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RESUMO

Grande parte dos corpos de dgua no Brasil e do mundo esta contaminada com algum
poluente, seja este esgoto, metais/produtos quimicos cancerigenos ou detergentes
biodegradaveis. Pouco se sabe dos agentes acima mencionados e seus impactos na morfologia
interna de peixes e muito menos ainda nos rastros branquiais. Os rastros branquiais sdo vitais
para 0s peixes, pois, juntos com as brénquias, sdo responsaveis pela defesa e protecdo do
organismo e na selecdo de alimentos adequados para sua sobrevivéncia. O detergente, sendo
um agente quimico irritante e toxico, ao entrar em contato com o corpo do peixe pode causar
modificagBGes histoquimicas e ultramorfolégicas em seu organismo. Com isso, este estudo
pleiteou investigar as provaveis alteracGes histoquimicas e ultramorfologicas em Astyanax
altiparanae (Lambari) causadas pela exposicdo ao detergente biodegradavel. De tal maneira,
0s peixes dessa espécie foram expostos a &gua com 01ppm (01mg/L) de detergente diluido e a
agua pura de um poco artesiano da UNESP — Campus Rio Claro durante 01 e 05 meses. Esta
agua foi clorada, conforme o modelo requerido pela SABESP, e foi o grupo de controle, para
ser comparado com aqueles expostos ao poluente, acima citado. Foi coletado o primeiro arco
branquial esquerdo para as andlises. Os resultados encontrados apontaram hiperplasia das
células de muco nos rastros branquiais do grupo detergente no primeiro més de experimento e
uma diminuigdo no numero dessas celulas ao mesmo tempo em que ocorria uma hipersecre¢do
de muco nos rastros branquiais desse mesmo grupo passados 05 meses. Apesar disso,
comparando os dois grupos de ambas as coletas foi notado diminuicdo no nimero de células
de muco nos rastros branquiais de peixes expostos ao contaminante. Em relacdo a histologia
do rastro branquial de A. altiparanae, observou-se além da presenca da célula supracitada, a
presenca de corpusculos gustativos e denticulos, em ambos os grupos e coletas. Na
microscopia eletrénica de varredura, no 1° més de experimento observou-se a dilatacdo dos
receptores quimicos dos corpusculos gustativos e uma grande quantidade de aberturas de saida
de muco entre as células pavimentosas nos rastros branquiais do grupo detergente, mas pouco
muco foi visualizado em ambos os grupos. No 5° més reparou-se que houve um aumento da
dilatacdo desses receptores quimicos e um excesso de muco sobre os rastros branquiais do
grupo detergente. Foi também visualizado microbridges entre as microridges (lamelas)
presentes nas células pavimentosas e células quimiorreceptoras isoladas entre essas células
pavimentosas em ambos 0s grupos.

Palavra-Chave: Muco. Receptores quimicos. Corpusculo gustativo.
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1 INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA E JUSTIFICATIVA

1.1 Rastro branquial

Os rastros branquiais sdo estruturas de origem mesodérmica e sdo curtos e/ou
longos, finos e/ou espessos que se inserem noOs 0ss0S que compdem 0s arcos branquiais
(BRAGA, 1982; MACHADO, 1999; MACIEL, 2006; SERRA; LANGEANI, 2006; PAES,
2008; SAMPAIO; GOULART, 2011). Os rastros séo locais que servem para a retencdo ou
concentragdo do alimento (OLIVEIRA RIBEIRO; MENIN, 1996; SERGIPENSE;
CARAMASCHI; SAZIMA, 1999; ABELHA; AGOSTINHO; GOULART, 2001; GODOY,
2006; MACIEL, 2006; SAMPAIO; GOULART, 2011), alem de evitar o seu escape e facilitar
a sua degluticito (MORAES; BARBOLA, 1995; OLIVEIRA RIBEIRO; MENIN, 1996;
MACIEL, 2006; RODRIGUES; MENIN, 2006). Estao voltados para regido ventral dos arcos
branquiais direito e esquerdo (RODRIGUES; BEMVENUTI, 2001; SAMPAIO; GOULART,
2011), em direcdo a cavidade faringea (MACHADO, 1999; PAES, 2008). Os rastros
branquiais sdo constituidos por uma peca de tecido cartilaginoso (MACIEL, 2006; LIMA et
al., 2009) ou 6sseo (MACIEL, 2006) envolvida por tecido epitelial pluriestratificado formado
por células pavimentosas poligonais, corpusculos gustativos, células mucosas, células de
cloro (FONSECA NETO; SPACH, 1999; MACHADO, 1999; KUMARI et al., 2005; FIUZA
et al., 2011) e células claviformes (LIMA et al., 2009). Além disso, esse tecido pode ainda
apresentar estruturas chamadas ou de espinhos (SERGIPENSE; CARAMASCHI; SAZIMA,
1999; LOPES; SAMPAIO, 2002; SILVA; HAHN, 2009), ou de cteniis (SERRA,
LANGEANI, 2006; SERRA, 2010) ou de denticulos (JARDIM, 1988; RODRIGUES;
MENIN, 2006; ALVES, 2009), que contribuem para o melhor aprisionamento do alimento e
de sua degluticdo, pois evitam que o alimento fuja e/ou que retorne a boca depois de
deglutido (RODRIGUES; MENIN, 2006; MONTENEGRO, 2009).

O formato, a disposicdo, o tamanho e a quantidade dos rastros, bem como o formato
da boca, dos dentes faringeanos, das branquias e do préprio trato digestério e a presenca de
corpusculos gustativos podem determinar o habito alimentar do peixe (MORAES;
BARBOLA, 1995; FERRETTI; ANDRIAN; TORRENTE, 1996; LOLIS; ANDRIAN, 1996;
OLIVEIRA RIBEIRO; MENIN, 1996; MACHADO, 1999; RODRIGUES; BEMVENUTI,
2001; MACIEL, 2006; NEUMANN, 2008; PAES, 2008; MONTENEGRO, 2009;
PAULINO, 2011; SAMPAIO; GOULART, 2011). De acordo com Alexander (1978 apud



SERGIPENSE; CARAMASCHI; SAZIMA, 1999), o espacamento entre os rastros pode,
ainda, indicar o tamanho do alimento a ser ingerido pelo peixe. Além do mais, 0 espacamento
e a forma dos rastros podem melhorar a filtragem e a retencdo de alimento de varios
tamanhos no aparelho bucofaringeano (MORAES; BARBOLA, 1995; OLIVEIRA
RIBEIRO; MENIN, 1996; MORAES; BARBOLA; GUEDES, 1997; PAULINO, 2011;
SAMPAIO; GOULART, 2011). Ao observar o trabalho realizado por Sergipense e
Caramaschi e Sazima (1999) em Anchoa januaria e Cetengraulis edentulus, a area superficial
e a forma dos rastros branquiais sdo mais importantes para a captura de alimento, do que a
distancia entre eles; e que a funcdo dos rastros em selecionar o tamanho do alimento
influencia na dieta dos peixes, ao passo que, em peixes que ingerem alimentos maiores, a
distancia entre os rastros branquiais passa a ser um requisito necessario. Peixes com rastros
branquiais longos, finos e numerosos predam particulas de pequena dimensdo e aqueles com
rastros pequenos, redondos e em menor quantidade, predam organismos maiores (OLIVEIRA
RIBEIRO; MENIN, 1996; RODRIGUES; BEMVENUTI, 2001). Em espécies onivoras, 0S
rastros branquiais normalmente sdo curtos, finissimos, abundantes e bem proximos, os quais
se sobrepdem com os rastros dos outros arcos branquiais formando um filtro (MACIEL,
2006; ALVES, 2009; SAMPAIO; GOULART, 2011), igual sobreposicdo é encontrado nos
ili6fagos (ALVES, 2009). Em ictidfagos, os rastros branquiais geralmente sdo curtos, grossos
e bem espacejados (MORAES; BARBOLA, 1995; OLIVEIRA RIBEIRO; MENIN, 1996;
SAMPAIO; GOULART, 2011). Em planctivoros, os rastros sdo abundantes, muito finos,
compridos, delicados, proximos entre si realizando a filtragem e a aglutinacdo do plancton
(SANTOS, 1982; RODRIGUES; MENIN, 2005; ALVES, 2009; SAMPAIO; GOULART,
2011). Aqueles de habito benténico possuem rastros branquiais vigorosos ou com muitas
saliéncias (SANTOS, 1982). Os peixes carnivoros apresentam poucos rastros, 0s quais sao
duros, pequenos, pontiagudos, cobertos por denticulos e bem espacejados (SANTOS, 1982;
MORAES; BARBOLA, 1995; OLIVEIRA RIBEIRO; MENIN, 1996; MACIEL, 2006;
ALVES, 2009; SAMPAIO; GOULART, 2011), que servem para segurar o alimento e evitar
sua fuga (MORAES; BARBOLA, 1995; OLIVEIRA RIBEIRO; MENIN, 1996). Em
detritivoros, os rastros branquiais sao curtos e bem préximos (SAMPAIO; GOULART, 2011)
e em espécies onivoras-planctivoras, os rastros sdo abundantes e delgados (SAMPAIOQ;
GOULART, 2011). Uma revisao da literatura referente ao formato, a disposi¢do e o tamanho
dos rastros branquiais e os habitos alimentares de alguns espécies de peixes sdo mostradas no

