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RESUMO

Atividade antrépica pode ser definida como toda a agdo humana que gera impacto no
meio ambiente. As atividades antropicas foram potencializadas nas ultimas décadas
pela demanda econdmica e social, aumentando a geracdo de residuos através das
atividades industriais, agricolas, pecuaria e urbanizacdo desordenada das cidades,
acarretando na contaminacdo dos recursos naturais, principalmente, dos corpos
hidricos que séo considerados os ecossistemas mais frageis. O presente estudo teve
como objetivo avaliar a ocorréncia de contaminantes ambientais em é&reas
antropizadas do Rio ljui, por meio das respostas histopatoldégicas em branquias e
figados de peixes capturados em cinco pontos do rio, bem como buscou realizar
analise genotoxica, utilizando o Teste do Micronucleo (MN) e Anomalias Nucleares
(AN), em eritrécitos periféricos desses organismos. Os resultados obtidos através da
analise histopatoldgica, demonstraram predominancia de alteracdes moderadas em
branquias e severas no figado, em todos os pontos analisados, revelando a ocorréncia
de xenobidticos nas aguas do Rio ljui capaz de induzir lesbes comprometedoras em
Orgaos vitais para os peixes. Para o teste MN, os resultados indicaram que em apenas
um dos cinco pontos de coleta avaliado, as frequéncias de MN em peixes se
apresentaram superiores ao esperado; ja as frequéncias de AN foram superiores aos
MNs em todos os pontos. Dessa maneira, 0s testes utilizados nesta pesquisa
demonstraram ser parametros eficientes para avaliar a presenca de poluentes em um
corpo hidrico. Além disso, verificou-se que 0s contaminantes presentes no rio induzem
danos metabdlicos genéticos e fisiolégicos em peixes, dando clara evidéncia de que
a antropizacdo no Rio ljui esta afetando organismos eucariotos.

Palavras-chave: Micronucleo. Anomalia Nuclear. Figado. Branquia. Rio ljui.



ABSTRACT

Anthropic activity can be defined as all human action that impacts the environment.
Anthropogenic activities have been potentiated in the last decades by economic and
social demand, increasing the production of waste through industrial activities,
agriculture, livestock and disorderly urbanization of the cities, resulting in the
contamination of natural resources, mainly of water bodies considered as ecosystems
more fragile. The present study aimed to evaluate the occurrence of environmental
contaminants in anthropic areas of the ljui River by means of histopathological
responses in gills and fish livers captured in five points of the river, as well as to perform
genotoxic analysis using the Micronucleus Test (MN) and Nuclear Abnormalities (AN)
in peripheral erythrocytes of these organisms. The results obtained through
histopathological analysis showed a predominance of moderate changes in gills and
severe changes in the liver in all analyzed points, revealing the occurrence of
xenobiotics in the waters of the ljui River, capable of inducing compromising lesions in
organs vital to fish. For the MN test, the results indicated that in only one of the five
collection points evaluated, the MN frequencies in fish presented higher than expected,
since the AN frequencies were higher than the MNs at all points. In this way the tests
used in this research proved to be efficient parameters to evaluate the presence of
pollutants in a water body, in addition, it was verified that the contaminants induce
genetic and physiological metabolic damages in fish, giving clear evidence that the
anthropization in the ljui river is affecting eukaryotic organisms.

Keywords: Micronucleus. Nuclear Abnormalities. Liver. Gill. ljui River.
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1 INTRODUCAO

A ecotoxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos das substancias quimicas
sobre os organismos vivos, podendo o estudo ser a campo ou em laboratorio.
Constitui-se em uma ferramenta auxiliar nas analises de impactos ambientais
causados por tais elementos, estimando assim sua toxicidade em relacdo ao
organismo analisado (SILVA et al., 2015).

Tendo em vista a contamina¢do ambiental, os ambientes aquaticos como rios
e lagos tornaram-se nas ultimas décadas o campo de estudo da ecotoxicologia, pois
sao o0s mais afetados por substancias das mais diversas origens e composicao. Esses
ambientes sdo considerados ricos em sua biodiversidade, porém alguns organismos
séo frageis e capazes de responder a sutis alteracdes na qualidade da 4gua. Desta
forma, os estudos deste ramo da ciéncia sao imprescindiveis para o monitoramento
desses ambientes (SILVA et al., 2015).

