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1. RESUMO

Além de ser bom bioindicar a espécie Prochilodus lineatus (Characiformes,
Prochilodontidae) também apresenta importancia econdmica, ecologica e ampla distribuigao
na regido neotropical. A ecotoxicologia estuda a interagdo da quimica ambiental e a biota,
sendo assim, este estudo teve como objetivo identificar alteragdes quantitativas de bile e
glicogénio no figado dos peixes, oOrgao responsavel pelo processo de detoxificacao,
biotransformacao e também pela reserva de nutrientes como o glicogénio e por secretar a bile.
Os grupos foram separados em trés tratamentos com o objetivo de comparar os danos
causados aos peixes que vivem em areas perturbadas, (como ¢ o caso do Lago Azul — Rio
Claro-SP), e os que vivem em aguas com detergentes biodegradaveis diluidos, como na
maioria dos nossos cursos d’agua, comparados a um grupo controle (dgua clorada do pocgo
artesiano da UNESP- Campus Rio Claro). Andlises histolégicas foram feitas com a utilizagao
das técnicas de H-E e PAS, sendo o material coletado apos sete e 20 dias de experimento,
visando identificar os efeitos agudos de tais poluentes. A identificagdo de alteragdes na
estrutura histologica foi realizada com o auxilio do programa Imagel] com o qual foi feita a

quantificacdo da area ocupada pela bile e pelo glicogénio.



2. INTRODUCAO

2.1 Biologia de Prochilodus lineatus

As espécies da familia Prochilodontidae (onde esta incluido o género Prochilodus)
possuem como caracteristicas comum corpo de porte médio a grande, iliofagia (alimenta-se de
detritos nos fundos lamacentos), reofilias (dependem da correnteza do ambiente natural
fluvial) e capacidade migratoria durante o periodo de piracema (SILVA, 2006). O género
Prochilodus destaca-se por sua ampla distribuigdo na regido neotropical, e possui 13 espécies
descritas até o momento. Espécies de Prochilodus sdo conhecidas no Brasil pelos nomes
populares de curimbata, curimba, curimatd, curimatd-pioa, curimata-pacu, papa-terra e
corimbata (SILVA, 2006). A espécie P. lineatus, encontra-se amplamente distribuida em toda
a bacia dos rios Parana-Paraguai e no Rio Paraiba do Sul (na costa sudeste do Brasil).

O Prochilodus lineatus tem um 6timo potencial para a piscicultura por ter um baixo
custo de producdo, tornando-se uma alternativa economicamente atrativa, além de ser uma
espécie tolerante a variagdes de pH (TAKASUSUKIet al.,, 2004) ¢ temperatura
(BARRINUEVO & FERNANDES, 1995) da agua . Segundo Jensch-Junior et al. (2005), P.
lineatus ¢ considerada a espécie mais importante de porte médio para a pesca comercial e de
subsisténcia. Na bacia do rio Parand ocorrem cardumes de 60 até 80.000 individuos
(BARBIERI, SALLES & CESTAROLLI, 2000), o que mostra o valor potencial da espécie no

estoque pesqueiro.

Devido a esse potencial econdmico, amplo conhecimento da sua biologia como o
habito de se alimentar de detritos de fundos lamacentos, que podem estar contaminados com
substancias xenobioticas, e ser sensivel a eles como mostram diversos estudos realizados com
o figado desta espécie, ela ¢ considerada apropriada para testes de toxicidade (MADUENHO
et al., 2008; SIMONATO et al., 2008; SPERANZA et al., 2009; WINKALER et al., 2007;
TRONCOSO et al., 2011).



2.2 A importéancia do figado de peixes

Segundo Mumford et al. (2010) o figado de peixes é um 6rgédo relativamente grande.
Em peixes selvagens, apresenta-se de cor marrom avermelhado em espécies carnivoras e
marrom claro em herbivoros, mas em certos periodos do ano podem apresentar-se de
coloracdes amareladas chegando até ao branco. Em animais de cativeiro, pode apresentar
coloragdo mais clara do que espécies selvagens, mas isto dependerd da dieta empregada a
estes animais.

Ainda de acordo com Mumford et al. (2010) , a histologia do figado difere daquela de
mamiferos no que se refere a uma menor tendéncia na formagdo de cordoes distintos ou de
lobos, sendo que o sistema porta hepatico em geral nao ¢ evidente. O figado de peixes
apresenta enzimas para a metabolizacdo de drogas e ¢ um dos 6rgdos que mais apresenta
danos durante a vida do animal, entretanto foi mostrado que em mamiferos apenas 10% do
parénquima hepatico € necessario para a manutengao das funcdes basicas do figado.

