UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

Ciéncias Biologicas

Luciana Tendolini Brito

Analise de branquias de peixes expostos as
aguas de ambiente Iéntico

Rio Claro
2009



Analise de branquias de peixes
expostos as aguas de ambiente

|éntico

Luciana Tendolini Brito

Orientadora: Carmem S. Fontanetti Christofoletti

Rio Claro

Trabalho de Conclusdo de
Curso — TCC apresentado
ao Instituto de Biociéncias
do Campus de Rio Claro,
Universidade Estadual
Paulista, como parte dos
requisitos para obtencéo dos
graus de Bacharel e
Licenciado em Ciéncias
Biolégicas.

Estado de Sao Paulo — Brasil

Outubro/2009



597 Brito, Luciana Tendolini
B362L Analise de branquias de peixes expostos as aguas de ambiente léntico
/ Luciana Tendolini Brito. - Rio Claro : [s.n.]. 2009
41 £ @ il.. figs.. tabs.

Trabalho de conclusio de curso (Licenciatura e Bacharelado -
Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncias de Rio Claro

Orientador: Carmem S. Fontanetti Christofoletti

1. Peixe. 2. Biomarcadores. 3. Metais. 4. Histologia. 5. Histoquimica.
6. Ultramorfologia. 1. Titulo.

Ficha Catalografica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP




“O mar nao me trouxe aqui, remei muito e muitos me ajudaram, contra
tempestades e ventos contrarios”

(Eu)



Este trabalho €& dedicado as
pessoas que sempre acreditaram em
mim, especialmente meus pais e meu
irmao, de quem o amor ndo mediu

esforcos para que eu chegasse aqui.



\Y
Agradecimentos

Agradeco a Deus por tudo, especialmente pelo amor da minha familia.

A minha mae, meu pai e meu irméo, pelo apoio incondicional e por
entenderem a minha auséncia.

A Carmem, por sua paciéncia e por ter sido minha orientadora.

Ao professor Flavio, por tudo que me ensinou, seja em Biologia Celular,
seja no PET, seja na vida.

A todos da SAEPE, mais que uma sec¢éo “que nado tem nojo de aluno”,
uma familia: Neide, Aurélio, Odair, Roberto e Régia. E a querida Santina que
conheci por I&.

Meus avols, por entenderem que meu trabalho exigia que eu ficasse
isolada num quartinho lendo zilhGes de artigos. Meus tios queridos, que me
incentivaram e ajudaram em todo o tempo que estive na faculdade: Alice,
Marcelo, Amalia, Terezinha e Selma. A Dora e a Flavia, pelo carinho que
sempre tiveram comigo e especialmente com meus pais e meu irmao nesses
cinco anos.

Ao pessoal da portaria: Nei, Rogério, Dario e Mirtes pelo bom dia dado
de coracdo, pelas brincadeiras de cobrar pedagio de tanto que passei pela
portaria do CEAPLA.

A D. Tereza zeladora do Marielli por ter me ensinado a usar o tanquinho,
ao S. Luis por ter sido um amigao quando eu morava naquele prédio, por me
ensinar que a bicicleta deve ser travada pela roda de tras, por rir comigo no
meu primeiro ano e me salvar das baratas. A Rosana zeladora do Pantoja, por
ter me recebido na Vila Nova.

Agradeco por ter conhecido minha melhor amiga Leila, companheira,
confiavel, atenciosa, observadora da natureza humana, animal e vegetal. Pelas
risadas e broncas que trocamos nas horas certas. Pelas vezes que me tirou da
toca para ir pra balada. Por entender minha presséo baixa e o frio que sinto.

Por me ensinar a ndo ser tdo resmungona, que é preciso desencanar um



pouco. Pelas vezes que sentamos na calcada pra tomar sorvete. Pela
seguranca que sentia em sua companhia. Pelos cursos que fizemos juntas nas
férias. Por ter conhecido sua familia e termos dado forca uns aos outros
gquando ela se juntou aos outros anjos.

As turmas de Biologia de 2004 a 2007, por terem me ajudado quando
mais precisei. Agradeco a cada um que me ajudou a seu modo. Ao Sam
(Vlamir Bozzatto) e ao Siri (Bruno Grisolia) pela luz, pelos ideais, ao Dias e ao
Beto do PET por me ensinarem a caminhar no grupo com integridade, a Anally
pelo exemplo. A Ligia por ter me ajudado nos momentos de baixa auto-estima
e também por ter experimentado minhas experiéncias na cozinha.

Agradeco aos meus amigos e colegas de outros cursos, pelos sorvetes,
lanches, conversas, almocos, batalhas de War e Banco Imobiliario, etc.

Agradeco a Cintya Christofoletti e a Danila Torres pelo apoio nas coletas
de agua.

Agradeco também, por toda a demora, falta e dano de material que me
deixaram nervosa e atrasada nesse trabalho. Pode parecer sarcasmo, mas,
afinal, aprendi muito com tudo isso: nem tudo depende da gente e imprevistos
ocorrem. O importante & ndo debandar para o lado negro da forca.

Espero nao ter deixado nada nem ninguém de lado, mas como isso &
impossivel peco desculpa, pois agradeco por tudo que foi, é e sera parte de

mim.



Sumario

Pagina
L INtOAUGAO 07
2. OB IS 13
3. Material @ MetOUOS 13
3. L MACIAl 13
3.1.1 Material biolégico 13

3.1.2 Localizacdo da érea de coleta das amostras

deagua__ 14

3.2 MEtOdOS 14

3.2.1 Microscopia Eletrbnica de Varredura . 14

3.2.2 Histologia_____ 15

3.2.3 Histoquimica________ 15

4. Resultados e diSCUSSa0 15
AT GO 16

5. Referéncias 35



INTRODUCAO

Os ambientes aquaticos lénticos podem ser de agua doce ou salgada.
Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2008), séo
caracterizados por aguas paradas, de movimento lento ou estagnado, , como
os lagos, lagoas, meandros perdidos e tanques. Em relacdo a topografia
circundante, geralmente estdo em niveis mais baixos, recebendo por isso
matérias organicas e nutrientes dissolvidos das 4guas de drenagem. Nesses
ecossistemas sdo encontrados bactérias, algas, plantas, peixes, anfibios,
insetos, entre outras formas de vida. Quanto a producdo de matéria organica,
podem ser classificados como oligotréficos (pouca producdo), mesotréficos
(média producéo) e eutrdficos (alta producéo).