Quadro 1 deste trabalho, enquanto o Quadro 2 mostra a quantidade de rastros.



Em anostomideos, os rastros branquiais ndo tém a funcéo de reter o alimento, e sim,
resguardar os arcos, os filamentos branquiais e as lamelas primarias (SANTOS, 1982;
FERRETTI; ANDRIAN; TORRENTE, 1996). Essa funcdo é verificada em alguns peixes
com hébitos planctdnico, bentdnico, carnivoro (SANTOS, 1982) e herbivoro (FERRETTI;
ANDRIAN; TORRENTE, 1996). Outros autores como Khanna (1962 apud RODRIGUES;
MENIN, 2006), Oliveira Ribeiro e Menin (1996), Machado (1999), Maciel (2006), Ribeiro
(2007), Paes (2008) e Santos (2010), reafirmam que em outras espécies 0s rastros branquiais
podem contribuir para o melhor funcionamento e protecdo das lamelas priméarias e dos
filamentos branquiais contra elementos sélidos. Porém, se for um elemento soltvel em agua,
como o detergente, essa protecdo se torna ineficaz (MACHADO, 1999; RIBEIRO, 2007).

Outros estudos observaram que muitos peixes da mesma espéecie, como o Mugil spp.
(BRAGA, 1982), modificam o formato e o numero de seus rastros para diminuirem, ou até
evitarem, a competicdo intraespecifica, explorando entdo nichos alimentares diferentes e
essas modificagbes ocorrem a medida que o peixe se desenvolve. Tal situacdo foi encontrada
em outras espécies, como em A. januaria (SERGIPENSE; CARAMASCHI; SAZIMA, 1999)
e em C. edentulus (SERGIPENSE; CARAMASCHI; SAZIMA, 1999). Hildebrand (1963
apud SERGIPENSE; CARAMASCHI; SAZIMA, 1999) constatou que o nimero de rastros
ndo se alterou com o desenvolvimento de A. januaria do Atlantico Ocidental, ao contrario do
observado por Hildebrand (1943 apud SERGIPENSE; CARAMASCHI; SAZIMA, 1999) e
Silva (1967 apud SERGIPENSE; CARAMASCHI; SAZIMA, 1999) em C. edentulus do
Atlantico Ocidental e da Venezuela, respectivamente, nos quais o ndmero de rastros
branquiais variou com o crescimento. Ainda Sergipense e Caramaschi e Sazima (1999) néo
observaram nessas duas espécies modificacdes quanto ao espacamento entre os rastros a
medida que eles cresciam, mas sim, ao longo do comprimento dos mesmos. Moraes e
Barbola (1995) também notaram que os rastros da face externa do primeiro arco branquial
esquerdo de Hoplias malabaricus aumentavam tanto em tamanho quanto em empagamento,
conforme ele crescia.

Em Bryconamericus exodon Eigenmann, 1907 (Ostariophysi, Characiformes,
Characidae) verificou-se que o primeiro arco branquial é composto por trés 0ssos - 0
hipobranquial, o ceratobranquial e o epibranquial (SERRA; LANGEANI, 2006). O 0sso
hipobranquial e o osso ceratobranquial compdem o ramo inferior e 0 0sso epibranquial, o
ramo superior. As vezes pode haver um rastro no ponto de unifo entre 0 0sso hipobranquial e

0 0ss0 ceratobranquial e também entre o 0sso ceratobranquial e 0 0sso epibranquial, que pode
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ser chamado de angulo (SERRA; LANGEANI, 2006). Em Salminus brasiliensis, além do
0ss0 epibranquial, o ramo superior pode ainda possuir o o0sso faringobranquial
(RODRIGUES; MENIN, 2006). A maior parte dos teleGsteos detém 04 arcos branquiais
(PAULINO, 2011; SAMPAIO; GOULART, 2011), porém em algumas espécies existe um 5°
arco (LEONARDO et al., 2001; RODRIGUES; MENIN, 2005; MACIEL, 2006; SAMPAIO;
GOULART, 2011) formado pelo osso ceratobranquial que pode conter rastros branquiais,
mas a maioria apresenta o 5° arco modificado em placa faringeana que abriga os dentes
faringeanos (RODRIGUES; MENIN, 2005). O acréscimo de rastros branquiais em peixes em
desenvolvimento pode ocorrer tanto no 0sso epibranquial quanto nos 0ssos ceratobranquial e
hipobranquial, mas foi constatado que existem variagfes no nimero de rastros em ambas 0s
ramos (BRAGA, 1982) (Quadro 2). Verificou-se também que a variagdo no ndmero de
rastros nos peixes pode ter relagdo com o numero de cecos piloricos e, entdo, determinar o
seu hébito alimentar (YABE; BENNEMANN, 1994). Foram ainda constatadas variacdes na
quantidade de rastros entre as espécies de Mugil spp. e que isso pode estar associado a
diferenca de salinidade no ambiente (BRAGA, 1982).
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Em Prochilodus scrofa Steindachner, 1881 os rastros branquiais se encontram
bastantes diminutos no local aonde o arco branquial sofre curvatura. Foram notadas ainda
saliéncias, que se estendem do rastro na sua face interna até a sua face externa, alternado num
rastro sim e no outro ndo (EIRAS-STOFELLA; CHARVET-ALMEIDA, 1998). Tanto na
regido anterior dos rastros e do arco branquial como naquelas saliéncias acima citadas, foram
visualizados corpusculos gustativos que estdo relacionados ao processo de alimentacdo dos
peixes (EIRAS-STOFELLA; CHARVET-ALMEIDA, 1998).

De acordo com Eiras-Stofella e Charvet-Almeida (1998), o alimento depois de ser
separado pelos corpulsculos gustativos, € acumulado pelo muco secretado pelas células
mucosas que esta sobre os canais formados pelas “microridges”. Estas se dispdem em forma
concéntrica sobre a superficie das células pavimentosas poligonais presentes nos filamentos
secundarios, nos arcos e nos rastros branquiais (FONSECA NETO; SPACH, 1999;
MACHADO, 1999; EIRAS-STOFELLA; CHARVET-ALMEIDA, 2000; KUMARI et al.,
2005) e funcionam como uma capa protetora para essas estruturas contra lesdes durante o
deslocamento do alimento em dire¢do ao estobmago (EIRAS-STOFELLA; CHARVET-
ALMEIDA, 1998). Desse modo, as microridges podem exercer a funcdo de aprisionadoras de
muco liberada pelas células mucosas (FONSECA NETO; SPACH, 1999; MACHADO, 1999;
ARAUJO et al., 2001; MAZON; CERQUEIRA; FERNANDES, 2002).