O figado ¢ um 6rgdo muito irrigado, devido as suas fungdes de processar e armazenar
os nutrientes absorvidos no trato digestivo e de neutralizacdo, elimina¢do de substancias
toxicas e de secrecao da bile. Este 6rgdo ¢ composto basicamente por hepatocitos, que sao
c¢lulas poliédricas, com seis ou mais superficies (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004), além
das células de Kupfer. Segundo Williams et al. (2002), para que ocorra a elimina¢do de
compostos xenobidticos € necessario a biotransformagdo destes compostos lipofilicos em

metabolitos hidrofilicos, favorecendo assim sua eliminagao através da urina ou fezes.

Por ser o principal 6rgao responsavel pelo processo de detoxificagdo de xenobioticos o
figado esté sujeito a alteragdes, uma vez que este normalmente acumula concentragdes mais
elevadas de substancias toxicas (MADUENHO & MARTINEZ, 2008). A maioria das lesoes
morfoldgicas induzidas pelos contaminantes aquaticos ¢ inespecifica, como ¢ o caso da
hiperplasia, contudo as células se mostram extremamente susceptiveis a elas (MEYERS &

HENDRICKS, 1982).

Maduenho & Martinez (2008) em P. lineatus, foram identificados estagios de
degeneracao do figado apos a exposicao dos animais a DFB (diflubenzuron), sendo que o
estagio I foi caracterizado por apresentar agregados de melanomacrofagos, (com hipertrofia
celular e nuclear) e nucleos dos hepatdcitos deslocados para a periferia. O estagio I apresenta

degeneracao citoplasmatica com vacuolizagdo nuclear, estagnagado biliar e nticleos picndticos.



O estagio III foi caracterizado por alteragdes mais severas que causariam danos as fun¢des do

figado.

Segundo Simonato et al. (2008), peixes expostos a poluentes como petrdleo, por
exemplo, podem apresentar modificacdes em seu figado como hipertrofia e deslocamento
lateral do nucleo, vacuolizacdo e degeneragdo do citoplasma, entre outras. Estudo recente de
Simonato et al. (2011), também mostrou que peixes expostos a gasolina apresentavam defesas
antioxidantes ativadas em oOrgdos especificos, sendo o figado melhor adaptado para lidar

com esse tipo de substancia toxica em comparacao com as branquias dos mesmos individuos.

Estudos toxicologicos realizados por Jiraungkooskul et al. (2002), com herbicidas,
demonstraram a presenca das mesmas lesdes encontradas por Maduenho & Martinez (2008),
assim como dilatagdo do espaco de Bowman’s no rim em peixes da espécie Oreochromis
niloticus. Em estudo semelhante, Aguiar et al. (2004) demonstraram que em Anguilla
anguilla, o fenitrothion, um outro tipo de herbicida, causou reducdo do nivel de glicogénio no

figado e no musculo.

Outros autores como Hued et al. (2012) realizaram estudos com peixes da espécie
Jenynsia multidentata expostos ao herbicida glifosato (Roundup) em diferentes concentra¢des
e observaram que os individuos apresentavam diminuicdo na atividade sexual, além de
diversas alteragdes hepaticas sendo que estas alteragdes se apresentavam com maior
frequéncia e gravidade com o aumento da concentracao do herbicida.

De acordo com Stehr et al. (1997), peixes das espécies Platichthys stellatus e
Genyonemus lineatus que foram coletados na Baia de San Francisco, que ¢ uma regido
contaminada pelo acamulo de residuos agricolas e pelo despejo de residuos urbanos e
industrias, apresentavam alteragdes no tecido hepatico tais como vacuolizagdo hidropica e

diferencas nos niveis de bile.

Ao realizar um estudo com peixes da espécie Cyprinus carpio expostos a ambientes
com a ocorréncia de alachlor, um tipo de herbicida conhecido como LASSO MTX, Mikula et
al. (2008) demonstraram que esta substancia causa efeitos toxicos nesses individuos, pois a
mesma tinha a capacidade de ativacdo de enzimas desintoxificante como a EROD, evidéncia
mencionada também no trabalho de Whyte et al. (2000) com a utilizagdo de alguns
praguicidas piretroides e organoclorados, e de estimular a defesa antioxidante de isoformas

do citocromo P450 (CYP450) e de glutationa (GSH) presentes no figado. Esta reagdo causada



por uma substancia toxica corrobora com o trabalho de Van der Oost et al., (2003), em que
consideram o aumento da atividade das enzimas do complexo do citocromo P450 como um

dos sinais biologicos mais precoces da presenca de poluentes indutores no ambiente aquatico.