A utilizagcdo de organismos biol6gicos do proprio ambiente para avaliar os niveis
de contaminacao local, fornecem respostas mais precisas do que so a utilizacao dos
parametros convencionais de monitoramento (BUSS et al., 2003). Segundo Silva et
al. (2015), parametros fisicos e quimicos nao retratam o impacto ambiental causado
pelos poluentes, pois ndo demonstram os efeitos sobre o ecossistema. Conforme
Costa (2008), mesmo se esses parametros se encontram nos limites estabelecidos
pela legislacdo, ndo € possivel discriminar qual substancia estd provocando
alteracdes nos organismos expostos.

Em virtude da complexa composi¢cao de muitas substancias que adentram nos
corpos hidricos, a sua acdo sobre a biota aquéatica pode ser letal. Contudo, os
organismos biolégicos possuem a capacidade de biotransformar muitas substancias,
inclusive alguns xenobiéticos. Porém, quando essa capacidade é afetada, os
xenobidticos podem bioacumular, biomagnificar, como também afetar tecidos de
orgaos vitais e ainda, provocar danos de nivel celular atingindo moleculares de DNA,
e em um cenario catastrofico, afetar as taxas de reproducéo, levando espécies a
extingao.

Nessa perspectiva, para analisar a presenca de contaminantes nos corpos
hidricos, os peixes sdo excelentes bioindicadores; ademais, de acordo com Moreira
et al. (2010), eles vém sendo amplamente utilizados, uma vez que, nos fornecem

parametros confiaveis da situacdo real do ambiente em que se encontram, estdo
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presentes em praticamente todos os rios e lagos, além de serem de facil coleta e
manuseio.

Sendo assim, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de
contaminantes ambientais em areas antropizadas do Rio ljui, por meio das respostas
histopatoldgicas em branquias e figados de peixes capturados em cinco pontos do rio,
bem como, buscou realizar analise genotoxica utilizando o Teste do Microndcleo (MN)
e Anomalias Nucleares (AN), em eritrGcitos periféricos desses organismos.

Esta dissertacdo apresenta-se dividida em trés partes. A primeira corresponde
a uma revisao bibliografica relacionada aos recorrentes contaminantes ambientais que
impactam o0s ecossistemas aquaticos bem como, uma revisdo sobre o teste do
micronudcleo em eritrécitos de peixe e avaliacao histopatolégica em branquias e figado.
Os resultados deste trabalho estéo apresentados em forma de artigos, onde, o teste
do micronucleo e anormalidades nucleares esta exposto no capitulo | e, o teste

histopatoldgico no capitulo I1.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Poluentes aquaticos

No atual cenério ambiental, os ecossistemas estdo em um processo avancado
e alarmante de degradacéo, como destacam Silva e Nepomuceno (2010), onde, a
presenca de substancias toxicas vem sofrendo um crescente aumento devido as
acOes inconsequentes do homem. Nem sempre a presenca de um contaminante
provoca danos imediatos e aparentes no ambiente, pois ocorrem simultaneamente
inimeros processos onde a biota podera transformar, eliminar ou acumular tais
contaminantes com o objetivo de manter o equilibrio do meio ambiente (SISINNO;
OLIVEIRA-FILHO, 2013). No entanto, muitos dos poluentes incorporados no ambiente
por agbes antropicas de forma constante e em grande quantidade, saturam esses
processos e afetam diretamente o0s ecossistemas, interagem com populacdes e
organismos promovendo perturbacdo nos processos vitais que garantem a
sobrevivéncia dos mesmos (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Neste contexto, 0s ecossistemas aquaticos sdo os mais afetados, pois, acabam
recebendo uma vasta carga de poluentes com potencial para provocar danos
fisiolégicos, genéticos e ainda, gerar efeitos bioacumulativos atingindo os mais
diversos niveis troficos do ecossistema (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

A contaminacao dos ambientes aquaticos origina-se em diversas fontes: aquela
que parte do despejo de efluente industrial em um determinado ponto, que classifica-
se como contaminagao pontual, e a contaminagao nao pontual, que ocorre quando 0s
contaminantes sao carregados pela dgua da chuva até o corpo hidrico (HODGSON,
2004). Dentre essas fontes, destacam-se 0s poluentes urbanos, industrial e agricola.
Esses poluentes sé&o caracterizados por apresentar uma complexa composicéao,
abrangendo residuos orgéanicos e/ou inorganicos e ainda, substancias as quais nao

foram investigados seus impactos sobre o meio ambiente (HODGSON, 2004).