Os lagos sdo fendbmenos de curta durabilidade na escala geoldgica,
comumente tornam-se ambientes terrestres (ESTEVES, 1998). A producéo de
matéria organica pode ser intensificada pela acdo antropica, acelerando o
processo de eutrofizacdo. Quando ocorre enriquecimento de um corpo d'‘agua
por adicdo de nutrientes dissolvidos, especialmente nitrato e fosfato, via
despejo de esgotos, por exemplo, em lagos, rios, estudrios e regides costeiras
marinhas temos o processo de eutrofizacdo cultural, na qual esses nutrientes
promovem a proliferacdo de algas, desencadeando uma série de
acontecimentos que culminam em pobreza de oxigénio (TOWNSEND et al.,
2006).

O Lago Azul em Rio Claro-SP é um corpo d’agua de superficie natural,
gue faz parte da bacia do Cérrego da Serviddo, para onde escoam as aguas
pluviais de diversos bairros da cidade (CERRI et al., 2003). E acompanhado de
110.000m? de area verde e do Centro Cultural Roberto Palmari, sendo uma
area utilizada pela populacdo para lazer, especialmente caminhadas,
atividades artisticas e culturais (CANAL RIO CLARO, 2008).

Segundo imprensa local, 0s usuarios anseiam por conservacao como
um todo, principalmente das aguas e melhor infra-estrutura, como iluminacao,
banheiros limpos e seguranca. Nessa mesma pesquisa, € indicado que 45%
dos entrevistados sentem aversao pelo lago, o qual se encontra sujo e mal-
cheiroso (JORNAL CIDADE, 2008).



De acordo com Francisco Marcucci, administrador do Lago Azul, os
funcionarios municipais retiram por dia quase um caminhdo de lixo das aguas
do Lago Azul, constituido de garrafas pet, sacos de lixo, papel e muitas vezes
até animais mortos (JORNAL CIDADE, 2009). Segundo laudo de coleta de
agua deste lago pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do
Estado de S&o Paulo — CETESB (2006), realizada em agosto de 2006, havia
despejo de esgotos clandestinos no lago.

A falta de saneamento é uma ameaca a qualidade das aguas e a saude
publica, incluindo doencas como febre tiféide, salmonelose, disenteria basilar,
disenteria amebiana, coélera, diarréia, hepatite tipo A e giardiase (VERSOLATO,
2009, p. H11l). A qualidade da &agua tende a piorar gracas ao elevado
crescimento populacional e producédo industrial, uma vez que ela pode ser
contaminada por coliformes fecais e residuos (efluentes), devido ao
escoamento sanitario proveniente do despejo destes residuos em rios ou lagos.
(AVILA; MONTE-MOR, 2007). No Brasil apenas 30% do esgoto coletado é
tratado (VERSOLATO, 2009, p.H10).

A 4agua, enquanto solvente universal é capaz de dissolver e transportar
residuos para longe do local de origem, degradando seriamente o ambiente
que a captar quando poluida e ou contaminada (WHITE; RASMUSSEN, 1998).

As oscilagcbes das condi¢des fisico-quimicas podem ocorrer além do
normal, caracterizando também um estado de poluicdo, como no caso de
aumento exagerado da temperatura, diminuicdo nos niveis de oxigénio
dissolvido ou na salinidade, entre outros (FANTA, 1991).

Além da agua captada, outros aspectos devem ser considerados na
composicdo de um lago. Metais pesados em corpos de superficie sdo
encontrados em diferentes concentracdes e dependentes de diversos fatores,
entre eles o transporte pelo ar, pontos locais da nascente, presenca natural em
rochas do fundo do leito e no solo, e transporte aéreo de poeira do solo
(SKJELKVALE et al., 2001).

A importancia da agua é cada vez mais notada, em paralelo a sua
previsdo de escassez em qualidade e quantidade, uma vez que 0S recursos
hidricos sao finitos e sua distribuicdo é irregular ao longo da crosta terrestre.

Conflitos podem surgir em um futuro préximo, uma vez que nhao existem



substitutos para a agua e estima-se que em 66 anos sua falta sera crbénica para
3 a 7 bilhes de pessoas (FRASAO, 2009, p. H2, p. H4).

Nesse contexto, destacam-se as metodologias desenvolvidas para
identificar, reconhecer, prevenir e minimizar efeitos ambientais adversos. Na
década de 60 foram padronizados testes de toxicidade aguda, com 96h de
duracéo, dentro de metodologias em Toxicologia Aquatica (BERTOLETTI, 1990
apud MACHADO, 1999).

Adaptacbes morfofuncionais selecionadas ao longo da evolucédo
permitiram aos peixes ocupar grande diversidade de ambientes (MACHADO,
1999), como as aguas abertas, fundos arenosos, rochosos e lodosos, fendas
dos recifes de corais, baias salgadas e estuarios, rios e lagos de agua acida ou
alcalina, aguas de cavernas, em fontes quentes, ou em aguas polares
(ROMER; PARSONS, 1985 apud MACHADO, 1999).

Segundo Popma e Masser (1999), “tilapia” € o nome genérico de um
grupo de ciclideos endémicos da Africa. A tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) foi introduzida no Brasil em 1971, em Fortaleza, e em muitas represas
e lagoas artificiais do Estado de Sao Paulo por pescadores, sendo atualmente,
a espécie de ocorréncia mais comum nesses ambientes (BEYRUTH et al.,
2004). E uma espécie onivora, capaz de explorar os recursos dos ambientes
lénticos que as poucas espécies nativas ndo sdo capazes por todo,
alimentando-se de detritos, fragmentos de macrofitas, plancton e silte
(TADESSE, 1999).