Os corpusculos gustativos sdo estruturas pesentes em varias por¢des do corpo do
peixe - cavidade bucofaringea, superficie das nadadeiras, labios, cabeca e sobre todo o corpo
(KUMARI et al., 2005; NEUMANN, 2008; ARAUJO, 2011). Eles apresentam receptores
quimicos em sua superficie (EIRAS-STOFELLA; CHARVET-ALMEIDA, 1998; KUMARI
et al., 2005; LIMA et al., 2009), além de habilitarem-se, as vezes, como um mecanorreceptor
(CLAVIJO-AYALA, 2008). Os corpusculos possuem a fungdo de localizar (CESTAROLLLI,
2005; PAES, 2008; ARAUJO, 2011), reter (OLIVEIRA RIBEIRO; MENIN, 1996), degustar
o alimento filtrado (EIRAS-STOFELLA; CHARVET-ALMEIDA, 2000; PAES, 2008; LIMA
et al., 2009; ARAUJO, 2011) e perceber certas substancias quimicas, como aminoéacidos
(CESTAROLLI, 2005; MAI, 2009). Com isso eles sdo sitios de sinalizacdo do tipo de
alimento ingerido tanto nas branquias como na cavidade bucofaringea e nos rastros branquiais
(EIRAS-STOFELLA; CHARVET-ALMEIDA, 2000; CESTAROLLI, 2005; KUMARI et al.,
2005; CLAVIJO-AYALA, 2008; NEUMANN, 2008; LIMA et al., 2009). Nos rastros
branquiais de Trichmycterus brasiliensis foram observados corplsculos/papilas gustativas
baixas, pequenas, redondas e uma longe da outra (OLIVEIRA RIBEIRO; MENIN, 1996).

Cestarolli (2005) menciona que algumas das células que compdem o corpusculo gustativo
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podem produzir e secretar muco na regido do poro, apice do corpusculo aonde se encontram
0S receptores quimicos.

Nos rastros branquiais, as células mucosas apresentam glicoproteinas neutras ou
pouco &cidas, indicando um controle na acidez da secrecdo, por parte dessas células (LIMA et
al., 2009) mediante ao grau de viscosidade (PAULINO, 2011) e que protegem os rastros dos
agentes vindos do meio externo (SABOIA-MORAES et al., 1996; GLUSCZAK, 2008; LIMA
et al., 2009) e esta secrecdo sofre continua renovacdo (HARA; THOMPSON, 1978). Nas
branquias, 0 muco, composto por agucares e acidos sialicos (mucos neutros), tem a funcdo de
protegé-las para que ndo sofram nenhuma injdria a passagem de sélidos, embora 0s mucos
acidos exercam essa mesma funcdo, eles também retém o alimento (DUCAN et al., 2010;
PAULINO, 2011). Porém Saboia-Moraes et al. (2011) salientaram que mucos neutros
auxiliam normalmente na prote¢do quimica, enquanto que 0s mucos acidos ajudam contra a
abrasdo mecanica. Para os autores abaixo, 0 muco constitui uma linha de defesa contra
organismos patogénicos, particulas sélidas e substancias toxicas, além de ajudar na
osmorregulacido (MISRA et al., 1987; MACHADO, 1999; ARAUJO et al., 2001;
GLUSCZAK, 2008; PAES, 2008; DUCAN et al., 2010; SABOIA-MORAES et al., 2011).

Tanto as células claviformes, como as células mucosas, servem para protecao e
defesa do organismo, j& que as primeiras se localizam entre as células basais do epitéelio
estratificado dos rastros branquiais, ficando em contato direto com o exterior (LIMA et al.,
2009).

Nas branquias de Prochilodus scrofa, assim como em outras espécies de peixe, as
células cloridricas servem como um indicador da quantidade de sais presentes na dgua e no
plasma sanguineo, onde seu nimero pode variar com a quantidade destas moléculas (EIRAS-
STOFELLA; CHARVET-ALMEIDA, 1998; SILVA et al, 2003; CAMARGO;
FERNANDES; MARTINEZ, 2009; LIMA et al., 2009). Estas mesmas células contribuem
para o papel exercido pelas branquias nos peixes dulcicolas, na absor¢édo de cloreto de sodio
do ambiente (MACHADO, 1999; PISAM et al., 2000; RIBEIRO, 2007; CAMARGO;
FERNANDES; MARTINEZ, 2009; LIMA et al., 2009; PAULINO, 2011), como também de
calcio e a de HCO3z" (MACHADO, 1999; CAMARGO; FERNANDES; MARTINEZ, 2009;
LIMA et al., 2009 e PAULINO, 2011) e na eliminacdo de NH4* e de prétons em agua com pH
baixo (MACHADO, 1999; LIMA et al., 2009; PAULINO, 2011). Nos teledsteos de agua
salgada, elas realizam a secrecgéo ativa do cloreto de sodio (MACHADO, 1999; PIECHNIK,
2006; PAULINO, 2011).



33

Mesmo com tanta funcionalidade, os rastros branquiais ndo estdo livres de serem
parasitados principalmente por trés familias de Poecilostomatoida (ordem de copépodes) -
Ergasilidae, Vaigamidae e Amazonicopeidae (MALTA, 1994) - e por monogenoides
(SANCHES; OSTINI; RODRIGUES, 2007).

1.2 Biologia de Astyanax altiparanae (Characidae)

Os lambaris ou tambius pertencem a subfamilia Tetragonopterinae, que sdo
estritamente de dgua doce e, da familia Characidae, sdo 0s que apresentam o maior nimero de
espécies, sendo o género Astyanax 0 mais comum no Estado de Sado Paulo (NOMURA, 1975).
Os lambaris sdo altamente utilizados para consumo humano, porém apresentam médio valor
comercial devido ao seu pequeno porte. Por outro lado, eles possuem grande valor ecoldgico
como espécie forrageira (GODQY, 1975). Além disso, sdo considerados transformadores de
particulas organicas em proteina, que por sua vez devera alimentar aves e peixes pertencentes
a niveis troficos superiores, como 0s piscivoros.

A espécie A. altiparanae caracteriza-se por apresentar o corpo prateado, com a
regido ventral esbranquicada e a regido dorsal cinzenta, as nadadeiras caudal, anal e pélvica
sdo amareladas enquanto as demais séo hialinas ou levemente amareladas. Na caudal, ainda,
h& 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; SATO;
ROSA, 1984) sendo esta espécie conhecida popularmente por lambari relégio ou lambari-de-
rabo-amarelo. Contudo, como esta espécie ocorre numa grande diversidade de
microambientes, as populacGes desse lambari ndo sdo homogéneas quanto a morfologia. Essa
espécie apresenta grande capacidade adaptativa exploratdria, utilizando estratégias
diferenciadas na estrutura da populacdo (GOMIERO; BRAGA, 2003). Portanto, a elevada
plasticidade alimentar de A. altiparanae, bem como sua capacidade de se reproduzir em todos
0s ambientes, explicam o sucesso desta espécie no processo de colonizacdo de novos habitats.

Entretanto, observa-se uma preferéncia pela permanéncia em aguas mais Iénticas.

1.3 Detergentes biodegradaveis

Populacdes de peixes sdo sensiveis a impactos ambientais resultantes de diversos

fatores, seja a introducdo de espécies exdticas, de detritos industriais ou residuais,
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derramamento de Oleo, de pesticidas ou de outros agentes, que podem afetar diretamente a
ecologia e a sobrevivéncia das espécies.

Os detergentes biodegradaveis, compostos a base de dodecil-benzeno-sulfonato de
sodio, sao considerados detergentes brandos, por possuirem uma cadeia lateral linear alifatica
(ALLINGER et al., 1978). Os detergentes utilizados atualmente tém sido alvo de criticas
(MISRA et al., 1985; MUNGRAY; KUMAR, 2009). Segundo Brown e Mitrovic e Stark
(1968) a toxicidade oriunda do detergente se eleva com o aumento do comprimento de sua
cadeia. Além disso, ndo 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 rios e lagos, pelo aumento na velocidade de
crescimento e reproducdo de algas e ervas daninhas (ALLINGER et al., 1978). Este processo
é 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).

