geologia Aplicada do Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas — UNESP — Campus de Rio
Claro. Estas analises foram realizadas, seguindo as normas do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, para os parametros descritos abaixo:

Foi realizada a determinacéo de metais por ICP-AES para os elementos: Mg, Ca, Sr,
Ba, Cr(t), Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Si, P(t) e Pb. Os anions: F', CI', NO,, NO3, POy, SOy,
ClO2, acetato e oxalato mais os cations Li, Na, NHs e K foram determinados por
cromatografia I6nica. Foi realizada também a analise de pH, condutividade, alcalinidade total

e carbonatos por titulagéo potenciométrica.
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Apesar de termos utilizado uma concentragdo constante de detergente, mostrou-se
necessaria avaliagdo da real concentracdo do LAS - alquil benzeno sulfonato linear, principal
componente dos detergentes domésticos. Para isso realizou-se anélises cromatogréficas no
HPLC AgilentTecnologies 1200 series, com detector de Fluorescéncia, na empresa Global
Analise & Consultoria — Sdo Carlos — SP — Brasil. O mesmo teste foi realizado para a 4gua do

lago urbano para se identificar a existéncia desta substancia.

2.4 — Resultados

2.4.1 — Astyanax altiparanae
2.4.1.1 — Sobrevivéncia
A mortalidade para esta espécie foi de zero para os 3 tratamentos durante todo o

experimento.

2.4.1.2 — Alteragdes morfoldgicas

Foram encontradas basicamente 4 modalidades de modificacbes morfoldgicas: fusdes
lamelares, hipertrofia das células pavimentosas das lamelas secundarias, aneurismas e
hiperplasia das células do epitélio do filamento branquial (Figura 1). Tanto os grupos tratados
com a diluicdo de detergentes, quanto o exposto a agua do lago, apresentaram maior
incidéncia de fusdes lamelares e aneurismas, para os dois periodos de experimento (Gréfico
1). Apo6s a quantificacdo das alteracbes encontradas, observou-se diferengas significativas
com p<0,05 para o teste de Kruskal-Wallis/Dunn, entre os dois grupos mantidos em
contaminantes e o grupo controle (Tabela 1), pois estes apresentaram um numero muito

elevado de mudangas estruturais.

2.4.1.3 — Analise das células de muco

Ambos os grupos expostos a poluentes apresentaram grande quantidade de células de
muco, com diferencas significativas sendo p<0,05 (Kruskal-Wallis/Dunn), em comparacdo ao
controle em todo o periodo experimental (Tabela 1). Estas células foram encontradas tanto
entre as lamelas secundérias quanto ao longo delas (Figura 2).

Além do aumento no numero destas células, observou-se que algumas fusdes entre
lamelas de um mesmo filamento foram iniciadas pela jungéo de duas células de muco (Figura
2). Quando foram observadas fusdes entre lamelas de dois filamentos adjacentes, um grande

numero deste tipo celular também foi encontrado.
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2.4.1.4 - Analise das ricas em mitocondrias

Em A. altiparanae as ricas em mitocondrias apresentaram-se como células fortemente
reativas a técnica de Von Kossa, com a presenca de diversas granulacdes citoplasmaticas e em
alguns casos com intensa reacdo perinuclear, o que conferiu ao nucleo uma reacdo intensa
(Figura 3).

Quando quantificadas, estas células apresentaram reagdes antagdnicas nos grupos
expostos aos poluentes, comparados ao grupo controle. A diluicdo de detergentes gerou
diminuicdo no nimero destas células, durante todo o experimento, enquanto a agua do lago
urbano elevou o nimero destas (tabela 1), ambas as anélises com p<0,05 para o teste de
Kruskal-Wallis/Dunn.

2.4.1.5 — Analise da presenca de lisossomos

Observou-se a presenca de células epiteliais tanto no filamento branquial quanto nas
lamelas secundérias com a presenca de lisossomos no grupo controle, entretanto quanto
analisados os grupos expostos, estas mesmas marcagdes ndo puderam ser observadas (Figura
4).

2.4.2 — Prochilodus lineatus
2.4.2.1 — Sobrevivéncia

Os individuos do grupo controle e 0s expostos a detergente, apresentaram taxa de
mortalidade zero em todo o experimento, entretanto quando expostos a agua do lago urbano,
foi possivel a realizacdo de apenas uma coleta, pois apds 35 dias, todos os individuos

entraram em o6bito.

2.4.2.2 — Alteragdes morfoldgicas

As mesmas alteragcBes encontradas para A. altiparanae foram encontradas em P.
lineatus, sendo que quando consideramos o nimero total de modificagdes estruturais o padréo
encontrado para A. altiparanae que também se manteve (Figura 5), com p<0,05 para o teste
de Kruskal-Wallis/Dunn (Tabela 2). Quando observadas separadamente, observou-se que 0s
individuos expostos ao detergente, assim como ocorrido em A. altiparanae,apresentaram
maior incidéncia de fusbes lamelares e aneurismas (Grafico 2). Entretanto, o grupo exposto a

agua do lago urbano, teve como modificagdes mais frequentes as fusbes lamelares e a
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hiperplasia das células epiteliais do filamento branquial, as quais em alguns casos cobriam

todo o espaco entre as lamelas secundarias.

2.4.2.3 — Analise das células de muco
Os mesmos resultados encontrados para A. altiparanae foram encontrados em P.

lineatus (Figura 2) com p<0,05 para o teste de Kruskal-Wallis/Dunn (Tabela 2).

2.4.2.4 - Analise das ricas em mitocondrias

No caso das ricas em mitocondrias ambos 0s grupos expostos aos poluentes
apresentaram reducdo significativa em relagdo ao grupo controle com p<0,01 para o teste de
ANOVA/Tukey (Tabela 2). Além de ocorrerem em menor numero, estas ceélulas

apresentaram-se hipertrofiadas nos tratamentos contaminados (Figura 3).

2.4.2.5 — Analise da presenca de lisossomos
Os mesmos resultados descritos para A. altiparanae foram encontrados em P. lineatus
(Figura 4).

2.4.2.6 — Analise quimica da 4gua

Nossas andlises quimicas das 4guas em questéo, evidenciaram que a concentracdo de
LAS, na diluicdo de detergentes foi muito semelhante & encontrada no lago urbano, sendo
estes valores 0,375 mg/L e 0,33 mg/L respectivamente. Quando comparadas com a 4gua do
grupo controle, pudemos observar niveis elevados de NO,", Ni na diluicdo de detergentes e de

Na, Fe, F*, CI" e NO, na agua do lago urbano.

2.5 — Discussao

De acordo com Reis et al. (2009) antes de se observar uma lesdéo macroscopicamente,
alteracbes na biologia das células e tecidos acontecem a fim de manter a homeostasia do
animal e/ou preparé-lo, para se defender de uma situacdo que o ameace. Ainda segundo estes
autores e Leonardo et al. (2001) as lamelas presentes nos filamentos branquiais séo os locais
onde ocorre a troca efetiva entre elementos quimicos do sangue e da agua, sobretudo,
promovendo a hematose.

Diversos estudos, semelhantes a este, foram realizados identificando-se alteracfes

morfoldgicas nas branquias de peixes, apds a exposicdo a poluentes e estes corroboram os
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autores supracitados, evidenciando que tais modificagdes visam & manutencdo da homeostasia
do animal.

Nosso trabalho demonstrou que ambas as aguas testadas sdo um complexo de
contaminantes, sendo estes causadores de remodelagens morfoldgicas como fusdes lamelares,
hipertrofia e hiperplasia de células epiteliais, de muco e de cloro, em alguns casos de
aneurismas. Estes resultados séo corroborados por diversos autores como Arellano et al.
(2001), ap6s a exposicdo de Sparus aurata a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina,
encontraram hiperplasia, hipertrofia e fusdo lamelar, além de hiperplasia das células ricas em
mitocondrias; Cerqueira & Fernandes (2000), cujos testes com cobre em Prochilodus scrofa,
pode-se identificar hipertrofia das células pavimentosas e das ricas em mitcondrias,
descolamento epitelial, fusdo lamelar e aneurismas; Ortiz-Ordofiez et al. (2011), ap6s a
exposicdo de Goodea atripinnis a concentragdes baixas de herbicidas, foram encontrados
principalmente hemorragias e hipertrofia nas branquias; Monteiro et al. (2008) em estudos
com Oreochromis niloticus com diversas concentragdes de cobre, evidenciaram a formacéao
de aneurismas e hipertrofia celular; Mazon et al. (2002), demonstraram que a exposi¢éo de
P. scrofa ao cobre levou a hipertrofia de células pavimentosas e de cloro, bem como a fuséo
lamelar.

Assim como nos trabalhos descritos acima, podemos também evidenciar que
dependendo do contaminante e da espécie em estudo, as alteracdes morfolégicas podem variar
em incidéncia. Em nosso estudo identificamos que em ambos os tratamentos contaminados
tanto a fusdo lamelar quanto o aneurisma séo mais frequentes, com excecdo da exposic¢ao de
P. lineaus a &gua do lago urbano, que levou a indices mais elevados de fusdo lamelar e
hipertrofia. Este ultimo resultado é corroborado por Haaparanta et al. (1997), em peixes de
quatro lagos na Alemanha.

De acordo com Amundsen et al. (2011), metais tracos presentes na 4gua podem
entrar no corpo destes animais pelas branquias ou pelo trato digestivo, sendo que a retencéo
de metais como o cobre, niquel e zinco sdo maiores no tecido branquial do que no figado em
peixes. Segundo Baraj et al. (2011), a presenca de uma mistura de metais, mesmo estes sendo
competidores, resultam em uma maior concentragdo destes elementos nas branquias.
Domingos et al. (2006) relataram que alguns metais pesados como ferro, cobre, zinco e
cobalto, sdo considerados elementos essenciais aos processos biolégicos, mas podem ser
toxicos quando em concentracfes mais elevadas, sendo que a atividade industrial de
mineracdo, processamento de metais e geracdo de despejos industriais e domésticos vem

contribuindo para o aumento da concentragdo de diversos metais pesados nos ambientes
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naturais. Esta idéia é corroborada por Todd et al. (2010), que mostram que o impacto de
poluentes na fauna marinha, apesar de ja termos o conhecimento dos efeitos de poluentes
isolados na fauna, a mistura de contaminantes é uma preocupacdo mundial e seus resultados
devem ser levados em considerag&o.

As anélises quimicas das &guas aqui testadas demonstraram a presenca de metais
pesados, nos tratamentos contaminados, sendo estes o ferro e o niquel, no lago e no detergente
sucessivamente. Estes elementos por si s6, nas concentragdes encontradas ja poderiam gerar
as alteragbes evidenciadas; entretanto seus efeitos foram combinados com os de outros
elementos como cloro, flGor, nitrito e o surfactante LAS. Diversos estudos referentes a acéo
de metais em peixes ja foram realizados, como Pane et al. (2004), os quais realizaram testes
com aluminio; Camargo et al. (2009), também com este elemento; Franchini et al. (1999), em
testes com chumbo, entretanto seus efeitos combinados com outros elementos ainda séo raros
na literatura.