2.1.1 Contaminacao por rejeitos urbanos e industriais

Os rejeitos urbanos oriundos das residéncias compreendem uma vasta

diversidade de substancias, as quais abrangem quimicos orgéanicos e inorganicos,
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microrganismos patogénicos e moléculas sintéticas de grande complexidade que
foram incorporados no cotidiano da sociedade (GOUVEIA, 2012). No Brasil, apenas
45% da populacdo tem o seu esgoto tratado, sugerindo que 55% das residéncias néo
recebem tratamento, ou seja, aproximadamente 100 milhdes de pessoas nao
possuem 0O servico basico de saneamento (SNIS, 2016). Outro agravante € a
deposicado de lixo em areas inadequadas, uma vez que, consequentemente ela é
carregada pelas aguas da chuva até os corpos hidricos, podendo liberar substancias
que sao solubilizadas pelas dguas afetando inUmeros organismos (GOUVEIA, 2012).

Os rejeitos industriais variam em sua composicdo devido a fatores que
abrangem desde a matéria prima utilizada até os processos de industrializacédo
empregados. Desta forma, podem conter substancias com grande potencial poluidor
e, mesmo passando por um tratamento dentro das normas estabelecidas por lei, isto
nao garante a sua interacdo e acdes sobre 0s organismos no meio ambiente, pois
sabe-se que, durante o tratamento empregado podem surgir compostos
intermediarios, assim o efluente pode tornar-se mais toxico do que o original (BUSS
et al. 2003).

2.1.2 Contaminacéo por residuos agricolas

A poluicdo causada por residuos agricolas pode ocorrer de forma pontual ou
difusa. A pontual refere-se, por exemplo, a contaminacdo causada pela criacdo de
animais em sistemas de confinamento, onde grandes quantidades de dejetos s&o
produzidas e lancadas diretamente no ambiente ou aplicados nas lavouras. Ja a
poluicdo difusa é aquela causada principalmente pelo deflivio superficial, a lixiviacao
e o fluxo de macroporos (MINELLA, 2002). Esses fatores, somados a falta de praticas
de conservacao do solo e a expansao das areas agricultaveis que avancam em
direcdo as margens dos rios, onde as matas ciliares ja estédo degradadas, contribuem
para os processos de degradacao dos ecossistemas aquaticos (MINELLA, 2002).

Dentre 0s contaminantes aquaticos, 0s agrotdxicos representam os agentes
mais toxicos para a biota. Classificados em grupamentos quimicos, de acordo com a
sua composicdo, nesse sentido, entre os mais utilizados destacam-se, 0s inseticidas
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides e ainda, a classe dos
herbicidas e fungicidas. Muitos desses quimicos empregados na agricultura de forma

indiscriminada ndo afetam somente os organismos alvo, mas também, nao-alvos
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(SISINNO; OLIVEIRA-FILHO 2013), o que faz da utilizacdo dos agrotoxicos um risco
eminente para todos os organismos expostos.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Brasil
destaca-se desde 2008, como o maior consumidor de agrotéxicos do mundo,
revelando que a taxa de crescimento do mercado brasileiro de agrotéxicos entre 2000
a 2010 foi de 190% contra 93% do mercado mundial. No estado do Rio Grande do
Sul, entre 2007 e 2009 foi registrado uma taxa média de consumo de agrotoxicos de
4,27 kg/ha, ja entre 2010 e 2012 a média foi de 10,49 kg/ha, ndo havendo ampliacdo
na area plantada (Figura 1), registrando um aumento de 112% no uso de agrotoxicos

nas areas plantadas do Rio Grande do Sul.

11,97

8,83
Q ———— 8 27
A /] —O , »
7,98 8,0 8,07 7,77 8,13

4,67
48—
3,86

2007 2008 2009 2010 2011 2012

— —Area plantada (mi/ha) — —Taxa de Consumo de Agrotdxicos (Kg/ha)

Figura 1 — Taxa de consumo de agrotdxico por area plantada no Rio Grande do Sul.
Fonte: Relatério Nacional de Vigilancia em Saude de Populagdes Expostas a
Agrotoxicos.