2.3 Detergentes biodegradéaveis

Populagdes de peixes sdo sensiveis a impactos ambientais resultantes de diversos
fatores, seja a introducdo de espécies exoticas, presenca de residuos industriais, derramamento
de o6leo, de pesticidas ou de outros agentes, que possam afetar diretamente a ecologia ¢ a
sobrevivéncia das espécies.

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

1978).

2.4 Caracterizacédo do Lago Azul

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

Em 1970, o corrego Servidao foi represado originando o "Lago Azul", situado no
perimetro urbano de Rio Claro, SP. Devido a sua localizagdo geografica, as aguas
provenientes do escoamento superficial das ruas dos bairros, situados no seu entorno,
carreavam grande carga de sedimentos (terra, lixo, entulho) para o Lago, fato que resultou em

seu assoreamento gradual, culminando na formag¢ao de um brejo.



O coérrego Servidao passou por obras de canalizacdo e atualmente encontra-se
confinado sob a Avenida Visconde do Rio Claro, entretanto, problemas de inundagdo,
infiltracdo, erosdao e contaminagdo das aguas por esgoto sdo verificados em diferentes pontos
deste corrego e também no Lago Azul.

Estes problemas sao resultantes da ineficiéncia do processo de planejamento das obras,
pois antes do represamento e da alteragdo do curso do corrego fazia-se necessario um
planejamento sério que contemplasse a preservagdo e a recuperagao da vegetacao, bem como
a organizacao da ocupagdo das encostas e do vale do corrego Servidao. Preocupada com a
possivel contaminacao das espécies existentes no lago, a prefeitura de Rio Claro proibiu a
pesca e, juntamente com a SABESP (Companhia de Saneamento Bésico do Estado Sao
Paulo), iniciou um estudo das dguas e sedimentos do Lago Azul.

Cabe ressaltar que, sendo o Lago Azul um represamento do corrego Servidao, afluente
direto do rio Corumbatai, este corpo d’agua fluvial, bem como sua fauna, sdo diretamente

afetados pelos despejos e impactos impostos ao Lago.

2.5 Ecotoxicologia e a sua importancia

Ecotoxicologia possui duas linhas de pesquisa, uma envolvendo a toxicologia e a outra
envolvendo a ecologia aplicada e a quimica ambiental. Ela estuda as interacdes da quimica
ambiental e a biota e tem como foco os efeitos adversos encontrados nos diferentes niveis de
organizacao biologica, desde niveis mais simples como a molécula, célula, tecido, 6rgao, até
niveis mais complexos como organismos, populacdes e ecossistemas. Os efeitos toxicos de
compostos antropogénicos na biota e em ecossistemas sdo investigados numa conexao
proxima com a quimica ambiental e o destino desses produtos quimicos, incluindo sua
disponibilidade natural. Ela busca a compreensdo de fendmenos toxicoldégicos em uma
variedade de organismos e ecossistemas, levando em consideracdo diversos aspectos, tais
como os mecanismos de agdo toxica e os processos ecoldgicos de areas contaminadas (FENT,

1996).

Os estudos toxicologicos quando realizados juntamente com analises quimicas ajudam
a identificar os efeitos causados em organismos expostos a ambientes degradados e a
estabelecer a conexao do agente causador com o residuo quimico encontrado na amostra.
Uma das estratégias para avaliar os efeitos potenciais da contaminagdo ¢ a utilizagcdo de

biomarcadores em pesquisas ecologicas para verificar a presenca de concentragdes de
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poluentes na biota (BUCHELI & FENT, 1996). Este termo, que designa espécies que
sinalizam as mudangas ambientais através de alteragdes fisioldgicas, bioquimicas e
patologicas, foi descrito em 1987 pelo Committee on Biological Markers of the National
Research Council (NRC) (SCHLENK, 1999).

De acordo com Van der Oost et al. (2003), pode-se dividir as técnicas de avaliagao da
contaminacdo ambiental utilizando biomarcadores em duas metodologias principais: aquelas
associadas aos niveis de organizacao, como populacdo, comunidade e ecossistema; e em
nivel individual, abordando alteragdes fisiologicas, comportamentais e reprodutivas.