A tildpia € um bom bioindicador por varios fatores: € de facil
identificacdo, ocorre em ampla distribuicdo geografica mesmo com as mais
adversas condicdes ambientais como extremos de temperatura e oxigénio,
presenca de poluentes de natureza variada, é de facil manejo, causa poucos
problemas de impacto ambiental, além de ser conhecida por responder
rapidamente a alteragbes ambientais (VIJAYAN et al.,, 1996; POPMA,
MASSER, 1999). Séo diversos os trabalhos realizados com este peixe, 0s
guais utilizam analises histologicas (SCHWAIGER et al., 1997; BIAGINI et al.,
2009; van den HEUVEL et al., 2000), analises bioquimicas (LUCARELLI,
2006), andlises genotdxicas e mutagénicas (FERNANDES, 2005; SOUZA,
FONTANETTI, 2006; CHRISTOFOLETTI, 2008) entre outras.
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As branquias de peixes passaram a ser utilizadas como modelo para
estudos de impacto ambiental por serem uma das primeiras estruturas a ter
contato com o meio externo (FANTA, 1991) e se adaptarem com rapidez as
condi¢bes a elas impostas (MISHIRA et al., 1985; MACHADO, 1999). Elas sdo
o principal sitio de trocas gasosas (HUGHES, 1966; 1982), envolvidas com
osmorregulacdo (GONZALES; McDONALD, 1992), equilibrio acido-basico
(McDONALD et al.,1991; WOOD, 1991), excre¢ao de compostos nitrogenados
(EVANS; CAMERON, 1986) sendo adequadas, portanto, em estudos de
toxicologia aquética. Segundo Schwaiger et al.(1997), é possivel diferenciar,
por meio da andlise histopatoldgica, as lesdes causadas por doencas das
causadas por exposicao a poluentes.

Filamentos, ou lamelas primérias, compdem as branquias, dispostos em
arcos duplos ao longo do osso. Dos filamentos originam-se as lamelas
secundérias, as quais estdo dispostas perpendicularmente a eles desde suas
bases, até as extremidades (SCHMIDT-NIELSEN, 2002; RANDALL et al.,
2000). As células constituintes das lamelas sdo geralmente de trés tipos:
células pilares, controladoras do fluxo de outras células no interior da lamela e
gue atuam como colunas, pois evitam o abaulamento da mesma pela alta
pressdo sanguinea (RANDALL et al., 2000); células do epitélio respiratério,
responsaveis pelas trocas; e hemacias, que circulam constantemente no
interior das lamelas.

O epitélio respiratorio € constituido por diferentes tipos celulares, como
as pavimentosas ou respiratorias, células mucosas e células cloridricas.

As células pavimentosas constituem a maior parte da superficie
branquial, sendo de aparéncia semelhante a impressdes digitais devido as
suas cristas dispostas circularmente. Estas cristas ampliam a superficie celular,
consequentemente aumentando a transferéncia gasosa (EVANS et al., 1999).
Espécimes de Oreochromis mossambicus, expostas a cadmio por Wong e
Wong (2000), apresentaram reducdo no numero de cristas. Ao expor
Prochilodus scrofa a diferentes concentragdes de cobre, Mazon et al. (2002)
também observaram essa reducdao.

As células mucosas situam-se preferencialmente na por¢do basal dos

filamentos e nas regifes interlamelares. Sdo poucos os estudos relativos as
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células mucosas das branquias dos peixes (AHUJA, 1970; PERERA, 1993;
DIAZ et al., 2001; BIAGINI et al., 2009; NERO et al., 2006). O muco, produzido
por estas células, apresenta funcdes de lubrificacdo, protecéo do tecido contra
microorganismos patogénicos (DIAZ et al., 2001) e a resisténcia a doencas e
substancias toxicas (BERNET et al., 1999). Essa secrecdo também atua na
regulacdo e difusdo de ions (SHEPHARD, 1982; HANDY et al., 1989; DIAZ et
al., 2001).

As células cloridricas, também ditas “células ricas em mitocéndrias” (van
der HEIJDEN et al., 1997; PERRY, 1997; SARDET et al.,, 1979), sdo
encontradas nos peixes e localizam-se preferencialmente na regido basal das
lamelas, mas também podem ser encontradas na regido apical. Em condi¢des
normais ocupam uma pequena fracdo da superficie epitelial exposta ao
ambiente. Suas fun¢des sao relacionadas a regulagdo ibnica, balanco acido-
basico e reducdo de transferéncias gasosas (PERRY, 1997). Fatores
ambientais podem influenciar seu numero, tamanho, forma e estrutura
(JAGOE; HAINES, 1990). Sao retraidas e raras em peixes de agua doce, mas
em enguias transferidas para agua salgada séo ativadas em até 4 dias, sendo
a branquia transformada em do tipo marinha em um més (OGURI, 1982).
Segundo Wong e Wong (1999), as células cloridricas possivelmente sdo o
primeiro alvo atingido pela toxicidade do cadmio, pois nelas se encontram 0s
sitios de acoplamento para Ca*-ATPase, a qual é inibida por baixissimas
concentragbes de cadmio.

Segundo Laurent e Perry (1991), o nitrito compete com o cloro pelos
sitios de troca CI/HCOg3 e possivelmente, a proliferacdo de células cloridricas
seria uma tentativa de ajuste para manter as concentragdes internas de cloro
adequadas, dai serem chamadas de “células cloridricas”. Também sao
chamadas de células ricas em mitocondrias (van der HEIJDEN et al., 1997;),
mas as células pavimentosas também o sdo, sendo o sistema tubular que
surge das extensdes das membranas basolaterais mais eficiente para
diferencia-las (PERRY et al.,, 1992). Sardet et al. (1979), trabalhando com
adaptacao de peixes a agua tipo marinha 200% salgada, observaram poucas

mitocondrias nesse tipo celular.
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Na tilapia Oreochromis mossambicus, Perry et al. (1992) observaram
gue a membrana apical das células cloridricas pode se apresentar como um
nicho formado entre as células pavimentosas adjacentes, estrutura esta que é
associada as células cloridricas de peixes marinhos.