Quanto aos efeitos do LAS em bréanquias, poucos estudos foram realizados, sendo que
em sua grande maioria concentrados entre as décadas de 60 e 80. De acordo com Misra et al.
(1985), a exposicdo ao LAS de peixes da espécie Cirrhina mrigala evidenciaram fusdo
lamelar e proliferagdo de células de muco; Abel & Skidmore (1975), demonstraram que em
trutas expostas a detergente, apresentaram proliferacdo das células ricas em mitocondrias,
bem como hipertrofia celular e Roy (1988) também encontrou variagdo na quantidade de
células de muco em Rita rifa apds a exposicdo a este mesmo poluente. Nossos resultados
também evidenciaram a proliferacdo das células de muco, entretanto identificamos a grande
incidéncia de aneurismas, que ndo foram demonstrados em trabalhos anteriores. Isto se deve a
presenca do niquel, que potencializou os danos gerados, tendo em vista que Brown et al.
(1968), demonstraram que em trutas quanto expostas a uma mistura de metais com
detergentes, os efeitos eram potencializados, quando comparados com 0s mesmos dos
poluentes separados. Apesar da presenca de LAS, em concentragcdes muito semelhantes, tanto
na diluicio como na &gua do lago urbano, algumas diferencas nos resultados foram
encontradas, isto se deve a diversidade de contaminantes presentes em cada amostra que em
associagdo com o LAS podem produzir efeitos diversos.

Segundo Paulino & Fernandes (2011) a hipertrofia do epitélio lamelar, assim como a
proliferacdo de células ricas em mitocéndrias ou mucosas, sdo exemplos de mecanismos de
defesa contra o agente tdxico, impedindo que o agente entre no organismo, entretanto, esses
mecanismos aumentam a distancia dgua-sangue e podem dificultar a efetividade das trocas

gasosas. Este trabalho, bem como os descritos anteriormente, concordam que as fusdes
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lamelares, sdo formadas para isolar mecanicamente o sangue da agua, aumentado a distancia
entre eles. Entretanto, nossos resultados indicam que em alguns casos estas fusdes também
podem exercer um papel de protecdo quimica, tendo em vista a formacdo destas modificacdes,
por fusdo e proliferagdo de células de muco.

De acordo com Reis et al. (2009) a superficie das branquias de peixes é coberta por
um muco, que contribui para prote¢éo do animal quanto as flutuacbes dos parametros fisicos,
quimicos e bioldgicos do ambiente aquético. Esta forma de protecdo pode ser avaliada atraves
do nimero das células produtoras das glicoproteinas (mucinas) que compdem este muco,
assim como, pela analise das caracteristicas quimicas de seus componentes (REIS et al. 2009).
Para estes autores a proliferagdo e hipersecrecdo das células mucosas nas branquias frente a
situacOes de estresse, podem ser compreendidas como um mecanismo de defesa em fungdo de
uma resposta defensiva cronica, entretanto, pode comprometer a fungdo branquial
dependendo da severidade do processo (REIS et al. 2009), afirmagdo corroborada por
Domingos et al. (2006). A proliferacdo de células de muco encontrada no presente trabalho
indica que ambos os complexos de contaminantes, geraram hipersecre¢do nas branquias das
espécies testadas. Este evento foi gerado para a defesa quimica, juntamente com as
modificagdes estruturais ocorridas no filamento e nas lamelas e que acabam por néo s isolar
0 agente contaminante, como também dificulta a passagem de oxigénio para o sangue.

Segundo Perry (1997), varios estudos sugerem que as células ricas em mitocdndrias séo
0s sitios ativos da regulagéo do transporte de ions em peixes marinhos e de agua doce. Esta
regulacdo, sobretudo em peixes 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 CI/
HCO;3 - ATPase. Em condicdes idnicas desfavoraveis ou em contato com agentes toxicos,
ocorre a proliferacdo das células ricas em mitocdndrias nos filamentos e na superficie lamelar
da branquia (PERRY, 1997). De acordo com Perry & Walsh (1989), as células ricas em
mitocOndrias possuem taxa metabdlica mais elevada do que a encontrada nas outras células da
brdnquia e ainda que a taxa metabdlica do restante da branquia afeta diretamente na
populacdo de células de cloro, podendo gerar a proliferacdo das mesmas. Alberto et al.
(2005) demonstraram que em peixes da espécie Astyanax fasciatus, coletados em rios com
despejo de esgoto, apresentavam elevacdo na densidade de células de cloro, visando a
otimizagdo da ionregulagdo, entretanto tais variagdes diminuem a capacidade de absorcéo de
oxigénio, pois elevam a distancia entre o0 sangue e a 4gua. Nossos resultados demonstraram

que no caso da diluicdo de detergente independentemente da espécie o numero de células
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ricas em mitocondrias sempre diminuia, e no caso da exposicdo a agua do lago, em A.
altiparanae elas proliferaram e em P. lineatus, reduziram em nUmero. Estes dados
evidenciam que os contaminantes afetam diretamente a regulagéo ibnica, e quando geram
proliferacdo celular, dificultam a absorcéo de oxigénio.

Christine et al. (2012), descreveram que os lisossomos responsaveis pela digestdo e
metabolizacdo, principalmente de componentes intracelulares, ou seja atuam na reciclagem
celular. Entretanto atuam também na metabolizacdo de componentes externos absorvidos pela
célula. Gernhdfer et al. (2001), em estudos realizados em rios da Alemanha, encontraram
fusdo lamelar, proliferacdo de células de muco e das ricas em mitocondrias e proliferacéo
lisossomal em branquias. Tendo em vista a acdo de digestdo de materiais estranhos absorvidos
pela célula, deveriamos encontrar a proliferacdo de lisossomos em nosso experimento, assim
como descrito pelo autor supracitado. Entretanto o que foi evidenciado é que os poluentes
testados inibem a formacdo destas estruturas. Isto acarreta em uma disfuncdo metabdlica
grave, pois impede que organelas e estruturas defeituosas sejam recicladas e com isso, estes
elementos se acumulam no citoplasma e podem gerar ndo s6 problemas fisiol6gicos, como
também acarretar na morte celular.

Apesar de termos encontrado variagdes de pH, entre as amostras, todos os resultados
descritos podem ser atribuidos aos poluentes, tendo em vista que de acordo com Camargo et
al. (2009) pHs entre 5 e 9 ndo s&o letais para peixes neotropicias, sendo que valores entre 6 e

9 sdo considerados ideais.
2.6 — Conclusoes

Este estudo mostra claramente que os detergentes biodegradaveis sdo poluentes que
podem gerar diversas alteracbes morfologicas nas brénquias de peixes, e que quando
combinados a outras substéncias, como ocorre na natureza, otimizam seus efeitos, agravando
ainda mais os danos na fauna de rios e lagos urbanos.
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2.8 — Tabelas

Controle Detergente Lago Azul
1° més 5° més 1° més 5° més
1° més 5° més
Média p Média p Média p Média p
Células de 0.6600 0.9200 14.8800 <0.05 8.7200 <0.05 24.7800 <0.05 32.9400 <0.05
Muco (S-1.3940) (S-1.5097) (5-6.0496) (5-9.9715) (S-7.0285) (S-10.2189)
Células
Ricas em 11.7000 11.4667 1.7333 <0.05 2.1333 <0.05 23.4839 <0.05 25.5667 <0.05
bes B (S-3.1200) (S-2.5962) (S-1.4840) (S-2.1613) (S-7.5448) (S-7.0500)
Mitocondrias
AlteracOes 1.0000 1.2500 22.5000 <0.05 16.7500 <0.05 45.5000 <0.05 27.8750 <0.05
morfolégicas (5-1.1952) (S-1.5811) (S-6.3920) (S-5.1478) (S-7.7644) (S-5.5918)

Tabela 1: Médias das células de muco, ricas em mitocondrias e das alterac@es totais encontradas nas branquias da espécie Astyanax altiparanae.

Note a elevagdo no nimero de células de muco e das altera¢cdes morfoldgicas nos grupos expostos ao detergente e a 4gua do lago urbano, em
comparacao com o controle, bem como a diminuigdo das células ricas em mitocéndrias no grupo exposto o detergente e a elevacéo deste

pardmetro no exposto a 4gua do lago, durante todo o experimento.
S — desvio padrdo
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Controle Detergente Lago Azul
1° més 5° més 1° més 5° més
1° més 5° més
Média p Média p Média p Média
Células de 1.2600 1.1800 16.4400 <0.05 18.5400 <0.05 30.6800 <0.05
Muco (S-2.0184) (S-1.3656) (S-12.4968) (S-16.8186) (S-9.4187)
Células
Ricas em 9.2667 9.6667 1.6667 <0.01 1.2667 <0.01 3.5333 <0.01
bes B (5-1.3629) (S-1.6678) (5-1.2910) (5-1.3113) (S-0.5074)
Mitocondrias
AlteracOes 1.0000 1.5000 28.1250 <0.05 22.7500 <0.05 36.7500 <0.05
morfoldgicas | (S-1.0000) (S-1.4142) (S-7.0394) (S-7.6298) (S-11.3232)

Tabela 2: Médias das células de muco, ricas em mitocdndrias e das alteracOes totais encontradas nas branquias da espécie Prochilodus lineatus.
Note a elevagdo no nimero de células de muco e das altera¢cdes morfoldgicas nos grupos expostos ao detergente e a 4gua do lago urbano, em

comparagdo com o controle, bem como a diminuig&o das células ricas em mitocondrias nestes mesmos grupos.
S — desvio padrdo
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Controle
pH 5,39
Condutividade 282

(uS/cm)
Na (mg/L) 8,56
NO; (mg/L) <0,04
Ni (mg/L) <0,010
F (mg/L) 0,25
CI'(mg/L) 8,56
Fe (mg/L) 0,021

Detergente Lago Azul

6,04 7,17
237 179
5,56 16,7
1,15 0,86
0,066 < 0,010
0,23 0,40
5,56 16,7
0,029 0,16

diferencas em comparagdo com o grupo controle encontram-se destacadas em negrito.
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Tabela 3: principais alteracfes nas aguas com diluicdo de detergente e do Lago Azul. Note que as principais
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2.9 — Imagens

Y e - s & s i M .
Figura 1: A - Morfologia normal da branquia de A. altiparanae, evidenciando o filamento branquial (F) e as lamelas secundarias (LS), sem qualquer modificagdo
morfoldgica; B - Branquia de A. aftiparanae, apresentando aneurismas (A) nas lamelas secundérias; C - Branquia de A. aftiparanae , apresentando fusao lamelar (FL);
D - Branquia de A. aftiparanae, apresentando hipertrofia nas células pavimentosas das lamelas secundérias, note a dilatagdo citoplasmtfica (*). Técnica: H-E.
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Figura 2: A - Aspecto normal da brénguia de A. altiparanae, note a auséncia de marcagdes nas lamelas secundérias ; B - Aspecto da branguia de A.
altiparanae , ap0s a exposicao a poluentes note a presenga de células de muco nas lamelas secundérias (sefa) e entre elas {cabega de seta); C - Fuséo
entre lamelas de dols flamentos branquials (area em destaque), de individuos expostos a contaminantes, note a presenca de diversas células de muco;