Segundo Olson et al.(2000), a utilizagdo de espécies biomarcadoras para a avaliagao
de seguranca de substancias quimicas tanto medicinais quanto ndo medicinais tem sido de

grande auxilio na previsdo de possiveis efeitos toxicos para os seres humanos.

Sendo assim, os peixes podem ser utilizados para determinar a genotoxicidade de
poluentes presentes na agua. Em ecossistemas aquaticos, os poluentes se acumulam nos
sedimentos e sdo passados a diante na cadeia alimentar. Os peixes estdo no topo da cadeia
alimentar e podem acumular uma variedade de contaminantes através da respiracdo ou pela
ingestdo de espécies pequenas. Muitas espécies de peixes e crustaceos sdo utilizadas na

alimentagdo humana, tornando-se o destinatario final desses poluentes (TREMP et al. 1995).

Diversos estudos utilizam peixes como ferramenta para monitoramento da qualidade
ambiental, como Lukin et al. (2011); Mortensen et al. (2011); Brito et al. (2012); Lozano et
al. (2012); Paulo et al. (2012). Assim o entendimento das a¢des de poluentes em peixes
auxilia a avaliagdo do estado de degradagdo dos ambientes aquaticos e também podem

desempenhar um papel importante no alerta a possiveis impactos na saide humana.
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2.6 Justificativa

Segundo Bols et al. (2001) e Bols et al. (2005) na perspectiva da ecotoxicologia, os
peixes sao especialmente importantes. Com aproximadamente 20.000 espécies diferentes
ocupando todos os nichos aquaticos, os peixes sao o grupo de vertebrados mais
diversificados. Assim o entendimento das acdes de poluentes em peixes auxilia na avaliagao
do estado de degradagao dos ambientes aquaticos. Os efeitos de poluentes em peixes também

sd0 importantes para a previsao de possiveis impactos na saide humana.

Agentes toxicos sao usualmente liberados primeiramente em ambientes aquaticos, por
diversas vias, nas quais humanos podem ser expostos. Como diversos sistemas bioldgicos
tém sido preservados através da evolugdo, efeitos em peixes podem servir como um alerta

para futuros impactos na sautde humana.

Nesta mesma linha, peixes podem servir como modelos laboratoriais para estudos
ecotoxicoldgicos, visando sua importancia econdomica. Para a industria da pesca, ndo s6 a
saude de determinadas espécies alvo ¢ de extrema importancia, mas também a manutengao
das demais espécies € considerada critica para a manutengdo de cardumes pesqueiros. No
presente trabalho a espécie escolhida possui importancia para a pesca econdmica como

também para a pesca esportiva.
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3. OBJETIVOS

A espécie Prochilodus lineatus foi escolhida por habitar os rios da regido neotropical,

que sofrem com o despejo de poluentes semelhantes aos que foram utilizados neste trabalho.

Neste sentido os objetivos deste trabalho foram:

e Quantificar e verificar a elevagdo ou diminui¢do de bile presente no tecido hepatico,

através da quantificagdo da area total ocupada por ela no tecido;

e Verificar possiveis alteragdes nas reservas de glicogénio, calculando a area total

ocupada por este composto.
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4. MATERIAL

Para a realizagdo deste experimento foram coletados 36 individuos da espécie
Prochilodus lineatus no ICMBio/CEPTA — Pirassununga, Sao Paulo, Brasil. Os peixes foram
mantidos em trés caixas de polietileno com capacidade para 500 litros cada, com temperatura
constante de 25°C, areadas constantemente (Figura 4.1), que receberam amostras de dgua de
dois tratamentos e do controle. Tratamento 1: amostra de agua coletada no Lago Azul (Rio
Claro- Sao Paulo); tratamento 2: 4agua tratada com dez amostras de detergentes
biodegradaveis de diversas marcas na concentracdo de 1:1000000 e controle: agua
comprovadamente limpa e clorada coletada do pogo artesiano da UNESP - Campus Rio

Claro.

Para andlises histologicas foram utilizados microscopio Leica DM2000 provido de
camera para captura de imagens DMLB Leica com o auxilio do software Leica QWIN, as

quais foram analisadas pelo programa ImageJ.