1.4 Justificativa

O presente estudo se justifica pelo fato desta parte das branquias ser muito
importante no processo de selecdo do alimento, e ser muito pouco estudada principalmente

nos animais das bacias hidrogréficas do estado de Sao Paulo.
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2 OBJETIVO
Nosso estudo pretendeu analisar os rastros branquiais de Astyanax altiparanae, com

0 intuito de se inferir sobre a sua eficacia no processo de sinalizacdo de agentes poluidores

e/ou perturbadores da fisiologia do 6rgdo em questéo.
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3 MATERIAL

Para a realizagdo do presente experimento foram utilizados sessenta individuos da
espécie Astyanax altiparanae, com o mesmo estagio de desenvolvimento, obtidos junto ao
ICMBIo/CEPTA — Instituto Chico Mendes (Pirassununga, SP), amostrados no rio Mogi-
Guagu.

Os peixes foram analisados separadamente em periodos distintos (ver na Secdo 4.1
Amostragem e Tratamentos). Foram mantidos em duas caixas de polietileno com capacidade
de 500 litros cada, que receberam amostras de agua do tratamento e do controle. Detergente
(D): agua com poluentes do tipo detergentes biodegradaveis (veja na Secdo 4 Método, logo
abaixo); Controle (C): 4gua limpa coletada no poco artesiano, situado na UNESP (Rio Claro).

Para as andlises ultraestruturais foram utilizadas as instalagbes do Centro de
Microscopia Eletrénica da UNESP, Rio Claro, enquanto para as analises histoldgicas foram
utilizados microscopios Leica CM 2000 do Departamento de Biologia do Instituto de
Biociéncias da UNESP, Rio Claro.

Para todas as analises foi utilizado o primeiro arco branquial esquerdo dos

individuos.
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4 METODOS

4.1 Amostragem e Tratamentos

Foram utilizados 03 casais, sendo as matrizes escolhidas ao acaso para a reproducéo,
garantindo a manutengdo da variabilidade genética dos individuos para o experimento. Os
mesmos foram colocados em caixas de polietileno de 500 litros (Figura 1) e a exposi¢do ao
poluente foi realizada por um periodo total de 05 meses, sendo que foram realizadas duas
coletas, uma ap6s o primeiro més de experimento e outra ao final dos 05 meses. Os animais
foram alimentados com a mesma racdo fornecida no ICMBIo/CEPTA - Instituto Chico
Mendes.

Figura 1 — Estrutura montada na UNESP — Campus de Rio Claro, contendo caixas de
polietileno de 500L, nas quais parte do experimento foi realizado.

Fonte: Bruno Fiorelini Pereira

O grupo controle foi exposto a 4gua comprovadamente pura do pogo artesiano da
UNESP, Rio Claro, que recebe posterior tratamento com cloro, segundo as normas da
SABESP, para eliminar as possiveis contaminagdes da mesma. O grupo detergente foi
exposto a uma diluicdo na propor¢cdo 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 os parametros quimicos, como a concentracdo de cloro fossem
mantidas as mesmas. Para uma melhor analise dos resultados obtidos, amostras das aguas do

grupo controle e do detergente foram analisadas no Laboratorio de Analise de Aguas do
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Departamento de Geologia Aplicada do Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas da
UNESP, Campus de Rio Claro. Estas analises foram realizadas para os dois experimentos
deste trabalho, seguindo as normas do Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2005), para os parametros descritos abaixo:

Foi realizada a determinacdo de metais por ICP-AES para os elementos: Ba, Ca, Cd,
Co, Cr(t), Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, P(t), Pb, Si, Sr e Zn. Os anions: CI, CIO2,, F, NO2, NOs/,
PO.*, SO42, acetato e oxalato mais os cations K*, Li*, Na* e NH4* foram determinados por
cromatografia ibnica. Foi realizada também a anélise de pH, condutividade, alcalinidade total
e carbonatos por titulacdo potenciométrica.

Poucos estudos abordam os valores de toxicidade dos detergentes biodegradaveis,
segundo Roy (1988a) a DL50 para diversos grupos de peixes varia entre 7ppm e 22,5ppm.
Nesse sentido, o presente estudo utilizou uma diluicdo de 1ppm, pois visou detectar alteragdes
histologicas ja com niveis baixissimos de agente poluentes, tendo em vista que a diluicdo de
detergentes em rios, ndo deva exceder este valor.

Antes de sacrificados para a coleta do 6rgdo a ser analisado, os animais foram
anestesiados em solugdo de benzocaina (0,1g de benzocaina em 1mL de alcool etilico para
cada 100mL de agua deionizada), para amenizar o sofrimento dos individuos durante o

processo de dissecacao.

4.2 Andlises histolégicas

Para a analise histoldgica, foram sacrificados ao todo 24 individuos sendo 06 de cada
grupo, em cada coleta. Os primeiros arcos branquiais esquerdos de todos os peixes foram
retirados e um fragmento dos mesmos foi fixado em Bouin aquoso e em paraformoldeido
0,4%, desidratado em &lcool, preparado para a técnica de inclusdo em resina, com rea¢des em
Hematoxilina — Eosina, para a analise de possiveis alteragdes na morfologia do 6rgdo, em
PAS e em Azul de Alcian pH= 1,0 e 2,5, para deteccdo das células de muco. Outros
fragmentos também foram fixados em formol neutro, para a reacdo de Von Kossa, para a
visualizacdo das células de cloro segundo Pereira e Caetano (2009) e em Karnovisky para a
analise ultramorfoldgica.

- Hematoxilina e Eosina: segundo Becak e Paulete (1976), para a realizacdo desta

técnica as laminas foram deixadas em agua destilada por 1 min., coradas com hematoxilina
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por 5 min., reagiram com agua por 4 min., foram lavadas em agua corrente, coradas com
eosina por 5 min. e lavadas novamente em agua corrente.

- PAS (Acido Periodico de Schiff): segundo Becak e Paulete (1976), para a
realizacdo desta técnica as laminas foram deixadas em acido periodico 0,4% por 10 min.,
depois lavadas em agua destilada, reagiram com o reativo de Schiff por 1h no escuro, em
seguida lavadas em agua sulforosa (3 banhos de 1 min. cada) e por fim, lavadas em agua
corrente por 10 min.

- Azul de Alcian (pH= 1,0): segundo Becak e Paulete (1976), a técnica consiste em
lavar o material em agua destilada e depois corar com azul de Alcian pH= 1,0 durante 15 min.
e em seguida, lavar em agua destilada.

- Azul de Alcian (pH= 2,5): segundo Becak e Paulete (1976), a técnica consiste em
lavar o material em agua destilada e depois corar com azul de Alcian pH= 2,5 durante 15 min.
e em seguida, lavar em agua destilada.

- Von Kossa: segundo Pereira e Caetano (2009), para a realizacdo desta técnica as
laminas foram coradas por 20 min. com nitrato de prata, depois lavadas rapidamente em &gua,
reveladas com D-72 por 1 min., tratadas com tiossulfato 5% por 30 min. e em seguida lavadas
em agua destilada.

- Microscopia Eletronica de Varredura: o material foi fixado em Karnovisky no
minimo por 2 horas. Depois foi desidratado em acetona (numa bateria de 50% até 100%, a
cada 5 min., sendo duas vezes em Acetona pura), e em seguida levado ao ponto critico. Entdo
o material foi colado nos stubs com fita dupla face. Os stubs foram levados ao Sputtering para
cobrir o material com carbono e ouro e foi observado ao Microscopio Eletronico de Varredura
modelo Hitachi TM3000.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Foram consideradas as células de muco presentes em 10 rastros de mesmo tamanho.
As medias da contagem das células supracitadas entre 0s grupos controle e 0 exposto ao
detergente foram comparadas pelo teste F de homogeneidade de variancia (BERQUO;
SOUZA; GOTLIEB, 1981; ZAR, 1999), no Microsoft Office Excel 2007 (MICROSOFT
CORPORATION, 2007). Em seguida, foi aplicado o teste Shapiro-Wilk para ver se havia ou
ndo normalidade entre os grupos estudados. Como ndo houve normalidade usou o teste Mann-
Whitney (BERQUO; SOUZA; GOTLIEB, 1981; ZAR, 1999; AYRES, 2011), independente
da igualdade ou ndo das variancias, sendo estas Ultimas analises realizadas no software
BioEstat 5 (AYRES et al., 2007).
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6 RESULTADOS

6.1 Histologia dos rastros branquiais do arco branquial esquerdo de A. altiparanae

6.1.1 Analisede 30 dias

Com 01 més de experimento, as analises histoldgicas mostraram através da contagem
de células de muco, que o grupo detergente apresentou alteraces nos rastros branquiais.