D - Inicio da fusdo entre duas lamelas adiacentes, note que o processo se inicia com duas células de muco. F - filamento branquial; LS - lamela secundéria



66

I
! y - *
" r i s 3 v il e W
?' ., L i o =l e R "i"" 5;-2'-*‘ ae i‘
o e [ L4 Sy N, Y o
. LT Bl . COv e T LT
- - L% & -y B0 QYIRS AP 2 e ) ]

Figura 3: A - Aspecto geral da brénquia de A. altiparanae, note as ricas em mitocdndrias (seta). Este mesmo padréo foi encontrado no controle de P.
lineatus; B - Brénqui de P, lineatus exposto aos poluentes, note as células ricas em mitocondrias hipertrofiadas (seta); C - Branquia de A. altiparanae
exposto a 4gua do lago urbano, note a grande proliferagéo de células ricas em mitocondrias (dreas marcadas); D - Branquia de A. alfiparanae
exposto a diluigao de detergente, note o baixo nimero de marcagdes para células ricas em mitocondrias (seta). Técnica: Von kossa.
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Figura 4: A - Aspecto geral da brénquia de A. ali

noteasmqﬁeépamlsomouudsstaqua. Este mesmo padrdo foi encontrado no controle de
P. lineatus; B - Branqui de A. alfiparanae apds a exposicdo a diluicdo de detergente, note a auséncia de marcagdes, mesmo padréo encontrado para a
exposicdo a Agua do lago e para os mesmos tratamentos em P. lineatus. Técnica: Gomori.
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Figura 5: A - Morfologia normal da branquia de P, lineatus, evidenciando o filamento branquial (F) e as lamelas secundarias (LS), sem qualquer
modificagao morfolégica; B - Branquia de P, lineatus, apresentando aneurismas (*) nas lamelas secundarias e fusdes lamelares de lamelas
adjacentes (FL); C - Branquia de P, lineatus , apresentando fusdo lamelar entre lamelas de filamentos diferentes (FL); D - Branquia de P.
lineatus, apresentando hiperplasia das células pavimentosas (H). Técnica: H-E.



N -
60 1
50
40 = Hipertrofia
;g B Fusiio lamelar
10 & Aneurisma
0 B Hiperplasia
s
7 i z
60 Z
50 ot
40 - ® Hipertrofia
i I m FusSo lamelar
10 & Aneurisma
0 H Hiperplasia
(Po
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CAPITULO 3

Acumulo de lipofuscina em resposta a exposicéao a detergentes biodegradaveis e poluentes

aquaticos nas branquias e figado de Astyanax altiparanae e Prochilodus lineatus
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3.1 - Resumo

Atualmente podemos identificar a crescente preocupagéo tanto da populagcdo como de
governos em identificar os efeitos de substancias usualmente despejadas em rios e lagos na
fauna e flora aquatica. Deste modo, este trabalho visou testar os efeitos de detergentes
biodegradaveis e da 4gua de um lago urbano, nas branquias e figado de duas espécies de
peixes neotropicais de grande importancia econdmica Astyanax altiparanae e Prochilodus
lineatus. Para isto foi utilizado como bioindicador a lipofuscina, também chamada de
pigmento do envelhecimento. Observou-se com 1 e 5 meses de experimento o acimulo deste
pigmento em ambos os tecidos. Discute-se estes dados sob o ponto de vista fisioldgico

relacionado com a peroxidagao lipidica e danos mitocondriais.

3.2 — Introducéo

Segundo Arking (2008), a teoria do acumulo de residuos propde que o envelhecimento
celular é causado pela aglomeragdo de produtos residuais intracelulares que ndo podem ser
destruidos ou eliminados exceto por meio do processo de divisdo celular. J& é de
conhecimento geral que as células pdos-mitdticas, tal como os neurdnios e as células do
musculo cardiaco, durante o envelhecimento acumulam granulos citoplasméticos de cor
marrom amarelada, ricos em lipidios e com forma irregular. De acordo com o autor
supracitado esses granulos de lipofuscina foram observados pela primeira vez em 1842, da
possibilidade de uma relagdo entre o envelhecimento e o seu acimulo foi discutido ja em
1886. Numerosos estudos foram realizados desde entdo em um esforgo para compreender 0s
mecanismos responsaveis pela formacéo da lipofuscina e esclarecer seu papel no processo de
envelhecimento.

Segundo Silva & Silva (2005), Scbutt et al (2003), Kishi et. al. (2008) a lipofuscina, €
um produto da peroxidacéo lipidica e uma evidéncia de lesdo oxidativa. Ela é o produto final
resultante da glicosilacdo ndo-enzimatica celular e por degradacdo incompleta de
mitocondrias danificadas, que ndo podem ser degradados pelas hidrolases lisossomais nem ser
exocitadas. Acumulando-se ao longo do tempo nas células pos-mitdticas, estes residuos nao
sdo degradados durante a divisdo celular e podem resultar no aparecimento de doencas.
Segundo Terman & Brunk (1998) os materiais formadores dos granulos de liposfuscina séo
inicialmente seqtiestrados por um autofagossomo. De acordo com Terman & Brunk (1998) e
Kodama et al (2005) estas estruturas geralmente sdo circundadas por duas membranas e ndo

possuem enzimas lisossomais, porém de acordo com Peixoto et al (2002) estes,
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posteriormente, fundem-se a um lisossomo primario ou secundario. Tanto os precursores da
lipofuscina quanto suas formas finais, englobadas por vesiculas lisossomais, assim como
descrito por Terzibazi et al (2008), podem ser encontrados em diversos organismos e possuem
uma caracteristica marcante que € a autofluorescéncia.

De acordo com Pinto et al (2010), o aumento da quantidade de poluentes despejados
em ambientes aquéticos, reforcam a importancia do monitoramento quimico e bioldgico
desses ecossistemas. Ainda segundo este mesmo autor o uso de biomarcadores tornou-se uma
ferramenta para tal avaliagdo. Assim como descrito por Viarengo et al (2007) uma gama de
testes baseados em biomarcadores de estresse tem sido utilizados para identificar os efeitos de
poluentes em organismos aquaticos. Segundo estes mesmos autores, estes marcadores
revelaram alteragdes em diversos parametros, como por exemplo a estabilidade da membrana
lisossomal, contetido lipidico e a presenca de lipofuscina nas células.

Grande parte dos poluentes despejados em ambientes aquaticos sdo comprovadamente
formadores de radicais livres nas células. Estes radicais sdo geralmente combatidos e
eliminados por elementos antioxidantes produzidos pela propria célula. De acordo com
Cajaraville et al (2003) diversos estudos confirmam que peixes e moluscos séo sensiveis a tais
contaminantes. Alguns destes poluentes podem causar proliferacdo de peroxissomos, 0s quais
carregam enzimas antioxidantes, responsaveis pela limpeza de diversos radicais livres.

Os peixes dos géneros Astyanax e Prochilodus, encontram-se amplamente distribuidos
nas bacias sul-americanas e possuem grande valor ndo so ecoldgico como financeiro, tendo
em vista seu uso alimenticio para diversas populacdes. Por serem encontrados em quase todo
o territdrio brasileiro, estes géneros tem sido utilizados como bioindicadores de rios e lagos.

Considerando a atual preocupacdo com o0s impactos antropogénicos na fauna aquética,
este estudo objetivou utilizar a lipofuscina como marcador de estresse ambiental. Para isso foi
analisado os efeitos de ambientes perturbados no acimulo desta substancia em peixes nativos
para com isso entender melhor a extenséo dos danos causados por contaminantes aos peixes

neotropicais.

3.3 — Metodologia

3.3.1 — Experimentacéo
De acordo com Couilard & Hodson (1996) a proliferacdo de macrofagos esta
associada a eventos naturais como envelhecimento, jejum, mas também pode ser induzida

pela exposicdo a poluentes. Diversos estudos relataram ndo s a proliferagdo de tais células,
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como também o acumulo de pigmentos, entretanto ndo levaram e consideracdo a idade dos
espécimes em estudo. Grande parte dos estudos encontrados na literatura abordam o acimulo
de lipofuscina relacionado com o envelhecimento. Entretanto, quando se trata da exposicéo a
poluentes, quando este parametro é levado em consideracdo, o fator idade em geral é
negligenciado. Com isso, para que ndo ocorressem erros relacionados com a variagdo etaria
dos espécimes, a idade dos foi padronizada, iniciando-se o experimento apds 4 meses de vida
para a espécie Astyanax altiparanae e 2 meses para Prochilodus lineatus, idade na qual as
espécies ja apresentam tamanho corpdreo ideal, 12 cm, para coleta dos dados.

Para isso realizou-se a reproducédo de matrizes de Astyanax altiparanae e Prochilodus
lineatus no laboratério de reproducéo de peixes do ICMBIio/CEPTA — Pirassununga — SP —
Brasil. Desta, foram coletados 60 individuos, de cada espécie, os quais foram divididos em 3
grupos. O primeiro, utilizado como controle, foi exposto a 4gua do pogo artesiano da UNESP
— Campus de Rio Claro; o segundo a uma diluicdo de 10 diferentes marcas comerciais de
detergentes biodegradaveis a uma concentracdo de 1ppm; o terceiro grupo foi mantido na
agua do Lago Azul (lago urbano) — Rio Claro — SP — Brasil, comprovadamente poluido por
residuos de residéncias, postos de gasolina e pequenas industrias. Este lago foi utilizado como
caracterizagdo de um ambiente extremamente antropomorfizado, podendo, portanto ser
extrapolado para outros se situagéo semelhante.

O experimento teve duracdo de 5 meses, sendo realizadas duas coletas, a primeira apds
1 més e a ultima ao final do experimento. Durante toda a experimentacdo a oxigenacao e a
temperatura de 24°C foram controladas e mantidas idénticas para todos 0s grupos.

Todo o experimento foi replicado para garantir a validade dos resultados obtidos
(Comité de Etica em Pesquisa e Mérito Cientifico - UNIARARAS n°646/2009).

3.3.2 - ldentificacdo histoldgica da lipofuscina

De acordo com Kodama et al (2006) diversos métodos para a quantificacdo de
lipofuscina ja foram utilizados, entretanto o método mais confidvel é o da microscopia
baseada em fluorescéncia. Isto se deve ao fato de apesar da lipofuscina apresentar coloracgéo
marrom - amarelada, em técnicas de histologia e histoquimica como Hematoxilina — Eosina e
a técnica do Acido Periddico de Shiff (PAS), diversas outras substancias presentes nos tecidos
podem ser marcadas de forma semelhante. Segundo Couilard & Hodson (1996) e Jordanova
et al (2008), acimulos de macréfagos pigmentados sdo comuns no figado, bago, rim e
ocasionalmente em outros 6rgaos de peixes, sendo uma das variagdes mais comuns que ocorre

no figado destes animais, inclusive durante seu ciclo reprodutivo. Estes contém basicamente
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quatro tipos de pigmentos: a melanina, a lipofuscina, ceroides, e hemociderina, 0s quais
também podem ser encontrados em hepatdcitos e outras células e formam agregados de
coloracdo semelhante a lipofuscina, o que impede sua precisa identificagdo por técnicas
histoquimicas. Por ser o Unico pigmento dentre os citados que apresenta autofluorescéncia,
sua precisa identificacdo so pode ser realizada através de analises usando este principio.