Figura 4.1: Estrutura montada na UNESP — Campus de Rio Claro, contendo caixas de
polietileno de S00L, nas quais parte do experimento foi realizado.
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5. METODOLOGIA

Os espécimes foram divididos em trés grupos de 12 individuos cada, descritos acima,
e cada grupo foi estocado em uma das caixas de 500 litros, sendo que o grupo Controle ficou
exposto a agua pura do poco artesiano da UNESP, que recebe tratamento com cloro para
evitar possiveis contaminacdes, sendo a tnica agua disponivel no campus pra o experimento.
Entretanto a agua foi oxigenada por uma semana antes do experimento para baixar os niveis
de cloro. O segundo grupo ficou exposto a agua contendo uma mistura de dez marcas de
detergentes biodegradaveis (Limpol, Ypé, Minuano, Qualitd, Amazon, Ariel, Colmax, Alpes,
Lipon e Surf) em uma diluicdo de 1ppm, visando detectar alteracdes histolégicas em niveis

baixos de agentes poluentes e o terceiro grupo ficou exposto a 4gua do Lago Azul.

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 diluicdo de Ippm, pois visava detectar
alteragdes histoldgicas ja com niveis baixissimos de agentes poluentes, tendo em vista que a
diluicdo de detergentes em rios, ndo deve exceder este valor. Esta concentragdo foi
mensurada, pois nenhum 6rgado de fiscalizacdo e controle de 4guas possui dados relativos aos
niveis detergentes tanto em lagos, quanto em rios, com isso como Roy (1988) descreveu que
em seu trabalho, a 4gua imediatamente proxima aos locais de descarte de residuos urbanos,
apresenta uma concentragdao que nao atinge os valores minimos da DL50, acreditamos que no
corpo de dgua a concentragcdo nao deve ultrapassar a concentracao testada.

O material para andlise foi coletado apos os periodos de exposicao de 7 e 20 dias, para
tanto, os animais foram anestesiados em solucdao de benzocaina (0,1g de benzocaina em 1mL
de 4lcool etilico para cada 100 mL de agua deionizada) e fragmentos do 6rgao foram
extraidos, fixados em Bouin aquoso e preparados para as reagoes de H-E, PAS em historesina
segundo Paulete & Begak (1976). Para a realizacao de todas as técnicas foram utilizados seis
individuos de cada grupo, e as imagens obtidas no aumento de 400x foram analisadas com o
auxilio do software ImageJ. Os protocolos de histologia e histoquimica estdo descritos no

item 5.3.
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5.1 Analise quantitativa da area ocupada pela bile

Neste caso cinco seccoes de cada individuo a ser analisado foram submetidas a técnica
de H-E e em cada corte cinco campos foram analisados, sempre proximos aos ductos biliares,
no aumento de 400x. Neste caso a bile foi isolada computadoramente pelo ImageJ e sua area
total foi calculada. Os dados de area gerados pelo programa foram tabelados e analisados
estatisticamente pelo programa BioStat 2009. Primeiramente os dados foram submetidos ao
teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos grupos e posteriormente ao teste
ANOVA/Tukey, para dados paramétricos, e Kruskal-Wallis/Dunn, para dados ndo

paramétricos, para determinar a significancias dos resultados.

5.2 Analise quantitativa da area total ocupada pelo glicogénio

Para a andlise do glicogénio, cinco secgdes de cada individuo foram analisadas apos a
reacao de PAS, nos quais cinco campos foram fotografados e analisados em cada corte,
sempre distantes de grandes vasos, para que o maior nimero de hepatdcitos possiveis fosse
analisado. Os dados da area ocupada pelo glicogénio obtidos pelo programa foram tabelados e
analisados estatisticamente pelo programa BioStat 2009. Primeiramente os dados foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos grupos e
posteriormente ao teste ANOVA/Tukey, para dados paramétricos, e Kruskal-Wallis/Dunn,

para dados ndo paramétricos, para determinar a significancias dos resultados.
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Figura 5.1 - Programa ImageJ versao 1.44e, realizando a analise da area ocupada pelo
glicogénio. Esta mesma metodologia foi empregada para a quantificacdo da bile.
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5.3 Protocolos de histologia e histoquimica

- Hematoxilina e Eosina: Segundo Paulete & Becak (1976) esta técnica ¢ composta dos
reagentes Hematoxilina, que possui caracteristicas basofilas e cora o ntcleo celular de azul, e
Eosina, que possui caracteristicas acidofilas e cora o citoplasma da célula de rosa. Para a
realizagdo desta técnica as laminas foram deixadas em agua destilada por 1 min, coradas com
hematoxilina por 5min, reagiram com agua por 4min, foram lavadas em 4gua corrente,

coradas com eosina por Smin e lavadas em agua corrente.