Em Orechromis mossambicus existem trés tipos de pequenos buracos
entre as células pavimentosas os quais terminam em células cloridricas: o tipo
I, preenchido por extensdes celulares, de aparéncia semelhante a favo de mel;
o tipo II, com extensbes maiores e globulares; e o tipo lll, invaginado
profundamente e de orificio menor que os outros tipos (van der HEIJDEN et al.,
1997). No trabalho de van der Heijden et al. (1997), o tipo | foi 0 mais frequente
em agua doce; o tipo Il foi o Unico encontrado em animais adaptados a agua
marinha.

Os principais tipos de respostas branquiais frente a agentes fisicos e
quimicos presentes no ambiente foram levantados estatisticamente por Mallat
(1985). Tendo enfoque nas regides lamelar e interlamelar, as principais
alteracbes morfologicas encontradas, na ordem de frequéncia, foram:
descolamento do epitélio, necrose, fusdo lamelar, hipertrofia das células
epiteliais, hiperplasia ou fuséo lamelar por crescimento celular, diminuindo a
area de superficie respiratoria, ruptura das células epiteliais, hipersecrecao de
muco, aneurisma lamelar, congestdo vascular, proliferacdo de células
secretoras de muco e de células de cloreto.

Bernet et al. (1999) propuseram um protocolo para analise das
alteracbes encontradas em branquias expostas a diferentes poluentes.
Segundo o protocolo, as alteragdes histopatolégicas podem ocorrer em cinco
grupos:  distarbios  circulatérios, alteracbes regressivas, alteracfes
progressivas, inflamacéo e neoplasia. Os disturbios circulatérios compreendem
hemorragias, aneurismas e edemas intercelulares. As alteracOes regressivas
referem-se aquelas que reduzem e ou levam a perda do 6rgdo, como atrofia e
necrose. As alteracfes progressivas aumentam a atividade celular ou tecidual,
como nos casos de hipertrofia, hiperplasia e aumento da producdo de muco. A
inflamacéo, por também ser associada a outros grupos, é entendida como um
senso estrito para exudados ricos em proteinas, ativacdo do sistema reticulo-

endotelial e infiltracdo de leucdcitos. Além de agrupar as alteracbes, esse
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protocolo as classifica quanto sua relevancia: minima, quando facilmente
reversivel pelo fim da exposi¢cdo; moderada, quando reversivel se o estressor €
neutralizado; e acentuada, quando irreversivel, levando a perda parcial ou total
do 6rgao.

Diante do contexto exposto, este trabalho visou avaliar a qualidade da

agua de um ambiente Iéntico nas branquias de tilapias apds exposicao aguda.

2. Objetivos

Este trabalho teve por objetivo avaliar o impacto das aguas de um
ambiente Iéntico impactado (Lago Azul, Rio Claro/ SP) nas branquias de peixes
em exposicdo aguda e assim inferir a qualidade das aguas do lago objeto de
estudo.  Alteracdes na  superficie  branquial foram  analisadas
ultramorfologicamente para verificar a proliferacdo de tipos celulares, bem
como alteracfes estruturais; a morfologia do tecido branquial por histologia; e a
histoquimica foi utilizada com a finalidade de evidenciar determinados tipos
celulares e possiveis alteragdes fisiologicas.

3. Material e Métodos
3.1. Material
3.1.1. Material Bioldgico

Foram utilizados peixes de Oreochromis niloticus (Perciformes,
Cichlidae), a popular tilapia do Nilo, provenientes de piscicultura (UNESP —
Campus de Rio Claro). Esses peixes foram aclimatados no Instituto de
Biociéncias em aquarios sob condi¢des controladas, com sistema de filtracéo e
aeracao adequadas. Cinco peixes foram expostos a 4gua de ambiente Iéntico
(Lago Azul, Rio Claro-SP) e cinco permaneceram em aquario contendo agua
de poco artesiano, considerada limpa, constituindo o grupo controle em cada
uma das coletas.
Ao total, foram realizadas quatro coletas, duas de verdo (estacdo chuvosa) e

duas de inverno (estacdo seca). A terceira coleta, realizada em agosto de
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2007, necessitou de uma diluicdo e de mais cinco peixes para 0 grupo exposto

diluido. Cada animal tinha, em média, 10 cm de comprimento.

3.1.2. Localizacéo da area de coleta das amostras de agua

A area utilizada para coleta das amostras de agua (Figs.1A, 1B) foi o
Lago Azul (Rio Claro-SP), cujas coordenadas geograficas sdo 22°23'43” de
latitude sul e 47°33’'51” de longitude oeste. Esse corpo d’agua faz parte da
bacia do Cdrrego da Servidao, para onde escoam as aguas pluviais de varios
bairros da cidade (CERRI et al., 2003).

Fig. 1. Localizac&o do Lago Azul: em A, a seta indica o Lago na cidade de Rio

Claro. Em B, observa-se a sujeira na margem do lago.
Fonte: Google Earth, 2009

Foto: Luciana Tendolini Brito.

3.2. Métodos
3.2.1. Microscopia Eletrénica de Varredura

O segundo arco branquial dos animais foi retirado e fixado em solucao
Karnovsky gelada (KARNOVSKY, 1965). Este material foi entdo desidratado
em uma série com concentracdes crescentes de acetona e levado ao ponto
critico. O arco foi seccionado de modo a permitir a varredura de suas faces

interna e externa. O material foi colado em suporte metalico e vaporizado com
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ouro. O material foi entdo analisado e fotografado ao Microscépio Eletrdnico de

Varredura Philips, operado a 12kV.