Com isso em cada coleta foram sacrificados 6 individuos de cada grupo e de cada
espécie. Os animais foram anestesiados em solucéo de benzocaina (0,1g de benzocaina em 1
mL de &lcool etilico para cada 100 mL de &gua deionizada) antes do sacrificio. Fragmentos de
branquia e figado de cada espécime foram retirados, fixados em formalina 10% segundo
Junqueira & Junqueira (1983), desidratados em alcool e incluidos em Paraplast Sigma. Foram
obtidos cortes de 7 um, no micrdtomo Leica RM2245, os quais foram montados em Entellan
e observados sob o microscépio de fluorescéncia Olympus — BX51. Analisados e fotografados
no software DP — Controller, sob o filtro de luz de 450 — 490 nm, segundo Peixoto et. al.
(2002).

3.3.3 — Quantificacdo da Lipofuscina

Para a andlise da variagdo de lipofuscina nos tecidos estudados, foram obtidas 10 fotos
de 5 cortes de branquia e figado, de cada individuo. As imagens obtidas foram analisadas no
programa ImageJ versdo 1.46e, no qual os granulos de lipofuscina foram isolados e sua area
total foi quantificada. Com isso foi possivel identificar a quantidade de lipofuscina presente

em cada fragmento de tecido observado.

3.3.4 — Analise estatistica

Os dados de area gerados pelo programa ImageJ, foram tabelados e com estes,
calculou-se a média de lipofuscina encontrada no figado e branquia de cada individuo. Para
identificar a existéncia de variacdo entre estes dados, aplicou-se o teste de normalidade de
Shapiro — Wilk, e posteriormente os testes de variancia ANOVA/Tukey ou Kruskal-

Wallis/Dunn, dependendo dos resultados de normalidade.

3.3.5 - Analise quimica da dgua
Para uma melhor andlise dos resultados obtidos, amostras das dguas do grupo controle
e dos dois tratamentos, foram analisadas no Laboratério de Andlise de Aguas do

Departamento de Geologia Aplicada do Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas — UNESP
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— Campus de Rio Claro. Estas analises foram realizadas, seguindo as normas do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater, para os parametros descritos abaixo:

Foi realizada a determinacéo de metais por ICP-AES para os elementos: Mg, Ca, Sr,
Ba, Cr(t), Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Si, P(t) e Pb. Os anions: F', CI', NO,, NO3, PO, SOy,
ClO,, acetato e oxalato mais os cations Li, Na, NHs; e K foram determinados por
cromatografia I6nica. Foi realizada também a analise de pH, condutividade, alcalinidade total
e carbonatos por titulagéo potenciométrica.

Também foi realizada a determinacdo da concentracdo do surfactante alquil benzeno
sulfonato linear, principal componente dos detergentes biodegradaveis, através de analises
cromatograficas no HPLC AgilentTecnologies 1200 series, com detector de Fluorescéncia, na

empresa Global Anélise & Consultoria — Sdo Carlos — SP — Brasil.

3.4 — Resultados

3.4.1 — Identificacdo da lipofuscina

Os granulos de lipofuscina foram identificados como pontuagBes citoplasmaticas
fluorescentes geralmente perinucleares. Pode-se observar também, intensa reacdo nos vasos
sanguineos, devido & autofluorescéncia dos eritrocitos. Tais marcagdes foram desconsideradas

nas analises.

3.4.2 — Astyanax altiparanae

Os grupos controle apresentaram marcacdes para lipofuscina nos dois 6rgdos, durante
todo o experimento. Entretanto, quando expostos aos contaminantes, 0S espécimes
demonstraram aumento no nimero destas marcacdes nas duas coletas (1 e 5 meses).

No figado, as alteragBes quanto & quantidade de granulos foi marcante nos dois
tratamentos de exposicdo a poluentes, tendo em vista o grande numero de granulos
citoplasméticos encontrados em comparacdo com o controle (Figura 1). Tais observacoes
foram confirmadas estatisticamente, pois encontrou-se diferengas significativas entre 0s
individuos mantidos na agua do lago e na diluicdo de detergentes em comparagdo ao grupo
controle apds 1 més de experimento com p < 0.05 (Kruskal-Wallis/Dunn) e ap6s o quinto més
com p <0.01 (ANOVA/Tukey) (Tabela1).

Nas brénquias, os granulos estavam presentes principalmente nas células das lamelas
secundérias, nos 3 grupos. O mesmo padrdo de alteracdo encontrado no figado observou-se

nas branquias (Figura 2). Este também foi confirmado pelo teste Kruskal-Wallis/Dunn, com p
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< 0.05, em todo o experimento (Tabela 1), evidenciando o maior acumulo de lipofuscina nos
tecidos expostos aos poluentes.
3.4.3 — Prochilodus lineatus

O numero de granulos observados no figado, dos dois grupos expostos, foi
significativamente maior do que aqueles encontrados no controle (Figura 2), com p < 0.05
(Kruskal-Wallis/Dunn) (Tabela 2).

Quanto as branquias (Figura 4), pode-se observar que apds o primeiro més de
experimento, ocorreu aumento nos granulos de lipofuscina encontrados em ambos os
tratamentos com contaminantes com p < 0.05 (Kruskal-Wallis/Dunn). Entretanto, ao observar
os dados obtidos apds 5 meses, no grupo exposto ao detergente, pode-se identificar a redugéo
na quantidade destes grénulos em relagdo ao grupo controle (Tabela 2) com p < 0.05
(Kruskal-Wallis/Dunn).

Os valores de area para lipofuscina referentes a segunda coleta no grupo exposto ao
Lago Azul, ndo foram apresentados, pois neste tratamento a sobrevivéncia maxima dos
espécimes foi de 35 dias, portanto logo ap0s a primeira coleta.

3.4.4 - Resultados das Analises Quimicas da Agua

A partir da andlise das aguas, pudemos identificar modificacbes significativas em
diversos parametros, nos dois tratamentos contaminados, estas encontram-se destacadas na
Tabela 3.

Quanto a concentragdo de LAS na diluigdo de detergentes, foi encontrada 0,375 mg/L
do surfactante na amostra. Na amostra do lago urbano encontramos 0,33 mg/L deste

surfactante.

3.5 — Discussao

De acordo com Au et al (2004), alteracfes citologicas e histolégicas no figado de
peixes sdo consideradas como indicios iniciais de efeitos toxicos, sendo, portanto,
amplamente utilizados como indicadores de danos de xenobiontes em concentragdes subletais.
Segundo estes mesmos autores, contaminantes podem gerar a produgdo de radicais livres,
principalmente espécies reativas de oxigénio, os quais atacam lipideos poliinsaturados,
levando a peroxidagdo lipidica e consequente producdo de lipopigmentos. Segundo Couilard
& Hodson (1996) a lipofuscina € composta por polimeros lipidicos complexados com

proteinas e que podem ser utilizados como marcadores da peroxidagdo lipidica. Estudos
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demonstram que quanto maior a concentracdo de radicais livres maior é a taxa de peroxidacéo
lipidica, e esta acaba por recrutar macrofagos para a regido afetada.

Couilard & Hodson (1996), em estudos realizados em efluentes de industrias de
celulose, demonstraram que o aumento do catabolismo celular e da peroxidagéo lipidica em
diversos tecidos, se elevam ap0s o contato de peixes com estes contaminantes. Este tipo de
resposta pode gerar reducédo na eficiéncia do metabolismo de alimentos e afetar o crescimento
ou mesmo a sobrevivéncia de espécies sensiveis em ambientes com baixa disponibilidade de
alimento. Estudos realizados por Au et al (2004), demonstraram que a exposi¢ao de peixes a
benzopireno elevara a concentracdo de lipofuscina nos hepatdcitos. Estes autores corroboram
os dados obtidos em nosso estudo, tendo em vista que foi encontrada elevacdo na
concentragdo de lipofuscia tanto no figado quanto nas branquias das duas espécies ap0ds a
exposicao aos poluentes. Assim como descrito, a formacdo deste composto estd ligada
diretamente a peroxidagdo lipidica, que por sua vez € causada pela elevagdo dos niveis de
radicais livres na célula.

As alteragOes foram encontradas por Vaschenco et al (2011) que demonstraram que
em moluscos, poluentes e ambientes andxicos afetam no acumulo de lipofuscina. De acordo
com Banni et al. (2009), em moluscos a lipofuscnina acumula-se com a idade, mas este
processo pode ser acelerado, quando em contato com poluentes. Resultados semelhantes
podem ser encontrados nos estudos de Radwan et al (2010), Borucinska et al (2009), Han &
Fang (2010), Machella et al (2005) e Teh et al (1997), para Theba pisana, Prionacae glauca,
Xiphophorus helleri, Anguilla Anguilla e Lepomis auritu, respectivamente.

Segundo Banni et al (2009) o estresse oxidativo ocorre quando as defesas
antioxidantes sdo sobrepujadas por forcas pro-oxidativas e espécies reativas de oxigénio nao
sdo corretamente liberadas. Metais como cobre, chumbo, estimulam a peroxidacdo lipidica
assim como alguns compostos organicos. Segundo Banni et al (2009) e Moore (1991), os
granulos de lipofuscina contribuem na desintoxicagdo por metais, pois podem formar corpos
residuais com estes elementos, isolando-os do citoplasma. De acordo com Vaschenco et al
(2011) existe relacdo direta entre a presenca de metais como ferro, e o acimulo de lipofuscina
nas gbnadas de Strongylocentrotus intermedius, sendo que o decréscimo da capacidade
antioxidante celular é responsavel pela maior incidéncia deste pigmento. Resultado
semelhante foi também obtido por HAdl et al (2010), em Helix pomatia, apds a exposicao ao
cobre.

As anélises das 4guas de nosso experimento, nas quais 0s peixes foram expostos,

demonstraram a presenca de metais como o niquel, no caso do detergente, e ferro, no Lago
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Azul. Isto nos leva a crer que tais elementos estdo diretamente ligados a formacdo de
lipofuscina. Isto se deve ao fato, de além dos metais serem comprovadamente geradores de
radicais livres, este devem estar sendo isolados no citoplasma pelos granulos de lipofuscina.

Em estudo realizado por Zhao et al (2011), além de conter membranas ndo digeridas e
proteinas mal formadas, a lipofuscina pode acumular substancias que se sollveis no
citoplasma seriam altamente toxicas. Entretanto este armazenamento pode gerar, em longo
prazo, inibigdo de fungdes lisossomais e acelerar a deposigdo de lipofuscina. Este dado pode
estar diretamente correlacionado as alteragdes encontradas nas branquias, por estar em contato
direto com o meio e realizar trocas com o mesmo. Isto se deve ao fato de principalmente o
surfactante (LAS) encontrado nos detergentes, ser soluvel em &gua. Esta caracteristica deve
acarretar a alta solubilidade citoplasmatica deste composto, for¢ando a célula a isola-lo.