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

lavadas em dgua corrente por 10min.
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6. RESULTADOS

Os resultados obtidos pela analise da area total ocupada pela bile sdo apresentados nas
tabelas 6.1 e 6.2 e nas figuras 6.1 e 6.2, nos quais foi evidenciado que em sete dias de
experimento ocorreu diferenga significativa entre os grupos controle e detergente quando
comparados com o Lago Azul, com p<0.05. Apos 20 dias de experimento observou-se
diferenca significativa, com p<0.05, apenas quando comparados os grupos controle e Lago
Azul; detergente, nao revelou diferenga significativa quando comparado com os outros dois

grupos.

Tabela 6.1: Média das areas em pm’ ocupadas pela bile no periodo de sete dias, calculadas
sob objetiva de 40x.

Espécime Controle Detergente Lago Azul
1 24103 23655 5318
2 23401 20354 3296
3 20838 17773 4634
4 25338 21308 1828
5 17507 13270 2719
6 17341 22800 8845
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Figura 6.1: Média das areas em pum’ ocupadas pela bile no periodo de sete dias dos
tratamentos com desvio padrao.

Tabela 6.2: Média das areas em pm’ ocupadas pela bile no periodo de 20 dias, calculadas sob

objetiva de 40x.

Espécime Controle Detergente Lago Azul
1 16921 11161 1217

2 16954 15394 831

3 21445 6403 2392

-+ 13210 13083 8731

5 22876 14395 6968

6 25645 7364 7878
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Figura 6.2: Média das 4reas em pm” ocupadas pela bile no periodo de 20 dias dos tratamentos
com desvio padrao.

Com o auxilio das tabelas 6.3 e 6.4 e das figuras 6.3 e 6.4, podemos observar que os
individuos do grupo Lago Azul de sete e 20 dias possuem menos glicogénio armazenado
quando comparada com os individuos dos outros grupos. A analise estatistica demonstra essa
diferenca entre os grupos controle e Lago Azul de sete e 20 dias, com p<0,05, e também entre

detergente e Lago Azul de sete dias.
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Tabela 6.3: Média da 4rea em pm’ ocupada pelo glicogénio no periodo de sete dias,
calculados sob objetiva de 40x.

Espécime Controle Detergente Lago Azul
1 47008 30546 15877
2 45759 33563 20651
3 45291 33926 18567
4 47735 35739 20110
5 47607 27342 15613
6 46479 32403 15305
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Figura 6.3: Média das 4reas em pm” ocupadas pelo glicogénio no periodo de sete dias dos
tratamentos com desvio padrao.



22

Tabela 6.4: Média da 4rea em pm” ocupada pelo glicogénio no periodo de 20 dias, calculados
sob objetiva de 40x.

Espécime Controle Detergente Lago Azul
1 46057 29016 8531
2 46280 22454 12723
3 45235 23280 10507
4 47563 24462 11809
5 49978 15972 9229
6 50573 20676 8064
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Figura 6.4: Média das 4reas em pm’ ocupadas pelo glicogénio no periodo de 20 dias dos
tratamentos com desvio padrao.
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No grupo detergente (Figura 6.5- C e D) de sete e 20 dias notou-se o aparecimento de
vacuolizacdo citoplasmatica, entretanto no de 20 dias observou-se, além disto, a diminui¢cdo
da bile em comparacdo com o grupo controle (Figura 6.5-A e B). No grupo Lago Azul (Figura
6.5- E) de sete dias notaram-se danos hepaticos semelhantes ao grupo detergente de 20 dias,
mas uma redugdo mais evidente da bile; j4 com o grupo Lago Azul (Figura 6.5- F) com 20

dias, ocorreu significativo aumento da vacuolizacao e diminui¢do da bile.

No caso da quantificacdo de granulos de glicogénio, a analise ndo pode ser realizada,
pois principalmente o grupo controle, possuia diversos granulos pequenos de glicogénio que
ndo puderam ser isolados pelo programa, inabilitando assim tal analise. Os resultados obtidos
demonstraram que a exposi¢do a poluentes pode gerar danos graves tanto ao tecido hepatico
quanto ao restante dos orgaos, tendo em vista que diminui sua capacidade de reserva da

principal fonte de energia para o organismo, o glicogénio.