As células de muco que reagiram as técnicas PAS, AB pH= 2,5, PAS/AB pH= 2,5/
AB pH= 10 e AB pH= 1,0, foram nomeadas em células de muco tipo 1, 2, 3 e 4,
respectivamente, de acordo com Paulino (2011).

Pelo teste de Mann-Whitney, verifica-se que ndo ocorreram variagdes significativas
nos nimeros de células de muco tipo 1 [PAS*] e 4 [AB* (pH= 1,0)], com p > 0,05, porém,
quando analisadas as células de muco do tipo 2 [AB* (pH= 2,5)] e 3 [PAS'/AB* (pH= 2,5)/
AB" (pH= 1,0)], pode-se observar proliferacdo destas no grupo detergente, com p < 0,05
(Tabela 1) (Figuras3 Ae B,4 Ae B).

Tabela 1 — Média e o desvio padrdo dos 04 tipos de células de muco para cada grupo no
tempo de 01 més e os resultados estatisticos (p) pelo teste de Mann-Whitney entre 0 grupo
controle e o grupo detergente. Observe as diferencas significativas nas células do tipo 2 e 3
entre 0S grupos.

Grupo Grupo
Resultados
Controle Detergente Estatisticos
1 més 1 més ()
Ce'“'T""iSi s M= 31,1 M= 39,5 s
[PAS'] DP=1438 DP=19,9
Celula_de muco: M= 9.4 M= 18,6
Tipo2 DP=78 DP=3,7 <005
[AB" (pH=2,5)] ’ '
Célula de muco:
Tipo 3 M= 8,6 M= 28,5 <005
[PAS/AB" (pH= 1,0)/AB* DP=9.3 DP=17,2 ’
(pH=2,5)]
Celu!lfi\id((e) Tuco. M= 10,7 M= 16,3 N
b DP=11,1 DP=8,6

[AB" (pH=1,0)]

Fonte: Elaborado pela autora.

Notas: DP= desvio padrdo, M= média, ns= ndo significativo.
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Nota-se que as células de muco, presentes nos rastros branquiais de peixes expostos
ao detergente reagiram a técnica de Von Kossa (Figura 2 A). O mesmo ndo é observado nos
rastros branquiais de peixes do grupo controle (Figura 2 B), indicando que essas células estdo
auxiliando na osmorregulacdo. No entanto, nenhuma célula de cloro é observada nessa
técnica, em ambos 0s grupos.

Séo observados corplsculos gustativos nos rastros branquiais tanto no grupo controle

guanto no grupo exposto ao detergente, como visto nas Figuras 3 A, 5 Ae B.
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Figura 2 — Rastros branquiais de A. altiparanae. A. Mostra as células de muco (CM) no
rastro branquial (RB) do grupo detergente que reagiram a técnica de Von Kossa. B. Mostra
que ndo houve nenhuma reacao dessas celulas no rastro branquial do grupo controle a técnica
de Von Kossa.

A 100 pm

RB

B 100 pm

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 3 — Rastros branquiais de A. altiparanae. A. Mostra muitas células de muco (CM) por
toda a superficie do rastro branquial (RB) do grupo detergente. Observe um corpusculo
gustativo (CG) na extremidade dele. Técnica de PAS. B. Mostra poucas células de muco com
reacao positiva para a técnica PAS na superficie do rastro branquial do grupo controle.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 4 — Rastros branquiais de A. altiparanae. A. Mostra muitas células de muco (CM)
com reacdo fortemente positiva a técnica de Azul de Alcian pH= 2,5 no rastro branquial (RB)
do grupo detergente. B. Mostra poucas células de muco com reacdo positiva para a técnica de
Azul de Alcian pH= 2,5 pela superficie do rastro branquial do grupo controle.

- RB

I

A 100 pm
RB
[
cm
3 *

B 100 pm

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 5 — Rastros branquiais de A. altiparanae. A. Detalhe do rastro branquial (RB) do
grupo controle, aonde pode ser observado um corpusculo gustativo (CG) em sua regido
ventral. Técnica de H-E. B. Rastro branquial do grupo detergente mostrando as células de
muco (CM) bem conspicuas e um corpusculo gustativo (campo superior da Figura). Técnica
de H-E.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6.1.2 Analise de 05 meses

Quando analisadas as quantidades de células de muco dos tipos 2, 3 e 4 ndo sdo
encontradas diferencas significativas entre os grupos, com p > 0,05, ao contrario das células
de muco do tipo 1, em que se observaram uma reducdo no numero destas no grupo detergente
em relagdo ao do grupo controle, com p < 0,05, para o teste Mann-Whitney (Tabela 2).

Tabela 2 — Média e o desvio padrdo dos 04 tipos de células de muco para cada grupo no
tempo de 05 meses e 0s resultados estatisticos (p) pelo teste de Mann-Whitney, entre o grupo
controle e o grupo detergente. Observe a diferenca significativa nas células do tipo 1 entre os
grupos.

Grupo Grupo
Resultados
Controle Detergente Estatisticos
5 meses 5 meses (9)]
Ce'“'Taigi T“CO: M= 24,8 M= 11,0 <005
[PAS'] DP=10,8 DP=5,6
Celu!?id(ca) r2nuco: M= 14,2 M= 6,2 N
(AB* (ppH: 25)] DP=12,8 DP=5,3
Célula de muco:
Tipo 3 M= 20,8 M=11,8 ns
[PAS/AB* (pH= 1,0)/AB* DP=6,9 DP=12/4
(pH=25)]
Celu!lzilidi Tuco. M= 14.1 M= 6.1 N
P DP=76 DP=3,0

[AB* (pH=1,0)]

Fonte: Elaborado pela autora.
Notas: DP= desvio padrdo, M= média, ns= néo significativo.

E observado para a técnica de Von Kossa, que novamente as células de muco
presentes nos rastros branquiais do grupo detergente reagiram a essa técnica (Figuras 6 B e
C). Nota-se, ainda, a liberacdo de secrecdo do contetdo das células de muco na regido distal
dos rastros (Figuras 6 B e C). Nos rastros de peixe do grupo controle observa-se que nenhuma
célula de muco reagiu a técnica de Von Kossa, como pode ser visto na Figura 6 A. No
entanto, nenhuma célula de cloro é visualizada nessa técnica, em ambos 0S grupos.

A diminuicdo no numero de células de muco nos rastros branquiais de peixes
expostos ao detergente pode ser constatada quando comparada com aquelas de peixes do
grupo controle, independente do tamanho dos rastros, como pode ser visto nas Figuras 7 A e

B, devido possivelmente a hipersecre¢cdo de muco.
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Observa-se ainda nas Figuras 8 A e B a liberacdo do conteudo das células de muco
dos rastros branquiais expostos ao contaminante, onde se nota 0 muco por toda a superficie
dos rastros.

Séao vistos corpusculos gustativos e denticulos nos rastros branquiais, que auxiliam
na selecdo e retencdo de alimentos, respectivamente, como os visualizados nas Figuras 9 A e
B.



49

Figura 6 — Rastros branquiais de A. altiparanae. A. Rastro branquial (RB) do grupo controle
sem reacdo a técnica de Von Kossa. B. Mostra células de muco (CM) préximo do arco
branquial (AB) do grupo detergente. Técnica de Von Kossa. C. Mostra as células de muco
liberando seu contetdo, como pode ser notado na borda (em marrom claro) do &pice do rastro
branquial do grupo detergente. Técnica de Von Kossa.