3.2.2. Histologia

Os espécimes tiveram o0 segundo arco branquial extraido e fixado em
Carnoy ou paraformaldeido 4% por aproximadamente 24 horas em geladeira.
Apoés a fixacdo, o material foi colocado em tampéo fosfato de sodio pH 7,4 para
depois ser desidratado em solucdes de etanol 70, 80, 90, 95% durante 30
minutos cada banho. Posteriormente, o material foi transferido para uma
solucdo de resina de embebigcéo Historesina Leica durante 24 horas ou mais,
mantidos em geladeira. O material foi entdo colocado em moldes preenchidos
com resina contendo catalisador. A resina secou e endureceu em estufa, entdo
foi colada em bloco de madeira e levada para microtomia. O material foi
seccionado a espessura de 6 um com auxilio do micrétomo Sorvall JB-4 BIO
RAD; as seccdes foram hidratadas e recolhidas em laminas. Depois de secas,
as laminas foram coradas com Hematoxilina/Eosina (JUNQUEIRA,;
JUNQUEIRA, 1983) ou submetidas a técnica histoquimica.

3.2.3. Histoquimica - para deteccdo de polissacarideos neutros
(JUNQUEIRA;JUNQUEIRA, 1983)

As laminas cujo material fora fixado em Carnoy, passaram por oxidacéo
em solucdo de &cido periédico 0,4% por 10 minutos. Posteriormente, foram
expostas ao reativo de Schiff por aproximadamente 1 hora no escuro.
Decorrido este tempo, as laminas foram mergulhadas em agua sulfurosa por 3
minutos e lavadas em agua corrente por 30 minutos. Apds secas e montadas
com balsamo do Canada, as laminas foram analisadas ao microscépio de luz e

fotografadas.

Resultados e Discusséo
Os resultados obtidos serdo apresentados na forma de um artigo, que sera

enviado para publicacdo em uma revista especializada.
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RESUMO

Os ambientes lénticos comumente sdo alvos da poluigdo, recebendo
desde matéria organica excessiva, material particulado e até metais. Sao raros
os estudos que avaliam a qualidade desse tipo de ambiente, entretanto, os
estudos feitos nessa area tém trazido muitas informacgdes sobre o efeito destes
em bioindicadores. Nesse trabalho, utilizamos Oreochromis niloticus, tilapia-do-
Nilo, como bioindicador e suas branquias como biomarcadores da qualidade da
agua de um lago urbano impactado (Lago Azul, Rio Claro-SP). As tilapias séo
abundantes, de facil identificacdo e manejo, além serem boas bioindicadoras
por apresentarem respostas rapidas quando expostas a poluentes. As
branquias sdo orgdos diretamente envolvidos em trocas com a agua, sejam
gasosas, ibnicas ou de excrecado, 0 que as leva a se adaptarem rapidamente as
condi¢des dessa agua como medida de sobrevivéncia. O bioensaio consistiu
em exposicado aguda (96h), de tilapias oriundas de piscicultura, a 4gua do lago.
Um grupo controle foi mantido sob as mesmas condi¢des em agua oriunda de
poco artesiano. Apds a exposicdo, o segundo arco branquial foi extraido e
fixado em diferentes solu¢cdes para analises histoldgica (paraformoldeido 4%),
histoquimica (Carnoy) e ultramorfolégica (solucdo Karnovsky). A
ultramorfologia revelou grande perda de cristas nas células pavimentosas e
proliferac@o de células do tipo cloridrica. A andlise histoldgica das branquias de

todos os individuos do grupo exposto a agua do lago apresentou,
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principalmente, fusdes lamelares; foram também observados casos isolados de
aneurisma lamelar e desprendimento epitelial. A analise histoquimica
demonstrou uma hipersecre¢cdo de muco, sem a proliferacdo de células
mucosas. Todas essas alteragdes observadas contribuem para a compreenséo
dos efeitos da eutrofizacdo e da poluicdo por metais pesados como Ag, Cd?*,
Cu e Fe*, A" e Hg.

Palavras-chave: branquias; poluicdo; ultramorfologia; células cloridricas;
hipersecrecdo de muco.

INTRODUCAO

A A qualidade da agua tende a piorar gracas ao elevado crescimento
populacional e producéo industrial, uma vez que ela pode ser contaminada por
coliformes fecais e efluentes, devido ao escoamento sanitario proveniente do
despejo destes residuos em rios ou lagos (AVILA; MONTE-MOR, 2007). No
Brasil apenas 30% do esgoto coletado é tratado (VERSOLATO, 2009, p. H10).

Os lagos sédo fendbmenos de curta durabilidade na escala geoldgica,
comumente tornam-se ambientes terrestres (ESTEVES, 1998). A producao de
matéria organica pode ser intensificada pela acdo antropica, acelerando o
processo de eutrofizagdo. Poucos sé@o os trabalhos sobre a qualidade da agua
de ambientes I|énticos (RASHED, 2001; GRISOLIA; STARLING, 2001;
BUTTOW et al., 2004), quando comparados com o0s de outros ambientes como
ros e mares; as caracteristicas ecotoxicolégicas de lagos sao de dificil
caracterizacao e interpretagéo.

A tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € um bom bioindicador por
varios fatores: é de facil identificacao, ocorre em ampla distribuicdo geogréfica,
suporta certos limites de temperatura e oxigénio, suporta a presenca de
poluentes de natureza variada, é de facil manejo, causa poucos problemas de
impacto ambiental, além de ser conhecida por responder rapidamente a
alteracdes ambientais (VIJAYAN et al., 1996; POPMA; MASSER, 1999).

Séo diversos os trabalhos realizados com este peixe, 0os quais utilizam
andlises histolégicas (SCHWAIGER et al., 1997; BIAGINI et al., 2009; VAN
DEN HEUVEL et al., 2000), analises bioquimicas (LUCARELLI, 2006), analises
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genotdxicas e mutagénicas (FERNANDES, 2005; SOUZA; FONTANETTI,
2006; CHRISTOFOLETTI, 2008) entre outras.