Au et al (2004) descreveram que em humanos, o acumulo de lipopigmentos elevam a
suscetibilidade ao estresse oxidativo, levando a danos e distirbios ao sistema lisossomal,
diminuindo a adaptabilidade e o aumentando as taxas de morte celular. Nos peixes estes
pigmentos, afetam funcdes vitais da célula, o que pode gerar um decréscimo na adaptabilidade
destes a0 ambiente. Ding et al (2010), demonstraram que o crescente acimulo de lipofuscina
é acompanhado pela elevacdo no nimero de células apoptdticas em diversos tecidos de peixes
da espécie Oryzias latipes. Agius & Roberts (2003) evidenciaram também a correlacéo entre a
formacéo do pigmento e a degradagdo mitocondrial. Outro fato que pode ser acarretado por
este lipopigmento é a inibicdo de enzimas como a ATP-ase vacuoloar, responsavel pela
acidificagdo de lisossomos, o que inibe a digestéo celular, como observado em zebra fish por
Bibliowicz et al (2011).

Todos estes dados evidenciam que a correlacdo entre o acimulo de lipofuscina e danos
celulares ja estd amplamente difundido e fundamentado. Com isso pode-se considerar, que 0s
resultados obtidos neste trabalho estdo diretamente ligados a delecdo de funcbes celulares
béasicas. Isto nos revela que os contaminantes testados desencadearam diversas reagdes, as
quais devem acarretar em problemas na adaptacéo dos espécimes a variagdes ambientais, ou
em casos mais extremos a morte celular e consequente perda de massa tecidual em 6rgdos
vitais como o figado e a branquia.

Alguns dados curiosos, referentes as branquias, foram obtidos em nosso experimento.
Por exemplo, a presenca de mais lipofuscina no primeiro més de experimento em
A.altiparanae, e a presenca de mais pigmento no controle do que no grupo exposto ao
detergente apds 5 meses em P. lineatus. De acordo com Au et al (2004) a reversibilidade do

acumulo de lipopigmentos, ainda ndo € bem compreendida e comprovada, entretanto estudos
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recentes demonstraram que em peixes até 45% de do quadro de acumulo de lipopigmentos
pode ser revertido devido a recuperagdo da estabilidade lisossomal, sendo que quanto mais
poluida a area, mais eficiente é a regeneracéo tecidual. Segundo Cunha et al (1998), néo se
pode descartar a possibilidade da oxidagéo e o consumo de componentes lipidicos e protéicos
da lipofuscina.

Com relagdo ao nosso experimento, ndo se acredita que as diferengas citadas acima,
estejam relacionadas a reversibilidade lisossomal, mas sim a renovagao tecidual. Isto se deve
ao fato das branquias realizarem trocas diretas com o meio, e possuir em suas lamelas
secundérias apenas uma camada de células epiteliais. Esta estruturacdo acarreta em um
desgaste rapido do mecanismo celular, gerando a renovagdo constante deste epitélio. No caso
da exposicdo aos poluentes esta troca deve ser ainda mais eficiente. Esta hipotese é
corroborada pelo fato de que encontrou-se em um dos casos maior concentragéo de pigmento
ao inicio do experimento (1 més) do que ap6s 5 meses. Isto nos leva a crer que mesmo em
condigdes normais, o envelhecimento e a degradagdo celular nas branquias ocorrem
rapidamente. No caso de ter-se identificado menor concentracdo em individuos expostos,
indicam que se coletou logo apds a renovagdo celular no grupo exposto ao detergente em P.
lineatus.

A utilizacdo de pelo menos duas espécies para a identificacdo dos efeitos de poluentes
se faz necessaria, tendo em vista que no estudo de Viarengo et al (2007), no mar de Ligurian
na Italia, pode-se observar que algumas espécies de peixes acumulam lipofuscina com a

exposicéo a poluentes enquanto outras n&o.
3.6 — Conclusoes

A lipofuscina pode ser utilizada como biomarcador ambiental, sendo que os poluentes
testados comprovadamente alteram fisiologicamente os peixes. Tanto a diluicdo de
detergentes, quanto & &gua do lago urbano, geram tal desequilibrio celular, levando a elevacéo
deste pigmento nos tecidos analisados.
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3.8 — Tabelas

Controle Detergente Lago Azul
1°més 5° més 1°més 5° més
1° més 5% més
Média p Média p Média p Média p
Figado 137.4144 297.0132 (S- | 1767.5487 (S-| <0.05 | 1587.8464 (S- | <0.01 | 1508.2791 (S- | <0.05 | 1752.4691 (S- | <0.01
9 (S-151.1365) 314.2338) 979.4983) 580.1645) 409.8643) 794.0181)
Branquia 202.7983 130.3987 (S- 758.3885 <0.05 657.3583 <0.05 | 1332.9657 (S- | <0.05 794.1505 <0.05
qu (S-87.1535) 80.9229) (S-246.2784) (S-290.2835) 468.2816) (S-247.3788)

Tabela 1: Média em p? da 4rea ocupada pela lipofuscina no figado e branquia na espécie Astyanax altiparanae. Note a maior presenca de
lipofuscina nos grupos expostos ao detergente e a agua do Lago Azul em todo o experimento.
S — desvio padrdo

€8



Controle Detergente Lago Azul
1°més 5% més 1°més 5% més
1°més 5% més
Média p Média p Média p Média

Figado 106.3340 190.1636 (S- | 2066.1662 (S- | <0.05 2093.9485 <0.05 | 2139.9121 (S- | <0.05
9 (S-45.5812) 92.9867) 797.9907) (S-1159.0389) 916.2812)

Branquia 70.9588 4741587 (S- 280.7777 <0.05 225.8983 <0.05 | 220.2683 (S- | <0.05
qu (5-21.6329) 181.7553) | (S-155.7682) (5-96.0977) 79.1638)

Tabela 2: Média em p° da area ocupada pela lipofuscina no figado e branquia na espécie Prochilodus lineatus. Note a maior presenca de
lipofuscina nos grupos expostos ao detergente e a agua do Lago Azul durante o primeiro més de experimento. Apds o quinto més podemos
observar que o padréo de concentracdo de lipofuscina se mantém, com excec¢do da branquia no grupo exposto ao detergente.

S — Desvio padréo

¥8
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3.9 — Imagens

Figura 1: A e B aspecto geral do figado da espécie A. altiparanae, no grupo controle, observados sob microscopia de fluorescéneia (1 e 5
mases resnectivamentel C a ) finadn de A_ altinaranae ands a exnnsicin an deteraente (1 e 5 meses resnactivamentel F e F finado de A
altiparanae apbs a exposicao a agua do lago urbano (1 e 5 meses respectivamente). Note a elevada concentragéo de grénulos de
lipofuscina {seta) nos arupos expostos a poluentes. N - nicleo dos hepatdcitos.
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Figura 2: A e B aspecto geral do figado da espécie P. lineatus, no grupo controle, observados sob microscopia de fulorescéncia (1 e 5 meses
respectivamente). C e D figado de P, lineafus apds a exposicao ao detergente (1 e 5 meses respectivamente). E figado de P. lineatus apos
a exposicao a agua do lago urbano (1 més de experimento). Note a elevada concentragdo de granulos de lipofuscina (seta) nos grupos
expostos a poluentes.
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Figura 3: Ae B aspecto geral da branquia da espécie A. altiparanae, no grupo controle observados sob microscopia de fluorescéncia (1 e 5 meses
respectivamente). C e D branquia de A. alfiparanae apés a exposicdo ao detergente (1 e 5 meses respectivamente). E e F. brinquia de A, altiparanae
apbs a exposicao a dgua do lago urbano (1 e 5 meses respectivamente). Note a elevada concentragéo de grénulos de lipofuscina (seta) nos grupos

expostos a poluente, com excecdo do grupo detergente apos 5 meses, em que enconiramos menor numero de grénulos, quando comparado com o

G UMY s
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Figura 4: A e B aspecto geral da brénquia da espécie P, fineatus, no grupo controle ohservados sob microscopia de fluorescéncia (1 e 5 meses
respectivamente). C e D brénquia de P, fineatus apés a exposicao ao detergente (1 e 5 meses respectivamente). E branquia de P linealus apds a
exnnsicAn a Aaua do laao urbano ands um mes de exnerimento Note 3 elevada concentracio de ardnulos de linofuscing nas arunns exnostos aos
nnliantae {eatal
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CAPITULO 4

Analise ultraestrutural das branquias de Astyanax altiparane e Prochilodus lineatus expostos

a detegerntes biodegradaveis e poluentes urbanos
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4.1 — Resumo

Diversos estudos abordando os efeitos toxicos de poluentes na morfologia de diversos
tecidos de peixes j& foram realizados, entretanto abordagens ultra-estruturais ainda necessitam
de um aprofundamento maior. Este trabalho visou identificar os efeitos de detergentes
biodegradaveis, tanto de forma isolada, quanto na presenca de outros contaminantes, nos
diferentes tipos celulares das brénquias das espéecies Astyanax altiparanae e Prochilodus
lineatus. Nossos resultados evidenciaram que, mesmo em concentragdes baixas dos poluentes,
os efeitos graves na estrutura celular das branquias, como degradacéo citoplasmatica, fuséo e
lesBes mitocondriais, desaparecimento ou desorganizagdo do reticulo endoplasmatico, entre
outras. Com isso evidenciamos que grande parte das modificagdes naturais das branquias para
evitar a absorcdo de poluentes, como fusdes lamelares e proliferacdo de células ricas em
mitocondrias, pode ndo ser eficiente devido aos danos celulares causados pelos

contaminantes, utilizados neste trabalho.

4.2 — Introducéo

A 4gua € um dos fatores essenciais para a manutencdo das funcdes vitais dos seres
humanos e com o aumento do crescimento populacional e consequente aumento do consumo
de &gua, a economia deste recurso e a conservagdo de sua qualidade tornaram-se de extrema
importancia (BIAGINI et al., 2009). Ecossistemas aquéticos sdo os destinos finais de
efluentes industriais, residenciais e agricolas que podem afetar a qualidade da &gua que os
recebe (SOUZA & FONTANETTI, 2012). Residuos domésticos e industriais sdo, de fato, 0s
principais responsaveis pela contaminacéo hidrica (CALXTON et al., 1998 apud RAMESH &
AGARAJAN, 2013; WHITE & RASMUSSEN, 1998 apud RAMESH & AGARAJAN, 2013),
onde o0 esgoto é um dos principais responsaveis pela deterioragdo da qualidade de 4gua em
paises em desenvolvimento (BIAGINI et al., 2009).

Além disso, dentre os principais compostos despejados pelas diversas formas ja
citadas, estdo os chamados detergentes biodegradaveis, os quais foram introduzidos no
mercado como um produto menos danoso ao ambiente (ALLINGER et al., 1978). Entretanto
seus reais efeitos na biota ainda séo pouco conhecidos

Esta contaminagdo dos recursos aquéticos é, atualmente, de grande interesse do setor
de salde publica (MARIA et al., 2003 apud BIAGINI et al., 2009), uma vez que 0 consumo
direto ou indireto de &4gua pode causar danos sérios aos organismos (BIAGINI et al., 2009).