100 pym

RB T

- &£CM

Ilhllp. & BT

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 7 — Rastros branquiais de A. altiparanae. A. Mostra muitas células de muco (CM) no
rastro branquial (RB) do grupo controle. Técnica de Azul de Alcian pH= 1,0. B. Mostra
menor nimero de células de muco no rastro branquial do grupo detergente, além de células de
muco liberando seu conteudo (indicado pela borda azul). Técnica de Azul de Alcian pH=1,0.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 8 — Rastros branquiais de A. altiparanae do grupo detergente. A. Vista geral do rastro
branquial (RB) mostrando a liberacdo de muco pelas células de muco (indicado pela borda
azul ao redor do rastro). Técnica de Azul de Alcian pH= 1,0. B. Detalhe de uma célula de
muco liberando seu conteudo (indicado pela seta). Técnica de Azul de Alcian pH=2,5.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 9 — Rastros branquiais (RB) de A. altiparanae do grupo detergente. A. Mostra dois
corpusculos gustativos (CG) em seu apice. Células de muco (CM). Técnica de Von Kossa B.
Mostra dois denticulos (D) em sua lateral direita. Técnica de H-E.

Fra

A

188 jan

Fonte: Elaborado pela autora.

6.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do arco branquial esquerdo de A.
altiparanae

6.2.1 Anélisede 30 dias

Em menor aumento, como visto na Figura 10, observa-se que os rastros branquiais
variam de tamanho ao longo do arco branquial esquerdo e que eles se localizam opostos as
branquias, voltados em direcdo a cavidade bucofaringeana. Eles também apresentam
estruturas tais como os corpusculos gustativos, que dispdem em sua regido ventral (Figura 13
A) e os denticulos, que situam em suas laterais (Figura 10).

Nas Figuras 11 A e B notam-se que a epiderme dos rastros branquiais é formada por
células pavimentosas. Elas apresentam formato poligonal, sendo estas encontradas em varios
tamanhos e sdo delimitadas por uma microprega. Essas células apresentam-se lisas na regido
dorsal e enrrugadas na regido ventral dos rastros. Em seu interior observa-se microssaliéncias
conceéntricas, algumas vezes irregulares, chamadas microridges.

As células de muco ndo sdo observadas no 6rgdo em questdo, a indicacdo de sua
presenca € constatada pelas aberturas entre as células pavimentosas, responsaveis pela
liberacdo do conteudo dessas células (Figuras 11 A, 12 A e B), ja que as células pavimentosas
encobrem as células mucosas. Esse muco secretado se ancora nas microridges (Figura 13 C) e

nos denticulos (Figura 14 B).
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Os corpusculos gustativos sdo protuberancias encontradas enfileiradas ou dispostas
ao acaso na regido ventral dos rastros branquiais (Figura 13 A). Eles apresentam um poro
gustativo em seu apice (Figura 13 B), que é preenchido por receptores quimicos (Figuras 13 B
e C) que ajudam a selecionar o alimento a ser ingerido. Ao comparar 0s receptores quimicos
de ambos os grupos, observam-se diferencas entre eles, pois 0s receptores quimicos dos
rastros branquiais do grupo detergente (Figura 13 B) se encontram dilatados e em pouca
quantidade, diferente dos receptores do grupo controle (Figura 13 C), que dispunham
semelhante a um tufo e em grande quantidade.

Os denticulos s@o pequenas evaginagdes dos rastros branquiais, que colaboram na
retencdo de alimento. Na Figura 10 pode ser observada uma vista geral e nas Figuras 14 A, B
e C, uma visdo detalhada dos denticulos.

No presente estudo, uma célula de cloro é observada devido ao seu formato de rede
(Figura 15).

Figura 10 — Micrografia de varredura do arco branquial esquerdo de A. altiparanae. Vista
geral dos rastros branquiais (RB) do grupo controle mostrando os denticulos (D) dispostos em
suas laterais. Arco branquial (AB) e branquia (B).

TM3000_3880 2012/10/17 1421 A D43 x100 1T mm

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 11 — Micrografia de varredura do arco branquial esquerdo de A. altiparanae. A. Vista
geral da epiderme dos rastros branquiais do grupo controle mostrando uma abertura de saida
de muco (A). Muco (M) e célula pavimentosa (CP). B. Detalne das
microssaliéncias/microridges (Mr) na superficie das células pavimentosas dos rastros
branquiais do grupo detergente.

TM3000_3962 20121019 1621 A D39 x40k  20um

TM3000_3894 20121017 1659 A D45 x6.0k 10 um

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 12 — Micrografia de varredura do arco branquial esquerdo de A. altiparanae. A. Vista
geral das aberturas de saida de muco entre as células pavimentosas da regido ventral do rastro
branquial do grupo detergente. B. Detalhe de uma abertura de saida de muco (A) no rastro
branquial do grupo controle. C. Gotas de muco saindo das aberturas no epitélio do rastro
branquial do grupo detergente. Denticulo (D).

1719 A D46 x18k  50um

2012016 1§13 A D42 x70k 10um

Th3000_3560 2012M0M8 1608 A D43 x30k  30um

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 13 — Micrografia de varredura do arco branquial esquerdo de A. altiparanae. A. Vista
geral dos corpusculos gustativos (CG) enfileirados na regido ventral do rastro branquial do
grupo detergente. B. Poros nos apices dos corpusculos gustativos preenchidos por receptores
quimicos no rastro branquial do grupo detergente. C. Mostra um grupo de receptores
quimicos (RQ) nos corpusculos gustativos do rastro branquial do grupo controle. Muco (M).

2012017 1530 A DAT 200 500 um

TM3000_3357 20121019 1542 A D41 x50k 20um

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 14 — Micrografia de varredura do arco branquial esquerdo de A. altiparanae. A. Vista
geral dos denticulos (D) no rastro branquial do grupo controle. Muco (M). B. Denticulo
coberto por muco no rastro branquial do grupo controle. C. Detalhe de um denticulo no rastro
branquial do grupo detergente.

2012M0MT 1500 A

20121018 16013 A Ddd x40k

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 15: Micrografia de varredura do arco branquial esquerdo de A. altiparanae do grupo
detergente mostrando a abertura de uma célula de cloro (CC) na superficie do rastro
branquial.

TM3000_3956 20121019 1523 A D45 x/.0k 10 um

Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.2 Anéalise de 05 meses

A forma das células pavimentosas ndo mudou apds 05 meses de experimento,
entretanto encontram-se outra estrutura, a microbridge — ponte que interliga uma microridge a
outra numa mesma célula pavimentosa — em grande quantidade, em ambos 0s grupos que,
provavelmente, contribui para aumentar a eficiéncia de retencdo de muco nas microrigdes
(Figuras 16 A e B).

N&o houve mudanca na estrutura dos denticulos (Figura 17) em comparagdo com 0s
de 30 dias.

Quanto aos corpusculos gustativos, 0s receptores quimicos nos rastros branquiais do
grupo detergente dilataram ainda mais no &pice dos corpusculos, indicando que esses

receptores sdo muito sensiveis a esse contaminante (Figuras 18 B e C).
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Notam-se entre as células pavimentosas, além das aberturas de saida de muco
(Figuras 16 A e 17), células quimiorreceptoras isoladas abertas, fechadas e de formato de um
polipo de coral (Figuras 16 B e 18 A).

Figura 16 — Micrografia de varredura do arco branquial esquerdo de A. altiparanae. A.
Detalhe das células pavimentosas (CP) mostrando suas microridges (Mr) e microbridges (Mb)
no rastro branquial do grupo controle. Muco (M) e abertura de saida de muco (A). B. Detalhe
das células pavimentosas mostrando muitas microbridges conectando as microridges a outras,
como se fosse uma teia de aranha no rastro branquial do grupo detergente. Célula
quimiorreceptora isolada (S).

TM3000_2643 2012/06M12 14:20 AL DS.5 x6.0k 10 um

TM2000_2678 2012/06M12 1532 AL D10.2x5.0k  20um

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 17 — Micrografia de varredura do arco branquial esquerdo de A. altiparanae.
Denticulo (D) do rastro branquial do grupo detergente em maior aumento. Abertura de saida
do muco (A), muco (M), microridges (Mr) e célula pavimentosa (CP).

TM3000_2667 2012/06M12 1514 AL D9.7 x3.0k  30um

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 18 — Micrografia de varredura do arco branquial esquerdo de A. altiparanae. A.
Detalhe do corplsculo gustativo visto de perfil no rastro branquial do grupo controle
mostrando seus receptores quimicos (RQ). Célula quimiorreceptora isolada (S). B. Detalhe
dos corpusculos gustativos (CG) vistos de perfil no rastro branquial do grupo detergente
mostrando seus receptores quimicos. C. Detalhe do corpusculo gustativo visto de cima no
rastro branquial do grupo detergente mostrando seus receptores quimicos dilatados.