As branquias de peixes passaram a ser utilizadas como modelo para
estudos de impacto ambiental por serem uma das primeiras estruturas a ter
contato com o meio externo (FANTA, 1991) e se adaptarem com rapidez as
condicdes a elas impostas (MISHIRA et al., 1985; MACHADO 1999). Elas s&o
o principal sitio de trocas gasosas (HUGHES, 1966, 1982), envolvidas com
osmorregulacdo (GONZALES; McDONALD, 1992), equilibrio &cido-basico
(McDONALD et al.,1991; WOOD, 1991), excre¢ao de compostos nitrogenados
(EVANS; CAMERON, 1986) sendo adequadas, portanto, em estudos de
toxicologia aquatica. Segundo Schwaiger et al., (1997), € possivel diferenciar,
por meio da analise histopatoldgica, as lesdes causadas por doencas das
causadas por exposicao a poluentes.

Dos filamentos branquiais, dispostos em arcos duplos ao longo do 0sso
originam-se as lamelas secundarias, perpendicularmente a eles desde suas
bases, até as extremidades (SCHMIDT-NIELSEN, 2002; RANDALL et al.,
2000). As células constituintes das lamelas sao geralmente de trés tipos:
células pilares, controladoras do fluxo de outras células no interior da lamela e
gue atuam como colunas, pois evitam o abaulamento da mesma pela alta
pressdo sanguinea (RANDALL et al., 2000); células do epitélio respiratério,
responsaveis pelas trocas; e hemacias, que circulam constantemente no
interior das lamelas. O epitélio respiratério € constituido por diferentes tipos
celulares, como as pavimentosas ou respiratérias, celulas mucosas e células
cloridricas (MACHADO, 1999).

Bernet et al. (1999) propuseram um protocolo para analise das
alteracbes encontradas em branquias expostas a diferentes poluentes.
Segundo o protocolo, as alteracBes histopatolégicas podem ocorrer em cinco
grupos:  distarbios  circulatorios, alteracbes regressivas, alteracdes
progressivas, inflamacao e neoplasia.

Diante do exposto, foi objetivo deste trabalho avaliar o impacto das
dguas de um ambiente Iéntico impactado, um lago urbano, nas branquias de
Oreochromis niloticus em exposicdo aguda por meio de analise

ultramorfologica, histologica e histoquimica.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados peixes de Oreochromis niloticus (Perciformes,
Cichlidae), a popular tildpia do Nilo, provenientes de piscicultura (UNESP —
Campus de Rio Claro). Esses peixes foram aclimatados no Instituto de
Biociéncias em aquarios sob condi¢cdes controladas, com sistema de filtracao e
aeracdo adequadas. Cinco peixes foram expostos & 4gua de ambiente Iéntico
(Lago Azul, Rio Claro-SP, 22°23’43” S, 47°33’51” O) e cinco permaneceram em
aguario contendo agua limpa de poco artesiano, constituindo o grupo controle.
Foram realizadas quatro coletas, duas no verdo (temporada Umida), em margo
de 2007 e fevereiro de 2008, e duas no inverno (temporada seca), agosto de
2006 e agosto de 2007. A coleta realizada em agosto de 2007 necessitou de
uma diluicdo da agua do lago e de mais cinco peixes para 0 grupo exposto
diluido.

Cada animal tinha, em média, 10 cm de comprimento.

Foram realizadas analises fisico-quimicas das aguas do lago nas coletas
de agosto de 2007 e fevereiro de 2008.

Os dados meteoroldgicos foram obtidos junto ao Centro de Andlise e
Planejamento Ambiental (CEAPLA) da Unesp Rio Claro.

Microscopia Eletrénica de Varredura

O segundo arco branquial dos animais foi retirado e fixado em
Karnovsky gelado (KARNOVSKY, 1965). Este material foi entdo desidratado
em uma série com concentracdes crescentes de acetona e levado ao ponto
critico. O arco foi seccionado de modo a permitir a varredura de suas faces
interna e externa. O material foi colado em suporte metalico e vaporizado com
ouro. O material foi entdo analisado e fotografado ao Microscoépio Eletrénico de

Varredura Philips, operado a 12kV.

Histologia e Histoquimica

Os espécimes tiveram o0 segundo arco branquial extraido e fixado em
Carnoy ou paraformaldeido 4% por aproximadamente 24 horas em geladeira.
Apés a fixacdo, o material foi colocado em tampéo fosfato de sodio pH 7,4 para

depois ser desidratado em solu¢cdes de etanol 70, 80, 90, 95% durante 30
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minutos cada banho. Posteriormente, o material foi transferido para uma
solucdo de resina de embebi¢cdo Historesina Leica durante 24 horas ou mais,
mantidos em geladeira. O material foi entdo colocado em moldes preenchidos
com resina contendo catalisador. O material foi seccionado a espessura de 6
pum com auxilio do micrétomo Sorvall JB-4 BIO RAD; as secc¢Oes foram
hidratadas e recolhidas em laminas. Depois de secas, as laminas foram
coradas com Hematoxilina/Eosina (para andlise da morfologia), PAS (para
deteccéo de polissacarideos), Azul de Bromofenol (para deteccao de proteinas)
segundo Junqueira e Junqueira (1983). ApGs secas e montadas com béalsamo
do Canad4, as laminas foram analisadas ao microscépio de luz e fotografadas.

RESULTADOS

Andlises fisico-quimicas da 4gua do lago

Foram detectadas elevadas concentracdes de Ag, Cd?*, Cu, Fe* nas
duas coletas analisadas. Na amostra da estacéo seca, foi detectado ainda altos
indices de AI*" e Hg (Tabela 1). Os valores observados estdo acima dos Imites
estabelecidos pela portaria 357/2005, do CONAMA.

Os parametros de DBO, DQO, solidos totais dissolvidos, condutividade
elétrica, carbono organico total, turbidez, nitrito e nitrato também variaram para
as duas estacoes.

Os dados meteorolégicos obtidos pelo CEAPLA caracterizam bem as

estagcOes chuvosa e seca na cidade de Rio Claro/SP (Tabela 2).

Ultramorfologia

As células pavimentosas constituem a maior parte da superficie
branquial, sendo de aparéncia semelhante a impressdes digitais devido as
suas cristas dispostas circularmente (Fig. 2A).