Uma das formas de uso indireto dessas aguas € a utilizacdo de peixes na alimentacéo, que por
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desempenharem papéis importantes na cadeia alimentar e bioacumulagio direta e indireta de
substancias toxicas por meio da ingestdo de compostos dissolvidos na 4gua ou da ingestéo de
organismos previamente contaminados que servem de presa, sdéo comumente utilizados como
bioindicadores de ecossistemas aquéticos (RAMESH & AGARAJAN, 2013).

De acordo com Harshbarger & Clark (1990), os peixes constituem 6timos organismos-
teste para monitorar a qualidade da &gua, especialmente peixes de aquério de pequeno porte,
que podem facilmente ser mantidos em laboratorio e expostos a susbtancias toxicas de
maneira similar a outros vertebrados superiores. Assim, estes organismos podem ser
utilizados para avaliar o potencial toxico das substancias até mesmo para humanos (BIAGINI
et al., 2009).

A branquia é o primeiro 6rgdo a entrar em contato com 0s contaminantes presentes na
agua. Devido a sua grande superficie, pequena distancia de difusdo entre &gua e sangue
(FERNANDES et al., 2013) e localizagdo externa, sendo por isso, bastante vulnerdvel a
poluentes aquaticos e é considerada um eficiente indicador de qualidade de agua e nivel de
poluicdo (BARJA-FERNANDEZ et al., 2013).

Em geral, as branquias respondem rapidamente a varios agentes quimicos como forma
de superar danos fisioldgicos ou injurias ao tecido, que podem provocar efeitos negativos na
funcéo geral das branquias, aumentando a susceptibilidade do peixe a compostos toxicos e até
mesmo levando-os & morte (FERNANDES et al., 2013). Hiperplasia, fusdo lamelar e
hipertrofia das células pavimentosas sdo modificagdes que auxiliam no impedimento destes
agentes quimicos alcangarem a corrente sanguinea (FERNANDES et al., 2013).

Além disto, as branquias realizam numerosas fungBes como respiragdo,
osmorregulacéo, excregdo de residuos nitrogenados e balango &cido-base, de forma que o
comprometimento funcional deste d6rgdo pode danificar a salde do peixe (BARJA-
FERNANDEZ et al., 2013).

Com isso este trabalho visou identificar as alteragbes ultra-estruturais, nos diferentes
tipos celulares das branquias de duas espécies de peixes neotropicais (Astyanax altiparanae e
Prochilodus lineatus), apds a exposi¢do a uma diluicdo de detergentes biodegradaveis e a

agua de um lago urbano, comprovadamente contaminado.

4.3 — Metodologia

Para este experimento foram utilizados 60 individuos de cada espécie em andlise

(Astyanax altiparanae e Prochilodus lineatus), cedidos pelo CEPTA - Instituto Chico
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Mendes (Pirassununga, SP). Estes foram divididos em 3 grupos contendo 20 individuos cada.
O primeiro grupo (controle) foi exposto a 4gua do poco artesiano da UNESP — Campus de
Rio Claro; o segundo & diluicho de 1ppm de 10 diferentes marcas de detergentes
biodegradaveis, esta realizada na mesma agua do grupo controle, e o terceiro foi submetido a
agua de um lago urbano de Rio Claro, chamado de Lago Azul, o qual reconhecidamente
recebe residuos de residéncias e pequenas industrias.

Foram realizadas duas coletas para cada espécie, ap6s 1 e 5 meses de exposicéo, sendo
sacrificados 4 individuos de cada espécie em cada periodo. Antes de serem sacrificados para a
coleta dos Orgdos a serem analisados, os animais foram anestesiados em solucdo de
benzocaina (0,1g de benzocaina em 1 mL de &lcool etilico para cada 100 mL de éagua
deionizada).

Para a andlise de ultraestrutura, segundo Reynolds (1963), fragmentos das branquias
foram fixados em glutaraldeido 2,5% e tampd&o cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2) durante 2
horas em geladeira. A seguir, o material foi lavado duas vezes em tampéo cacodilato de sddio
com duragdo de 15 minutos cada uma e, em seguida, foi realizada a p6s-fixagdo em tetroxido
de 6smio a 1% durante uma hora no escuro. O material foi, entdo, lavado por 15 minutos no
mesmo tampdo, duas vezes. Para a contrastacdo, o material foi submerso em acetato de
uranila 1% dissolvido em etanol 10% por 8 horas, sendo em seguida desidratado em
diferentes concentragdes de etanol (de 70 a 100%) e, posteriormente, embebido em resina
Epon Araldite e acetona (1:1) por 24 horas. O material foi, entdo, incluido em resina Epon
Araldite pura e levado & estufa por 72 horas, a 60°C, para polimerizacdo. O material foi
seccionado em ultra-micrétomo Porter Blum, montado em grades de cobre e contrastado em
acetato de uranila (45 minutos) e citrato de chumbo (15 minutos) (Reynolds, 1963). O
material foi analisado e fotografado ao microscopio eletrdnico de transmissdo Philips CM100
do laboratério de microscopia eletrdnica do departamento de Biologia, UNESP - Rio Claro.

Para um melhor entendimento dos resultados obtidos, amostras das aguas utilizadas
nos 3 tratamentos foram enviadas ao Laboratorio de Analise de Aguas do Departamento de
Geologia Aplicada do Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas — UNESP — Campus de Rio
Claro. Estas analises foram realizadas, seguindo as normas do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, para os parametros descritos abaixo:

Foi realizada a determinacéo de metais por ICP-AES para os elementos: Mg, Ca, Sr,
Ba, Cr(t), Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Si, P(t) e Pb. Os anions: F', CI', NO2, NO3, PO, SO4,

ClO;, acetato e oxalato e os cations Li, Na, NH, e K foram determinados por cromatografia
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idnica. Foi realizada também a analise de pH, condutividade, alcalinidade total e carbonatos
por titulacdo potenciométrica.

Apesar do fato de utilizarmos uma concentracdo constante de detergente, mostrou-se
necessaria avaliagdo da real concentracdo do LAS - alquil benzeno sulfonato linear, principal
componente dos detergentes domésticos — nas amostras de agua. Para isso realizou-se analises
cromatograficas no HPLC Agilent Tecnologies 1200 series, com detector de fluorescéncia, na
empresa Global Analise & Consultoria — Sd8o Carlos — SP — Brasil. O mesmo teste foi
realizado para a 4gua do lago urbano para identificar a existéncia desta substancia.

Todo o experimento foi realizado em duplicata para a confirmagéo dos dados obtidos.

4.4 — Resultados

Durante o periodo experimental, os individuos da espécie P. lineatus, apresentaram
mortalidade de 100% apds 35 dias de exposic¢do a agua do lago urbano, o que ndo ocorreu em
A. altiparanae.

Foram identificados basicamente 4 tipos celulares constituindo as branquias das duas
espécies.

1- As células pavimentosas, que possuem ndcleo geralmente alongado (Figura 1A) e
nas quais podem ser observadas as chamadas mircroridges, principalmente nas células que
constituem o epitélio da lamela primaria (Figura 1C). Suas mitocondrias sdo alongadas e
possuem poucas cristas e também foi comum a observacdo de complexos de Golgi e grande
quantidade de reticulo endoplasmaético liso, ribossomos e polirribossomos livres (Figura 1B).

2- Celulas pilares, encontradas entre as células epiteliais na lamela secundéria, cuja
funcdo é delimitar e manter o espago para que 0s eritrocitos possam transitar (Figura 1A).
Estas apresentam ndcleos irregulares, mitocondrias semelhantes as encontradas nas células
pavimentosas, entretanto raramente se observou reticulo endoplasméatico ou complexo de
Golgi.

3- Células de muco, as quais possuem nucleo redondo e basal, e o restante do
citoplasma repleto de vesiculas de secre¢do (Figura 1D).

4- Celulas ricas em mitocondrias (células de cloro) (Figura 1E). Estas possuem
nucleos irregulares, com citoplasma repleto de mitocondrias alongadas, portam diversas
cristas, citoplasma com grande quantidade de vesiculas e complexa rede de reticulo
endoplasmatico (Figuras 1F e 2B). Estas, quando encontradas no epitélio da lamela priméria,

sdo envoltas por células pavimentosas, onde apenas uma pequena regido de sua membrana
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plasmética é exposta ao meio. Esta porcdo, diferentemente da membrana plasmética das
células pavimentosas, apresenta glicocélix (Figura 2A).

As alteragOes observadas nas ceélulas acima descritas resultaram da exposicdo tanto ao
detergente, quanto a 4gua do lago urbano e, 0s mesmos tipos de altera¢des surgiram nos dois
tempos de exposigdo, ou seja, manteve-se um mesmo padrdo. Entretanto as alteragdes foram
mais frequentes nos individuos expostos & 4gua do lago urbano.

As células de muco ndo apresentaram diferencas morfoldgicas, com relagdo ao padréo
encontrado no grupo controle.

Em geral, observa-se aumento do volume de células sanguineas nas lamelas
secundérias, caracterizando o padrdo conhecido por aneurisma. Neste, além da dilatagdo da
lamela secundéria, também observa-se que as células pilares, as quais antes ficavam aderidas
entre as células pavimentosas, formando o canal, encontram-se livres juntamente com as
células sanguineas e em geral, apresentando tamanho menor que aquele do grupo controle
(Figura 2C).

Nas células ricas em mitocdndrias, pode-se observar a degradagdo citoplasmatica, com
0 desaparecimento ou desorganizacdo da rede de reticulo endoplasmético, bem como
degradagdo mitocondrial, evidenciada pela degeneragéo das cristas mitocondriais e dilatacdo
do espaco intermembrana (Figura 2D e E). Outro aspecto importante a ser ressaltado é que
estas células em geral perdem o glicocalix apds a exposi¢do aos poluentes, mas em
contrapartida, a é&rea de contato da membrana plasmatica com 0 meio aumenta
consideravelmente (Figura 2F). Este evento deve-se, aparentemente, & perda ou desarranjo
coordenado dos complexos juncionais, que anteriormente uniam estas células as
pavimentosas.

As celulas pavimentosas tanto nas lamelas primérias quanto nas secundarias,
apresentam fusdes de mitocondrias, gerando algumas extremamente longas, tomando quase
toda a extensdo longitudinal da célula (Figura 3A). Mesmo fundidas, os mesmos padrdes de
dilatacdo do espaco intermembrana e degradacédo das cristas também séo identificados (Figura
3B). Na lamela priméria dos grupos expostos aos poluentes, encontramos as chamadas células
rodlet. Estas células apresentavam, em alguns casos, citoplasma degenerado, bem como suas
organelas: em alguns casos pudemos observar fragmentacdo nuclear e citoplasmética para a
formacdo dos chamados corpos apoptoticos (Figuras 3C e D). Uma particularidade encontrada
na lamela secundaria foi a reducdo de volume citoplasméatico de algumas células
pavimentosas, nas quais ndo é possivel identificar organelas, e ainda células com regides

descoladas da lamela; em alguns casos mais extremos, observou-se células totalmente soltas
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do restante do tecido (Figura 3E). Em alguns casos também foi observado acumulo de
peroxissomos nas células pavimentosas, apds a exposicao aos poluentes (Fugura 3F)

Com relacdo as analises da concentragdo de LAS na diluicdo de detergentes e na dgua
do lago urbano, valores muito semelhantes foram revelados: 0,375 mg/L e 0,33 mg/L
respectivamente. Quando comparados com as concentragdes de ions e metais da &gua do
grupo controle, foram observados niveis elevados de NO,", Ni na dilui¢do de detergentes e de

Na, Fe, F', CI'e NO, na agua do lago urbano.