TM3000_2642 201206M2 1417 AL D95 =60k 10 um

20120612 1632 AL D88 x50k 20 um

TM3000_2695

Fonte: Elaborado pela autora.
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6.3 Analise da agua das caixas de polietileno dos grupos controle e detergente

A anélise da &gua do grupo detergente constatou que a concentracdo de alquil
benzeno sulfonato linear — LAS (o principal componente do detergente utilizado), foi de
0,375mg/L.

A 4gua com a diluicdo de detergente apresentou pH com maior alcalinidade quando
comparada com a do controle (controle: 5,39; detergente: 6,04). Esta modificacdo se deve a
elevacdo na concentragdo de HCOs™ presentes na amostra (controle: 1,2mg/L; detergente:
6,04mg/L). E, ainda apresentou elevacbes consideradas significativas nos seguintes
parametros: NO2™ (controle: <0,04mg/L; detergente: 1,15mg/L) e Ni (controle: <0,010mg/L;
detergente: 0,066mg/L).

A andlise completa da agua do controle e aquela com o detergente se encontram no

Anexo — Analise quimica da dgua do controle e da agua com detergente.
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7 DISCUSSAO

7.1 Morfologia do rastro branquial do arco branquial esquerdo de A. altiparanae

A constituicdo da epiderme dos rastros branquiais de A. altiparanae consiste
basicamente em células pavimentosas, que apresentam em seu interior microssaliéncias
conceéntricas, algumas vezes irregulares, chamadas microridges. Entre as células pavimentosas
sdo encontradas aberturas. Estas aberturas sdo indicacGes da presenca de células de muco
nesse Grgao, pois essas células sdo encobertas pelas células pavimentosas e sao ali que o muco
é liberado para o exterior. Essa observacdo corrobora com o que é visto em Seindachnerina
brevipina, no qual também as células de muco presentes nos filamentos e nas lamelas
branquiais eram encobertas pelas células pavimentosas (Lima et al., 2009). O muco, secretado
pelas células de muco, se ancora nas microridges presentes nos rastros branquiais, porque
estas estruturas formam canais no interior das células pavimentosas, como é observado por
Eiras-Stofella e Charvet-Almeida (1998), Fonseca Neto e Spach (1999), Mazon e Cerqueira e
Fernandes (2002) e Machado e Fanta (2003). Apos 05 meses de experimento, outra estrutura é
visualizada entre as microridges, a microbridge — ponte que interliga uma microridge a outra
numa mesma célula pavimentosa —, em ambos 0s grupos o que, provavelmente, contribui para
aumentar a eficiéncia de retencdo de muco nas microrigdes. Além dessas células, ha também,
nos rastros branquiais de A. altiparanae, corpusculos gustativos, células de cloro, denticulos e
células quimiorreceptoras isoladas.

As células quimiorreceptoras isoladas sdo encontradas entre as células pavimentosas
dos rastros branquiais de A. altiparanae. No estudo elas podem ser visualizadas abertas ou
fechadas e algumas apresentam formato de um polipo de coral. Essas mesmas células sdo
também visualizadas em pacu (CLAVIJO-AYALA, 2008). Nesse estudo, comentou-se que as
células quimiorreceptoras isoladas sdo essenciais no reconhecimento de feroménios e de
constituintes de &cidos e sais biliares, além de ajudar na percep¢do do alimento (CLAVIJO-
AYALA, 2008).

7.2 Efeito do detergente biodegradavel nos rastros branquiais do arco branquial
esquerdo de A. altiparanae

Paulino (2011) ressalta que os estudos histopatoldgicos sdo importantes para a

verificacdo de Orgdos sensiveis a determinadas substancias toxicas. Esses estudos sdo



64

utilizados como fonte de dados para determinar a qualidade da saude dos peixes expostos a
essas substancias em experimentos realizados tanto em laboratério como em campo. Reis et
al. (2009) e Paulino (2011) afirmam que as composi¢des fisica, quimica e bioldgica de um
corpo de agua pode influenciar na hiper e hipoplasia das células de muco e que a hiperplasia
em conjunto com a hipersecrecdo dessas células contribuem no sistema de defesa dos peixes
contra o contaminante. E mais, Paulino (2011) considera que uma das maneiras de determinar
a qualidade da agua seria quantificar os tipos de células mucosas. E, isso € feito no presente
estudo.

No primeiro més de experimento, pelo teste de Mann-Whitney, verifica-se que ndo
ocorreram variagoes significativas nos nameros de células de muco tipo 1 [PAS*] e 4 [AB*
(pH= 1,0)], com p > 0,05, porém, quando analisadas as células de muco do tipo 2 [AB™ (pH=
2,5)] e 3 [PAS'/AB* (pH= 2,5)/AB" (pH= 1,0)], pode-se observar proliferacdo destas no
grupo detergente, com p < 0,05 (Tabela 1). J& no quinto més de experimento, quando,
novamente, analisadas as quantidades de células de muco dos tipos 2, 3 e 4, ndo sdo
encontradas diferencas significativas entre os grupos, com p > 0,05, ao contrario das células
de muco do tipo 1, em que se observa uma reducdo no numero destas no grupo detergente em
relacdo ao do grupo controle, com p < 0,05, para 0 mesmo teste (Tabela 2). O mesmo ndo foi
observado por Roy (1988b) e comentado em Sabdia-Moraes et al. (2011), em que os tipos de
células de muco nos epitélios do opérculo, do arco e do filamento branquial de Rita rita,
passaram de células com muco &cido a neutro no inicio do experimento para em seguida
retornar a &cido, pois Roy (1988b) aponta que em condi¢es livres de estresse o tipo de muco
secretado pelas células mucosas é o acido. Contudo, Saboia-Moraes et al. (2011) alertam para
cuidados quando comparar efeitos de poluentes e/ou alteracdes do meio, entre as branquias e
0s rastros branquiais, pois eles podem reagir de forma diferente ao mesmo estimulo, por
exemplo, em questdo da variacdo de salinidade, os rastros sd80 menos sensiveis em
comparacdo as branquias. Isso mostra que o rastro branquial do grupo detergente pode estar
passando por algum estresse ja no comec¢o do experimento, mesmo que, o tipo de celula de
muco mais produzida ndo demonstre, mas 0s receptores quimicos dos corpusculos gustativos,
comentados a seguir, mostra o contrario.

Apesar do muco secretado poder contribuir na obtencdo de alimento, aglutinando-o,
ele também auxilia na protecdo das células pavimentosas e na difusdo de agua e ions
(FONSECA NETO; SPACH, 1999). Duncan et al. (2010) ressaltam que a viscosidade dos
gliconjugados no muco determina seu papel no 6rgdo quando liberado. Tendo uma

viscosidade menor, os gliconjugados neutros sédo importantes para proteger e lubrificar o
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orgéo contra lesdes fisicas, enquanto que 0 muco acido, apresentando uma maior viscosidade,
tem o papel de fixar o material orgénico e inorganico de pequena dimensdo, além de defender
0 0Orgdo, a qual se encontra, contra lesbes e proliferacdo de patdogenos (DUNCAN et al.,
2010). Entdo, quando os rastros tomaram contato com o detergente nos primeiros 30 dias,
muitas células de muco com contetdo acido foram produzidas para tentar protegé-los contra
alguma lesdo gerada pela toxicidade do detergente. A medida que o 6rgdo continuou em
contato com esse agente quimico, se observa no final de 05 meses uma menor producgdo de
célula de muco com contetido neutro, por causa de sua grande utilizacdo na protecdo contra as
possiveis lesdes provocadas pelo detergente.