A andlise ultramorfologica, realizada para as duas Ultimas coletas
(agosto de 2007 e marco de 2008), revelou grande perda de cristas nas células

pavimentosas do grupo exposto (* nas Figs 2B, C).
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A andlise demonstrou ainda um aumento de 1,775 vezes de células
cloridricas nos individuos expostos na 4gua diluida oriunda da coleta de agosto
de 2007 (Fig. 2B) e de 4,5 vezes na mesma agua sem dilui¢do (Fig. 2C).

Histologia

O grupo controle apresentou integridade morfolégica nas branquias de
todos os individuos (Fig. 3A). No grupo exposto as aguas do lago foram
encontradas em todos os individuos fusdes lamelares (Fig. 3B), em todas as
coletas.

Nas coletas da estacdo chuvosa e na coleta da estacdo seca de agosto
de 2007 observou-se em todos os individuos, proliferacao de células cloridricas
(Figs. 3B e 3C).

Na coleta de agosto de 2007, um individuo apresentou desprendimento
epitelial (Fig. 3E) e apenas um da coleta de marco de 2007 apresentou

aneurisma lamelar (Fig. 3F).

Histoquimica

Foi observado nos individuos da coleta de agosto de 2007, expostos a
agua do lago diluida, uma hipersecrecdo de muco, detectada pela técnica de
PAS (comparar Figs. 4A e 4B), sem proliferacdo de células mucosas. Nas
demais coletas, a quantificagdo foi muito semelhante ao grupo controle, ndo

sendo significativa.

DISCUSSAO

Os principais tipos de respostas branquiais frente a agentes fisicos e
quimicos presentes no ambiente foram levantados estatisticamente por Mallat
(1985). Tendo enfoque nas regides lamelar e interlamelar, as principais
alteracbes morfolégicas encontradas, na ordem de frequéncia, foram:
descolamento do epitélio, necrose, fusdo lamelar, hipertrofia das células
epiteliais, hiperplasia ou fuséo lamelar por crescimento celular, diminuindo a

area de superficie respiratéria, ruptura das células epiteliais, hipersecrecédo de
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muco, aneurisma lamelar, congestdo vascular, proliferacdo de células
secretoras de muco e de células de cloreto.

Ainda, segundo Bernet et al. (1999), os distarbios circulatdrios
compreendem hemorragias, aneurismas e edemas intercelulares. As
alteracOes regressivas referem-se aquelas que reduzem e ou levam a perda do
orgdo, como atrofia e necrose. As alteracbes progressivas aumentam a
atividade celular ou tecidual, como nos casos de hipertrofia, hiperplasia e
aumento da producdo de muco. A inflamacao, por também ser associada a
outros grupos, € entendida como um senso estrito para exudados ricos em
proteinas, ativacdo do sistema reticulo-endotelial e infiltracdo de leucécitos.

A principal alteracdo observada no presente estudo foi fusdo lamelar,
diminuicdo de cristas nas células pavimentosas e a proliferacdo de células
cloridricas. Alteragbes estruturais, como fusdo lamelar s&do consideradas
alteracdes regressivas, pois reduzem e ou levam a perda do 0rgéo,
comprometendo sua funcdo (BERNET et al.,, 1999). Também ¢é regressiva a
reducdo do numero de cristas das células pavimentosas, as quais tém sua
superficie de contato com o meio ambiente, reduzida. O desprendimento
epitelial observado em um dois individuos também se enquadra nesta
categoria. Resultado semelhante foi observado nas cristas das células
pavimentosas expostas ao cadmio e cobre por Wong e Wong (2000) e a Mazon
et al. (2002). As aguas aqui em estudo também apresentam altos indices
desses elementos.

As fusbes lamelares foram encontradas em 50% dos estudos de
exposicao aguda a irritantes levantados por Mallat (1985).

As células cloridricas, também ditas “células ricas em mitocéndrias” (van
der HEIJDEN et al., 1997; PERRY, 1997; SARDET et al., 1979), séo
encontradas em peixes de agua doce e localizam-se preferencialmente na
regido basal das lamelas, mas também podem ser encontradas na regiao
apical. Em condicBes normais ocupam uma pequena fracdo da superficie
epitelial exposta ao ambiente. Suas funcbes sdo relacionadas a regulacéo
ibnica, balango &cido-basico e redugdo de transferéncias gasosas (PERRY,
1997).
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Fatores ambientais podem influenciar seu namero, tamanho, forma e
estrutura (JAGOE; HAINES, 1990). Segundo Wong e Wong (1999), as células
cloridricas possivelmente sdo o primeiro alvo atingido pela toxicidade do
cadmio, pois nelas se encontram os sitios de acoplamento para Ca®*-ATPase,
a qual é inibida por baixissimas concentracfes de cadmio. Os altos indices de
cadmio observado na agua aqui em questdo devem ter provocado a
proliferacéo das células cloridricas nas branquias de O. niloticus.

Mallat (1985) evidenciou a hipersecrecdo de muco como observado aqui
na coleta de agosto de 2007, em resposta a presenca de metais, como
encontrado no lago objeto do presente estudo.

A hipersecrecao de muco, tida como alteracao progressiva por aumentar
a atividade celular (BERNET et al., 1999), foi encontrada em 55% dos estudos
de exposicao aguda a irritantes levantados por Mallat (1985).

As células mucosas situam-se preferencialmente na por¢cdo basal dos
filamentos e nas regifes interlamelares. Sdo poucos os estudos relativos as
células mucosas das branquias dos peixes (AHUJA, 1970; PERERA, 1993;
DiAZ, 2001; BIAGINI et al., 2009; NERO et al., 2006). O muco, produzido por
estas células, apresenta funcdes de lubrificacdo, protecdo do tecido contra
microorganismos patogénicos (DIAZ et al., 2000) e a resisténcia a doencas e
substancias toxicas (BERNET et al., 1999). Essa secrecdo também atua na
regulacdo e difusdo de ions (SHEPHARD, 1982; HANDY et al., 1989; DIAZ et
al., 2001).