4.5 — Discussao

Os aspectos morfoldgicos normais das branquias de Prochilodus scrofa mostram-se
com epitélio estratificado nos filamentos entre lamelas, onde existem células ricas em
mitocondrias e células mucosas (FERNANDES, 1998). O epitélio lamelar consiste de duas
camadas de células, pavimentosas na superficie e indiferenciadas abaixo, alinhadas sobre a
ldmina basal que recobre as células pilares e cujos prolongamentos formam os canais
vasculares (FERNANDES, 1998). Nossos dados obtidos no grupo controle, corroboram os
acima citados, tanto para a espécie A. altiparanae, quanto para P.lineatus. As descri¢des da
morfologia ultraestrutural dos 4 tipos celulares descritos em nosso trabalho, quanto a forma
das estruturas celulares, bem como a frequéncia de organelas sdo 0os mesmas descritas por
Wilson & Laurent (2002), para peixes de agua doce.

As branquias sdo consideradas o primeiro 6rgdo-alvo de todos os poluentes aquéticos
devido a sua extensa superficie em contato com o meio externo e a distancia reduzida entre o
meio interno e externo (CERQUEIRA & FERNANDES, 2002). Os efeitos toxicos de metais e
outros tipos de contaminantes nas branquias tém sido investigados por diversos autores
durante a exposicdo aguda ou crdnica por meio de analise histopatolégica ou pardmetros
fisiologicos (CERQUEIRA & FERNANDES, 2002).

Quanto as modificagdes morfoldgicas, até mesmo concentracbes baixas de metais
geram tais alterag0es que podem levar a mudangas funcionais e interferir em processos téo
fundamentais como a manutencdo das osmorregulacéo e a defesa antioxidante das branquias
(PUERTO et al., 2010). E importante lembrar que, apesar de a maior parte das lesdes
branquiais causadas por doses experimentais de contaminantes ocorrerem no epitélio, 0s
efeitos toxicos em potencial podem afetar indiretamente outros 6rgdos uma vez que o0 agente
pode possuir toxicidade sistémica (BARJA-FERNANDEZ, 2013).
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Abdel-Moneim et al. (2012) classificaram as principais alteragdes histologicas
observadas nas branquias de peixes capturados em rios egipcios contaminados por metais em
3 padrdes de reagdo: (1) distdrbios circulatérios, que incluem aneurismas, congestdo lamelar
de sangue e hemorragia; (2) respostas celulares proliferativas, que incluem hiperplasia,
hipertrofia e fusdo; (3) alteracbes osmorregulatérias, que incluem descolamento epitelial,
dilatacdo e edema intersticial. Nossos resultados indicam que ambos o0s contaminantes
ocasionaram os 3 tipos de alteragGes descritas acima, tendo em vista que na maioria das vezes,
encontramos diversos destes disturbios ocorrendo simultaneamente na mesma porcdo do
tecido, como aneurisma e descolamento epitelial.

Em relacdo ao distdrbios circulatdrios, diversos autores observaram alteragcbes no
sistema vascular branquial: Fernandes, 1998 e Martinez, 2004 mostraram congestdo de
eritrocitos, aneurismas e necrose em peixes expostos a chumbo. Em alguns casos, a
frequéncia de alteracbes morfoldgicas cresce concomitantemente a0 aumento na concentracéo
de chumbo (FERNANDES, 1998). Contaminantes de natureza ndo-metalica, como o
2,2’ 4,4’ -tetrabromodifenil éter (BDE-47) também afetam o sistema vascular branquial de
rodovalhos, induzindo congestdo sanguinea, indicada por alargamento do canal vascular das
lamelas e acimulo de células sanguineas (BARJA-FERNANDEZ, 2013). De acordo com a
literatura, estas alteracdes podem se relacionar a ruptura das células pilares, que induz a perda
de integridade vascular e aumenta o fluxo sanguineo dentro da lamela (BARJA-
FERNANDEZ, 2013).

Misra et al. (1985), Abel & Skidmore (1975) e Roy (1988) realizaram estudos em
branquias com o principio ativo dos detergentes biodegradaveis o alquil-benzeno-sulfato-
linear (LAS). Entretanto estes autores ndo encontraram modificagdes tdo severas, quanto as
descritas por nos neste trabalho e nos trabalhos supracitados. Nossas analises tinham
concentracdes semelhante de LAS, nos dois tratamentos e a presenga de metais em ambos,
porém em baixas concentracdes, o que também ndo justificaria os resultados aqui obtidos.
Acreditamos que este evento se deve a interagdo entre 0S compostos presentes nas aguas
examinadas, sendo que o LAS, por ser um surfactante, deve estar agindo na permeabilidade
da membrana plasmatica, ocasionando a bioacumulacdo destes metais, mesmo em baixas
concentracoes.

A congestdo sanguinea detectada em peixes vivendo em ambientes contaminados
(BARJA-FERNANDEZ, 2013) e em peixes expostos a organofosforados (FANTA et al.,

2003), é considerada uma injuria severa e de mais dificil recuperacdo do que as alteracfes
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epiteliais (BARJA-FERNANDEZ, 2013). Também é provavel que esses disturbios vasculares
causem danos as fungdes associadas ao tecido branquial (BARJA-FERNANDEZ, 2013).

As respostas celulares como proliferagéo de células epiteliais do filamento, hipertrofia
das células pavimentosas lamelares foram observadas por Vvérios autores (BARJA-
FERNANDEZ et al., 2013; FISHELSON, 1980; FERNANDES, 1998; MARTINEZ et al.,
2004) em peixes expostos a contaminantes metalicos e ndo-metélicos. Essas lesbes podem ser
unilaterais (afetam o epitélio de apenas uma face da lamela) ou bilaterais (afetam ambas as
faces) (BARJA-FERNANDEZ et al., 2013) e a frequéncia dessas alteragdes variou conforme
0 tipo de contaminante (FERNANDES, 1998) e dose administrada. Em alguns casos,
alteracbes como hiperplasia so foi observada em altas doses de agente toxico - por exemplo,
individuos de P. lineatus expostos a chumbo - e ocasionalmente levou a fusdo de lamelas
adjacentes e até de filamentos adjacentes (MARTINEZ et al., 2004).

Em nossos experimentos observou-se modificagdes bilaterais independente do
contaminante, entretanto consideramos que as modificacdes a nivel ultraestrutural foram mais
graves do que a proliferacdo ou hiperplasia celular. Neste caso observou-se a degeneragéo
mitocondrial destas células epiteliais, bem como de outras organelas citoplasmaticas, além da
proliferacdo de peroxissomos, organela envolvida em processos de desintoxicagdo. Isto
evidencia que mesmo com a proliferacdo celular, estas células, que serviriam como uma
barreira contra os poluentes sdo afetadas de forma drastica pela combinacdo de poluentes, e
serdo rapidamente eliminadas, tendo em vista que danos mitocondriais desencadeiam o
processo apoptotico.

As células ricas em mitocondrias, que sdo sitio de absorcdo de Na*, Cl e Ca?* em
peixes de agua doce (FERNANDES et al.,, 2013) também podem sofrer alteracdes
proliferativas e sdo caracterizadas por numerosas mitocondrias a um sistema tubular de
membranas com alta densidade de unidades enzimaticas de ATPases Na'/K" (DANG et al.,
2000 apud FERNANDES et al., 2013). A morfologia apical das celulas ricas em mitocdndrias
varia entre as especies de dgua doce e sua area superficial é correlata ao sistema de troca de
Na* e CI e a area fracional de células ricas em mitocondrias (FERNANDES et al., 2013).

Apesar de a hiperplasia se classificar como alteracdo proliferativa, mudangas na
densidade das células ricas em mitocdndrias e em sua superficie apical indicam distarbios
idnicos (FERNANDES et al., 2013; MORON et al., 2003). Contaminantes aquéticos podem
causar um desequilibrio idnico ao aumentar a perda de ions de difusdo e/ou por reduzir a
atividade de células ricas em mitocdndrias devido & sua acdo toxica (FERNANDES et al.,
2013).



100

Além disso, estas respostas proliferativas de células ricas em mitocondrias causadas
pela exposicdo a metais sdo consideradas respostas compensatdrias para manter o balanco
idnico, mas seu turnover resulta em subpopulacfes recém emergidas aumentadas, células
necréticas e apoptéticas exibindo baixa atividade de ATPases Na/K" e baixa densidade e
desequilibrio idnico (CERQUEIRA & FERNANDES, 2002).

O presente estudo demonstrou que, a hiperplasia das células de cloro, foi
acompanhada da degeneracdo mitocondrial e da trama de reticulo endoplasmatico, além do
aumento da area de contato com o meio. Estas modifica¢Bes internas indicam que mesmo na
tentativa de regular o desequilibrio idnico gerado pelos poluentes, estas células ndo devem ser
mais capazes de efetuar suas acfes. Além disso, identificamos a perda do glicocalix destas
células, este é reconhecidamente um filtro seletivo e seu desaparecimento pode acarretar na
entrada indevida de substancias no organismo.

Ainda sobre alteracbes osmorregulatorias, baixas concentragcbes de chumbo
provocaram entre outras alteracdes, o descolamento epitelial nas branquias de corimba (P.
lineatus), que é caracterizado pelo descolamento da camada mais externa do epitélio lamelar
(MARTINEZ et al., 2004) o qual provavelmente foi consequéncia da formagdo de um edema
entre o canal lamelar vascular e o local de descolamento (BARJA—FERNANDEZ et al.,
2013).

Outras alteraces observadas sdo verificadas também na literatura, como alteracdes
nas cristas da membrana plasmatica (FERNANDES, et al., 1998). Normalmente, na periferia
da membrana plasmaética, essas cristas ocorrem paralelas as jungdes celulares das células
vizinhas, enquanto que, proximo do centro, as primeiras divergem e formam uma estrutura
semelhante a labirinto, que é especifica para vérias espécies (FISHELSON, 1980). Algumas
das cristas das células superficiais projetam-se sobre as aberturas das células ricas em
mitocondrias e baseando-se em imagem de microscopia eletronica, sdo descritas como
“microvili” (FISHELSON, 1980). Em individuos de P. scrofa expostos a cobre, as
microcristas das células pavimentosas do epitélio do filamento mudam de forma, as
microcristas se reduzem e o padréo que antes era composto de desenhos de formas alongadas
passa a ser uma superficie celular quase lisa (FERNANDES, et al. 1998). Também, a
superficie de células ricas em mitocondrias aumenta apds a exposicéo a cobre (FERNANDES,
et al. 1998).