Constata-se uma grande producdo de células mucosas e de aberturas de saida de
muco nos rastros de peixes expostos ao detergente visto na histologia, ou seja, na soma das
médias de todos os tipos de células de muco totais presentes nos rastros (Miotal do grupo controle=
59,2 e Miotal do grupo detergente= 102,9) e na ultramorfologia, respectivamente, mas pouca secre¢ao
de muco, como verificado na ultramorfologia, nos primeiros 30 dias de experimento. No
entanto, na segunda coleta (no quinto més de experimento) hd um aumento na liberacdo de
muco pelas células mucosas nos rastros branquiais desses peixes, observadas na histologia e
na ultramorfologia e uma diminuicdo da quantidade dessas células no érgdo do grupo
detergente, em comparagdo ao do grupo controle (Miotal do grupo controle= 73,9 € Miotal do grupo
detergente= 35,1). Usando 6,9mg/L do detergente contendo o composto quimico SDS, Roy
(1988b) notou no inicio de seu experimento 0 aumento substancial no nimero de células de
muco nos epitélios do opérculo, do arco e do filamento branquial de Rita rita expostos ao
contaminante; seguido de secrecdo do muco, ocasionando diminuicdo no numero dessas
células, oriunda da morte das mesmas, de modo que, essa perda ndo foi reposta na mesma
velocidade que foram perdidas. Utilizando 0,005ppm do detergente contendo LAS por 30
dias, Misra et al. (1985) também observaram o aumento no nimero de células de muco e a
liberacdo de muco nas branquias de Cirrhina mrigala expostas a esse agente quimico e que
encobriu todo esse 6rgdo, privando-o de trocas gasosas. Nas eletromicrografias da epiderme
dessa mesma especie, Misra et al. (1987) verificaram-se pontos com grande deposi¢do de
muco. Esses autores comentaram que essa deposi¢cdo de muco resulta de uma interagédo
molecular entre certos componentes do muco e o detergente contendo LAS, sugerindo assim,
que o detergente contendo LAS pode ocasionar alteragcdes morfologicas nos 6rgaos expostos
ao ele, como epiderme e branquia, mesmo em pequenas concentracdes e em um curto espaco
de tempo, confirmando o estudo realizado por Venhuis e Mehrvar (2004 apud Mungray;

Kumar, 2009), em que constataram que concentracfes entre 0,02 e 1mg/L de detergente
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contendo LAS num corpo de agua causavam hipersecrecdo de muco, além de interferir nas
trocas gasosas dos peixes.

No presente estudo observa-se que 0 muco secretado pelas células de muco contribui
no balanco iénico entre a 4gua e o plasma sanguineo do animal, constatado mediante reacao
dessas células a técnica de Von Kossa. De acordo com Paulino (2011), as glicoproteinas
presentes N0 MUCO possuem cargas que atraem ions e cations no meio para serem absorvidas
pelas células de cloro.

Além das alteragdes substanciais no numero de células de muco, ha também
mudancas na estrutura dos receptores quimicos dos corpusculos gustativos nos rastros
branquiais de A. altiparanae expostos ao detergente conforme apresentado nos resultados.
Esses receptores quimicos se dilataram, observando tal fenémeno desde a primeira coleta até
o final do experimento, demonstrando que essas estruturas sdo bastantes sensiveis a algum
componente existente no detergente, o qual provavelmente prejudica a funcdo de percepcéo
de alimento no meio por esses receptores. Cancalon (1980 apud Misra et al., 1985), ao expor
Ictalurus punctatus a longa duracgéo e a grandes teores de detergente, percebeu inflamagéo da
mucosa olfativa e desnaturacdo de proteinas receptoras pela solubilizacdo da membrana
guimiossensorial.

Passados 05 meses de experimento ndo houve nenhuma mudancga na estrutura das
células pavimentosas, quanto a forma e presenca em todo o rastro branquial. Ambos 0s grupos
apresentaram microbridges em suas microridges nas células pavimentosas, para aumentar a
eficiéncia de ancoragem de muco e, essas microbridges podem ter sido formadas ao longo do
crescimento/amadurecimento do peixe. Com a exposi¢do ao detergente, essas microbridges
aumentaram em quantidade (mas nao foram quantificadas no presente estudo) nas células
pavimentosas dos rastros do grupo detergente, em relagdo ao do grupo controle. Tal estrutura,
ainda, pode desempenhar o papel de dar rigidez e consisténcia a propria epiderme, de acordo
com Kumari et al. (2005). Como também n&o houve a contagem da quantidade de
microridges em cada célula pavimentosa nos dois grupos, ndo pode este estudo corroborar
com a afirmacéo de Eiras-Stofella e Charvet-Almeida (1998), em que declararam existir uma
relacdo entre a quantidade de microridges e a de células de muco, isto é, quando a segunda
apresenta-se em quantidade maior a primeira também o faz.

Mesmo com todos esse dados, ainda é necessario mais estudos com esse 0rgao ou
com outros 6rgdos (branquia, figado, epiderme, entre outros) de peixes envolvendo o
detergente, agente quimico muito comum em corpos de agua contaminados, com enfoque,

principalmente, nas células de muco, de cloro e pavimentosas (nas microridges e



67

microbridges) e nos receptores quimicos dos corpusculos gustativos. Verificar como estas
células e estruturas séo afetados e os mecanismos de defesa que elas possuem para burlar a

acdo toxica desse contaminante.
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8 CONCLUSAO

O detergente biodegradavel foi o responsavel por alteracdes citoldgicas nos rastros
branquiais de A. altiparanae;

No primerio més de experimento, houve aumento na quantidade de células de muco
nos rastros branquiais do grupo detergente;

Também houve alteracdo no tamanho e forma dos receptores quimicos dos
corpusculo gustativos dos rastros branquiais expostos a esse contaminante;

No quinto més de experimento ocorreu uma diminui¢do no nimero de células de
muco nos rastros branquiais do grupo detergente em comparacdo ao primeiro més de
experimento;

Essa diminuicdo foi gerada pela hipersecrecdo de muco sem reposicdo rapida das
células de muco perdidas nos rastros branquiais do grupo detergente.

Os receptores quimicos dos corpusculos gustativos nos rastros branquiais do grupo
detergente continuaram aumentando de tamanho passados os 05 meses de experimento;

Na segunda coleta, observou microbridges entre as microridges nas células
pavimentosas dos rastros branquiais em ambos 0s grupos;

E, ainda, constatou a presenca de células quimiorreceptoras isoladas, também, em

ambos 0S grupos.
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ANEXO — ANALISE QUIMICA DA AGUA DO CONTROLE E DA AGUA COM
DETERGENTE

Estudo do Acido Dodecylbenzene Sulfonico — LAS

Estudo/Ativo: LAS.

Solicitante: Bruno F. Pereira.

Endereco: UNESP — Rio Claro.

Codigo do Estudo: Amostra de agua.

Realizacdo/Unidade Operacional: Global Anélise & Consultoria.
Responsavel pelo estudo: Dra. Dalva Aparecida de Souza.
Endereco: Rua Ilwagiro Toyama, 425 — Jd. Paulistano, Sdo Carlos/SP.
Estudo: 27/01/12.

- Determinagdo da concentracdo LAS.

- Andlises Cromatograficas.

Equipamento:

O equipamento utilizado para as analises cromatograficas foi um HPLC Agilent
Tecnologies 1200 series, com detector de Fluorescéncia.

Foi detectada uma série de quatro homologos com o0s seguintes Tempos de
Retencdo: 15,19; 18,13; 20,90 e 24,03 minutos.

Concentracdo Total obtida: 0,375mg/L.
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Quimica Responsavel: MSc. Mirtis I. Ariza Malagutti - CRQ: Pr. 23.478/81

Rio Claro, 27 de julho de 2011.

MSc. Mirtis Irene Ariza Malagutti
Tabela 4 — Anélise dos metais presentes na &gua do controle e da agua com detergente

VMP VMP
Portaria Portaria

Parametro Izr%gl;lil)‘ R(%Cé /34 518 Parametro tgg‘?ﬁ;‘ R(?n% /34 518

(mg/L) (mg/L)

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
Calcio 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 15
Estréncio 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
Sadio 0,01 200
Vanadio 0,010
Zinco 0,010 5

Fonte: Bruno Fiorelini Pereira.

Notas: * Calculado como N.
VMP — valor maximo permitido.
LQ - limite de quantificacdo.
Os metais foram analisados por Espectrometria de Emissdo Atémica com Fonte de Plasma de Argdnio
Indutivo (ICP-AES).