Como podemos observar (Figura 6.6-D), o grupo detergente de 20 dias apresentou
diminuicao significativa nos granulos de glicogénio quando comparado com o detergente de
sete dias e com o grupo controle (Figura 6.6-C e A, respectivamente), além de apresentar
também o inicio de vacuolizagdo citoplasmatica. Ja no grupo Lago Azul (Figura 6.6- E ¢ F),
podemos notar que a vacuoliza¢do chegou ao nivel mais elevado quando comparado com os
grupos detergente de sete dias (Figura 6.6-C) e 20 dias (Figura 6.6-D) e Lago Azul de sete
dias (Figura 6.6-E), podemos também notar com o auxilio das tabelas 6.3 e 6.4 e das figuras
6.3 e 6.4, que os individuos do grupo Lago Azul de sete e 20 dias possuem menos glicogénio

armazenado quando comparados com os individuos dos outros grupos.
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Figura 6.5- A e B: Grupo controle em sete e 20 dias de experimento, respectivamente, nos
quais observa-se tecido hepatico integro, bem como granulos de bile (setas). Coloragao H-E.
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Figura 6.5- C: Grupo exposto ao detergente por sete dias com granulos de bile (setas) ; D:
Apds 20 dias de experimento, observa-se o aparecimento de vacuolizagdo nos hepatdcitos
(estrelas) e a diminuigdo nos granulos de bile (setas) do tecido. Coloragdo H-E.
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Figura 6.5- E e F (sete e 20 dias respectivamente) cortes do figado dos individuos expostos a
agua do Lago Azul, evidenciando hepatdcitos vacuolizados no grupo de 20 dias (estrelas) e

reducdo significativa dos granulos de bile, tanto no grupo de sete quanto o de 20 dias.
Coloracao H-E.



Figura 6.6- A ¢ B - Grupo controle em sete e 20 dias de experimento, respectivamente, nos
quais observa-se tecido hepatico integro, bem como a reserva de glicogénio (setas). Coloragao
PAS.




Figura 6.6- C: Grupo exposto ao detergente por sete dias com reserva de glicogénio (setas) ;
D: Apds 20 dias de experimento, observa-se o aparecimento de vacuolizacdo nos hepatocitos
(estrelas) e a diminuigdo nos granulos de glicogénio (setas) do tecido. Coloragao PAS.




Figura 6.6- E e F (sete e 20 dias respectivamente) cortes do figado dos individuos expostos a
agua do Lago Azul, evidenciando um grande nimero de hepatocitos vacuolizados no grupo de
20 dias (estrelas) e reducdo significativa dos granulos de glicogénio, tanto no grupo de sete
quanto o de 20 dias. Coloragao PAS.
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7. DISCUSSAO

Diversos estudos citados anteriormente utilizam peixes como bioindicadores para o
monitoramento da qualidade da agua e consequentemente tem como objetivo identificar os
tipos de lesdes causadas por estas substancias toxicas em diversos oOrgdos. Este trabalho
utilizou como ferramenta para essa analise as alteragdes no tecido hepatico, pois este ¢ o
principal o6rgdo afetado por essas substancias devido a sua funcdo de metabolizar e
biotransformar xenobidticos.

No presente estudo observamos diversas alteragoes hepaticas, mas nao pudemos
classifica-las histologicamente nos trés estagios utilizados por Maduenho & Martinez (2008),
pois notamos caracteristicas de mais de um estagio no mesmo periodo de exposi¢ao, como € o
caso do grupo detergente de 20 dias, que apresenta nticleos deslocados para a periferia assim
como vacuolizagdo citoplasmatica e diminui¢do do armazenamento do glicogénio. Segundo
Simonato et al. (2008), peixes expostos a poluentes como petrdleo, por exemplo, podem
apresentar modificacdes em seu figado como hipertrofia e deslocamento lateral do nucleo,
vacuolizacdo e degeneracdo do citoplasma, entre outras, portanto muito semelhante ao

observado.

Esse tipo de degeneracdo citoplasmatica esta presente nos grupos detergente e Lago
Azul, mas encontra-se em nivel mais elevado no grupo Lago Azul de 20 dias quando
comparado com os grupos detergente de sete dias e 20 dias e Lago Azul de sete dias,
indicando que a contaminacao por detergente pode ser menos agressiva do que a agua do
Lago Azul. Essa caracteristica corrobora com os resultados obtidos nos estudos de Agamy
(2012), em que essa vacuolizagdo pode ser associada com a perda da estrutura dos
microtibulos, inibicdo da sintese de proteinas, diminuicdo de energia ou mudanga de

substrato utilizado pelos peixes.