LesbBes como 0s aneurismas sdo pouco comuns, ocorrendo em 6% das
exposi¢coes agudas e em 15% das exposi¢des cronicas letais e 16% das
subletais (MALLAT, 1985).

Ao comparar estudos de diferentes classes de irritantes, Mallat (1985)
observou que lesées como desprendimento epitelial e fusdo estavam presentes
em uma porcentagem semelhante nas classes de metais pesados e irritantes
organicos, enquanto a secrecdo de muco foi bem mais expressiva na classe de
metais pesados (53%) que na de irritantes organicos (22%).

A sazonalidade influenciou na concentracdo de elementos detectados na
adgua do lago aqui em estudo; uma maior concentragdo de alguns dos metais

observados em valores acima do permitido foi detectado na estacdo seca,
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neste periodo, além de uma maior concentracdo destes elementos ocorre uma
diminuig&o da coluna d’agua nos reservatérios, aumentado a troca desta com o
sedimento do lago.

E possivel que exista um efeito sinérgico resultante da combinagéo da

poluicdo por matéria organica e da poluicdo por metais toxicos.

CONCLUSAO
O comprometimento da qualidade da agua do lago é evidenciado pelas
alteracbes observadas: perda de cristas na superficie das células
pavimentosas, proliferacéo de células cloridricas e fusdo lamelar. As alteragbes
significam, para os peixes, mecanismos de defesa e reducdo da eficiéncia
respiratéria contra as elevadas concentracdes de metais (Ag, Al**, Cd**, Cu,

Fe®" e Hg) encontrados nas aguas lénticas estudadas.
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Tabela 1. Dados metereoldgicos da cidade de Rio Claro—SP referentes aos
periodos de coleta das amostras de agua de um ambiente Iéntico, obtidos
junto ao CEAPLA — IGCE — UNESP/ Rio Claro.

Periodo de coleta Temperatura Temperatura Umidade Precipitagdo N°total de
maxima (°C) minima (°C) Relativa
do Ar (%) Total (mm) dias
chuvosos
29,50 11,32 55,29 14,5 2
Agosto/2006
Marc¢o/2007 31,31 18,81 67,60 123,9 10
Agosto/2007 28,04 11,21 58,32 0 0
Fevereiro/2008 29,71 18,93 73,59 1411 15

Nota: Os valores acima foram obtidos a partir das médias das medidas diarias.
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Tabela 2. Comparacédo dos valores obtidos para as andlises fisico-quimicas das aguas

superficiais do Lago Azul, para as coletas de agosto/2007 e fevereiro/2008.

Parametros CONAMA  Agosto/2007 Fevereiro/2008 Método Limite de

Analiticos deteccao
Ag (mg/L) 0,01 <0,09* <0,09* USEPA-SW 846 0,090
Al (mg/L) 0,1 0,695* <0,050 USEPA-SW 846 0,050
As (mg/L) 0,01 <0,01 <0,01 USEPA-SW 846 0,010
Cd (mg/L) 0,001 <0,004* <0,004* USEPA-SW 846 0,004
Co (mg/L) 0,05 <0,002 <0,002 USEPA-SW 846 0,002
Cu (mg/L) 0,009 <0,025* <0,025* USEPA-SW 846 0,025
Cr total (mg/L) 0,05 <0,005 <0,005 USEPA-SW 846 0,005
Fe total (mg/L) 0,3 1,51* 0,379* USEPA-SW 846 0,030
Hg (mg/L) 0,0002 <0,0006* <0,0002 USEPA-SW 846 0,0006
Na (mg/L) NA 9,8 3,8 SMEWW 3500-NA.B 0,1
Ni (mg/L) 0,025 <0,006 <0,006 USEPA-SW 846 0,006
Pb (mg/L) 0,01 <0,002 <0,002 USEPA-SW 846 0,002
Zn (mg/L) 0,18 <0,035 <0,004 USEPA-SW 846 0,004
Cloretos (mg/L) 250 6,67 6,67 USEPA 300.1.321 0,05
DBO (mg/L) 5 13* 4 SMEWW 5210.B 2
DQO (mg/L) 5 45* <5 SMEWW 5220.D 1,67
pH 6,0a9,0 6,8 7,0 SMEWW 4500-H+.B 0,1
Sélidos totais 500 120 64 SMEWW 2540 1
dissolvidos (mg/L)
Condutividade NA 500 80,9 SMEWW 2510.B 0,1
elétrica (uS/cm)
COT (mg/L) NA 14,0 3,3 SMWW 5310.D Oxidagéo com NA

persulfato - espectrofotdmetro

Nitrito (mg/L) 1 <0,15 0,055 USEPA 300.1-321 0,005
Nitrato (mg/L) 10 <0,015 1,12 USEPA 300.1-321 0,05
Turbidez (UNT) 100 63,0 8 SMEWW 2130.B 1

* Valores acima do permitido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) — portaria 357/2005.

Nota: NA — néo aplicavel
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Fig.2. Ultramorfologia das branquias de O. niloticus. A= grupo controle; B (com diluicdo), C
(sem diluir)= grupo exposto. Em A observa-se que as células pavimentosas apresentam cristas
preservadas e baixo nimero de células cloridricas; em B e C observa-se a perda de cristas e a
proliferacé@o de células cloridricas, maior em C.

cc= célula cloridrica; cp= célula pavimentosa; *= célula com perda de cristas.



Fig.3- Branquias de O. niloticus coradas por HE- A. grupo controle, B-E. grupo exposto. f=
filamento; I= lamela; ponta de seta= fusdo lamelar; setas= células cloridricas; *=
desprendimento epitelial; a= aneurisma lamelar.
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Fig. 4. Branquias de O. niloticus submetidas a técnica de PAS, evidenciando células mucosas.
(A) Grupo controle; (B) grupo exposto. cm= célula mucosa,; as setas indicam hipersecre¢éo de
muco.
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