Em relagdo as juncbes celulares, normalmente as células vizinhas da camada
pavimentosa do epitélio branquial sdo conectadas as células mais basais e entre si por juncdes

oclusivas e os desmossomos parecem se comportar de forma diferente em branquias de peixes
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de &gua doce e marinhos (FISHELSON, 1980). As branquias dos peixes adaptados ao
ambiente marinho apresentam juncdes mais frouxas, muitas abertas, e formam-se espagos
entre as células epiteliais das branquias (FISHELSON, 1980).

Observou-se estes eventos descritos acima no presente trabalho, sendo que o
descolamento do epitélio, bem como a perda das microcristas, isto se deve, provavelmente a
danos ao citoesqueleto, tendo em vista que a degeneracdo citoplasmatica observada foi
acompanhada da deformacgdo celular e do desaparecimento de juncgdes, estas ligadas
diretamente ao filamentos do citoesqueleto.

Um tipo especial de célula mucosa, as células rodlet possuem ultraestrutura similar em
Vérias espécies de teledsteos e os estagios de desenvolvimento sdo identificados com base em
diferencas na espessura da capsula e na cromatina (PROCOPIO, et al. 2011). Elas possuem
uma cépsula espessa de origem fibrilar, granulos citoplasméaticos descritos como bolsas
claviformes que contém um centro de material altamente elétron-denso e periferia mais
elétron-licida (PROCOPIO, et al. 2011). Diversos trabalhos avaliaram a ocorréncia das
células rodlet como biomarcadores de impacto ambiental em peixes teledsteos expostos a
contaminantes (PROCOPIO, et al. 2011).

Observou-se este tipo celular em nosso estudo apenas nos grupos expostos aos
contaminantes, sendo que em alguns casos estas células apresentavam-se em processo de
apoptose. Este resultado indica que estas realmente podem ser consideradas como

biomarcadores.

4.6 — Conclusoes

Ultra - estruturalmente os danos observados devem ser extremamente graves a
fisiologia da branquia, pois acarretam em alteracGes celulares que inviabilizam seu
metabolismo. A proliferacdo de células de cloro, pode nédo ser eficiente para o controle ibnico
em ambientes poluidos, tendo em vista que mesmos com Varias celulas estas podem estar

comprometidas estrutural e funcionalmente.
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4.8 — Imagens

Figura 1: A: Micrografia do grupo controle, exemplificando uma célula pavimentosa (CPV), com nicleo
alongado (N) e uma célula pilar (CP), com ndcleo irregular, e posicionada entre células pavimentosas, para
delimitar o espago para a passagem de eritrdcitos. B: Citoplasma de uma célula pavimentosa do controle,
evidenciando complexos de Golgi (G), mitocondrias arredondadas (M) e ribossomos livres (area em destaque).
C: Mircroridge (MR) de uma células pavimentosa do grupo controle. D: Célula de Muco do grupo controle (CM)
, observe o ndcleo basal, e toda a regido apical repleta de vesiculas de secrecdo. E: Mitocdndrias alongadas
caracteristicas de uma célula rica em mitocondrias do grupo controle. F: Célula rica em mitocéndrias (CRM) do
grupo controle, observe que apenas uma pequena regido de sua membrana plasmatica esta exposta ao meio.
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Figura 2: A: Célula rica em mitocndrias (CRM), observe na area em destaque, a regido da membrana
plasmética exposta ao meio externo, coberta por uma camada de glicocélix. B:Citoplasma de uma célula rica em
mitocdndrias, observe na area em destaque a complexa rede formada pelo reticulo endoplasmético. C:
Aneurisma na lamela secundéria (LS) caracteristico da exposigao a ambos os poluentes, Observe as células
pilares (CP) desprendidas, e células pavimentosas, com parte de seu citoplasma descolado. D: Célula rica em
mitocdndrias ap6s a exposicdo aos poluentes,observe a degradagéo e vacuolizagdo citoplasmética. E:Célula rica
em mitocdndrias apds a exposi¢do aos poluentes, observe a dilatagdo das cristas e 0 aumento do espaco
intermembrana nas mitocondrias (M). F: Célula rica em mitocdndrias apds a exposi¢do aos poluentes, observe o
aumento da area da membrana plasmética exposta ao meio.
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Figura 3: A: Mitocondrias fundidas (M) em uma célula pavimentosa exposta ao lago urbano. B: Mitocondria
degenerada apds a exposicdo a diluicdo de detergente. C: Células rodlet (CR) e uma em processo de apoptose
(CRA), observe a formag&o de corpos apoptéticos. D: NUcleo de uma célula pavimentosa em processo de
apoptose (NA) observe a fragmentagéo do material genético. E: Célula pavimentosa (CPV) na lamela
secundaria, ap6s a exposicdo a agua do lago urbano, observe a redugdo de volume citoplasmético e descolamento
do mesmo (4rea destacada). F: Concentragdo de peroxissomos em uma célula pavimentosa apds a exposicéo a
agua do lago urbano.



108

Consideracoes finais:

A espécie P. lineatus mostrou-se ser um bioindicador mais sensivel, notado pela
taxa de sobrevivéncia durante a exposicdo aos contaminantes, ao contrério da

espécie A. altiparanae que se mostrou muito resistente.

O LAS deve realmente atuar muito mais como um facilitador para a
bioacumulagéo de outros contaminantes do que como agente estressante, uma vez
que os danos descritos na literatura, com o composto isolado sdo menores do que
0s observados nesse trabalho; e mesmo em concentragcbes ndo todxicas, outros

poluentes alteram os tecidos em sua presenca.

As metodologias quantitativas devem ser mais exploradas em trabalhos
morfoldgicos em peixes, pois existe a real necessidade de se transformar dados

qualitativos tanto de histologia quanto de histoquimica em quantitativos.

A lipofuscina realmente acumula-se ap6s a exposi¢do a ambientes perturbados e
promove a degradacéo rapida dos componentes celulares, que so deveria acontecer
durante o processo gradual de envelhecimento celular. Entretanto a renovagéo

celular causada por este processo pode dificultar estudos nessa linha de pesquisa.
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AnNexo 2
-’“‘,{;’ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA >
Unesp “JULIO DE MESQUITA FILHO” Pore Clovre

INSTITUTO DE GEOCIENCIAS E CIENCIAS EXATAS
Laboratdrio de Hidrogeologia e Hidrogeoquimica — H,L

RELATORIO DE ANALISES QUIMICAS

Interessado:Flavio Caetano
Material Entregue Declarado: Agua
Natureza do Trabalho: DiversasDeterminacdes

Referéncia:3 amostras abaixo identificadas

RESULTADOS:
Alcalinidade .

HoL Amostra Temp. | Cond. pH HCO, CO.> Li Na NH, K

No. Identif. °C puS/cm mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
4184 | Controle 08/06/11 | 15,6 282 5,39 1,2 ND <0,01 17,5 10,7 6,39

Detergente

4185 08/06/11 154 237 6,04 4,9 ND <0,01 20,1 215 6.68
4186 |Lago Azul 08/06/11| 15,5 179 7,17 59,3 ND <0,01 16,9 0,76 3,94
HaL Amostra Cloy F cr NO, | NOs | PO,” | SO,” | Acetato | C,0,”
No. Identif. mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

4184 Controle 08/06/11 | <0,01 0,25 8,56 <0,04 121 18,9 11,6 <0,10 <0,03

4185 | Detergente 08/06/11 | <0,01 0,23 5,56 1,15 106 9,33 10,4 <0,10 <0,03

4186 | Lago Azul 08/06/11 | <0,01 0,40 16,7 0,86 8,78 <0,14 15,1 <0,10 <0,03

H,L Amostra Al Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe

No. Identif. mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L

4184 | Controle 08/06/11 | 0,10 | 0,075 | 18,6 |<0,010/<0,010|< 0,010 0 (?10 0,021
Detergente

4185 08/06/11 0,079 | 0,092 | 17,8 |<0,010/<0,010|< 0,010/ 0,010 | 0,029

4186 |(Lago Azul 08/06/11| 0,15 | 0,027 | 18,7 |<0,010/<0,010|< 0,010 0510 0,16
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H2L Amostra Mg Mn Ni P Pb Si Sr Zn

No. Identif. mg/L mg/L | mg/L | mg/L | mg/L mg/L | mg/L | mg/L

4184 | Controle 08/06/11 | 3,69 0,27 |<0,010| 6,79 |<0,020| 5,72 0,12 0,84

Detergente

4185 08/06/11. 4,55 0,21 0,066 3,46 |<0,020| 6,30 0,12 0,50
Lago Azul

4186 08/06/11. 3,33 0,089 |<0,010| <0,10 |<0,020| 4,27 0,10 0,050

As analisesestédobaseadas no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 212 edigao, 2005.

Os metais foram analisados por Espectrometria de Emissao Atdmica com Fonte de Plasma de Argdnio Indutivo
(ICP-AES).

Quim. Responsavel: MSc. Mirtis I. Ariza Malagutti - CRQ: Pr. 23.478/81

Rio Claro, 27 de julho de 2011.

MSc. Mirtis Irene Ariza Malagutti
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* Calculado como N

VMP VMP
Portaria RDC .
. LQH,L | RDC 274 | 518 . LQ H.L | 57, | Portaria
Parametro "1 1 1 Parametro (mg L 518
(mgL?) | (mgL™) | (mgL™) 5 (mgL (mg LY
l) g
Cétions Anions
Aluminio 0,010 -— 0,2 Acetato 0,12 -—
Bario 0,005 0,7 0,7 Bicarbonato 2,00 -—
Cadmio 0,010 0,003 0,005 Bromato 0,01 0,025
Caélcio 0,050 -— -— Brometo 0,19 -— -—
Chumbo 0,020 0,010 0,01 Carbonato 2,00 -—
Cobalto 0,010 -— -— Cloreto 0,01 -— 250
Cobre 0,010 1 2 Clorito 0,01 0,2
Cromo 0,010 0,05 0,05 Fluoreto 0,01 -— 1,5
Estroncio 0,003 -— -— Fosfato 0,14 -— -—
Ferro 0,010 -— 0,3 Nitrato 0,06 50 10*
Litio 0,01 -— -— Nitrito 0,04 0,02 1*
Magnésio 0,025 -— -— Oxalato 0,02 -—
Manganés 0,010 0,5 0,1 Sulfato 0,02 -— 250
Niquel 0,010 0,02 -—
Potassio 0,04 -— -—
Silicio 0,20 -—- -—-
Sodio 0,01 -—- 200
Vanadio 0,010 -— -—
Zinco 0,010 -— 5
Observagdes:

VMP - valor maximo permitido

LQ - limite de quantificacdo

Av. 24A n° 1515 - CEP 13506-900 - Rio Claro - SP - Brasil - Cx. Postal, 178 @Fone (19) 3526-2814Fax (19) 3532-5119
e-mail: lebac@rc.unesp.br