De acordo com Stehr et al. (1997), peixes das espécies Platichthys stellatus e
Genyonemus lineatus que foram coletados na Baia de San Francisco, que ¢ uma regido
contaminada pela acumulacdo de residuos agricolas e pelo despejo de residuos urbanos e
industrias, apresentavam alteragdes no tecido hepatico como vacuolizagdo hidropica e
diferencas nos niveis de bile, resultado semelhante ao encontrado nos nossos individuos,
demonstrando que além de ocorrer a estagnacao biliar ocorre também decréscimo na area

ocupada pela bile no grupo Lago Azul de sete e 20 dias, indicando que essas alteragdes
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ocorrem devido ao fato da contaminacdo da agua do Lago Azul ser mais agressiva que o

tratamento com detergente.

Em estudo de toxicologia semelhante aos citados anteriormente, Aguiar et al. (2004)
demonstraram que em Anguilla anguilla, o fenitrothion, causou redugdo do nivel de
glicogénio no figado. Segundo Wolf e Wolfe (2005), a diminui¢do dos niveis de glicogénio
no tecido hepatico pode ser resultado da destruicdo dessas células além de indicar um alto
gasto energético para a defesa antioxidante. Utilizando peixes das espécies Acipenser
transmontanus e Acipenser medirostris, Lee et al. (2012), observaram que as principais
alteragdes histologicas encontradas no figado desses individuos foram degeneragdo vacuolar e
diminui¢do do glicogénio, assim como Saravanan et al. (2011) também observaram nos

peixes da espécie Cyprinus carpio expostos ao pesticida lindano.

A diminui¢ao no nivel de glicogénio no figado pode ser resposta do individuo ao
ambiente poluido, levando-o a uma situagdo de estresse o que pode representar uma maior
demanda enérgica para lidar com essa situa¢do ou a demanda energética gasta para reparar os
danos causados ao proprio tecido, assim como, também pode representar uma dificuldade de
armazenar os seus nutrientes, como também pode ser observado com a diminui¢do do nivel de

bile, devido aos danos causados na estrutura da célula (KUBRAK et al. 2012).

Lee et al. (2012) também demonstraram que as altera¢des histologicas progrediam em
gravidade com o aumento da concentracdo e periodo de exposicdo a substancias toxicas,
como € o caso do metilmerctrio encontrado na Baia de Sao Francisco. No nosso estudo o
grupo detergente de 20 dias apresentou diminui¢do significativa na concentragdo de
glicogénio quando comparado com o detergente de sete dias e com o grupo controle do
mesmo periodo. J& no grupo Lago Azul, podemos notar que este possui a menor area de
glicogénio armazenada quando comparado com os individuos dos outros grupos dos mesmos
periodos, corroborando a ideia de que as alteracdes podem se agravar com o aumento do
periodo de exposi¢do e também com o tipo de contaminagdo, padrao também observado por

Ordonez et al. (2011) e Hued et al. (2012).
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8. CONCLUSAO

O presente trabalho evidenciou a diminuicdo na concentragdao de bile e glicogénio no
tecido hepatico em peixes da espécie P. lineatus, o que demonstra que as células expostas aos
poluentes perderam sua fun¢do de produzir esta secrecdo e armazenar nutrientes. Estes danos
causados por substancias toxicas afetam o processo digestivo e a reserva nutricional desses
individuos. Também observamos que os animais expostos a agua do Lago Azul tiveram
alteragcdes mais severas quando comparados com os animais do tratamento com detergente e
que estas se agravavam também com o aumento do periodo de exposi¢do. Isto pode levar a
suspeitar que outros tecidos possam também estar sofrendo 0 mesmo processo, mas de uma

maneira mais lenta.

Esse estudo mostrou-se de grande importancia para a sociedade, devido ao fato de
envolver uma darea urbana impactada, como o Lago Azul, e por analisar os efeitos de
poluentes comuns no meio ambiente, como os detergentes biodegradaveis. Além disto, trouxe
inovacoes na linha de ecotoxicologia de peixes, tendo em vista que ¢ o primeiro que aborda
analises quantitativas de bile e glicogénio, substincias importantes para o processo de
digestdo e reserva de nutrientes dos peixes. Isto possibilitarda um melhor entendimento dos
reais efeitos de poluentes nestes animais e abrird uma nova gama de possiveis bioindicadores

a serem analisados e quantificados.
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