A acao dos agrotoxicos sobre os organismos nao-alvo é tema de estudos no
mundo todo. Sobre tudo, busca-se reconhecer os seus efeitos na biota aquatica, como
demonstrado nos estudos de Nakagome et al. (2007) que avaliaram a dose letal (CLso)
em peixes Danio rerio dos  herbicidas, 2,4-D,metsulfurom-metilico,
carfentrazonaetilica, bentazona, quincloraque, clomazona, oxadiazona, oxifluorfem,

bispiribaque-sbédico, pirazossulfurom-etilico e dos inseticidas, betaciflutrina,
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carbofurano, fipronil e lambdacialotrina, Disner et al. (2011) e Silva (2014) realizaram
estudos com o herbicida glifosato, buscando descobrir os seus efeitos sobre 0 DNA
de Astyanax spp.; Goldioni e Goldoni (2012) avaliaram a acao do fungicida mancozeb
em Astyanax jaculiensis; Matozo et al. (2015) avaliaram a a¢ao do fungicida ridomil
em Astyanax altiparanae. Desta forma, as pesquisas vém demonstrando que 0s
agrotoxicos podem representar uma das criticas fontes de contaminagdo dos corpos

hidricos, quadro este que se agrava com o crescente aumento das areas agricolas.

2.1.3 Contaminacao por metais

Os metais sédo elementos ou compostos quimicos que ocorrem nhaturalmente
na natureza e tém sido utilizados ha séculos nas mais diversas atividades humanas,
contudo, houve uma intensificacdo do seu uso apdés a Revolucdo Industrial
(BARROCAS, 2013), assim, alterando os ciclos biogeoquimicos e gerando uma fonte
antropica de contaminagao.

As principais fontes de contaminacéo dos corpos hidricos por metais, originam-
se de acdes antropicas que estdo relacionadas com as atividades industriais, por meio
de efluentes liquidos que séo lancados em pequenos cérregos ou diretamente em rios
e lagos, além dos residuos urbanos e da agricultura que podem ser carregados
facilmente através das chuvas (PEREIRA et al., 2007; DSIKOWITZKY et al., 2013).

Os metais apresentam diferentes niveis de toxicidade e abundancia, sendo
que, alguns atuam como micronutrientes essenciais aos organismos, quando em
guantidades traco, como cobalto (Co), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e manganés
(Mn), no entanto quando em quantidades excessivas podem causar danos aos
organismos. Por outro lado, existem elementos que podem causar danos mesmo em
baixas concentracbes, como o mercurio (Hg), cadmio (Cd), chumbo (Pb) e o arsénio
(As) (KUNIYOSHI, 2011).

Os metais de dificil biodegradacao possuem alta persisténcia no meio ambiente
(BARROCAS, 2013). Uma vez nos corpos hidricos pode ocorrer um contato
prolongado com os organismos, desta forma, acabam reagindo com ligantes
difusores, macromoléculas e ligantes presentes em membranas. Os peixes Sao
atingidos facilmente a partir da cadeia alimentar ou tendo como importante sitio de
entrada o epitélio das branquias e posteriormente, o que nao for sintetizado,

metabolizado ou excretado pelo organismo, acaba bioacumulando em musculos e
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visceras abdominais, como figado, rins e trato gastrintestinal (PORTO; ETHUR, 2009).
Além do processo de bioacumulacdo, os metais podem biomagnificar, assim,
atingindo toda a cadeia tréfica inclusive os humanos (PORTO; ETHUR, 2009).
Muitos metais presentes em niveis elevados, possuem grande potencial
mutagénico, ou seja, possuem a capacidade de provocar mutacdes e/ou lesdes no
DNA, o que lhes confere propriedades mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas
(SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013). Caso nao ocorra o reparo das lesdes no DNA,
pode-se iniciar uma cascata de consequéncias biologicas nas células, provocando
distarbios nos processo metabdlicos, danificando a funcionalidade de 6rgaos vitais e
até atingir populacdes e comunidades inteiras, pois, alguns danos como em peixes
por exemplo, estdo associados a reducdo do crescimento corporal, desenvolvimento

hormonal, diminuicdo da sobrevivéncia de embrides e larvas (LEE; STEINERT, 2003).

2.1.4 Cobre no ambiente aquatico

O cobre € um dos metais mais abundantes na natureza e essencial para o
funcionamento do metabolismo dos organismos, agindo como cofator de enzimas,
biossintese de neurotransmissores, homeostase de ferro e apresentando papel
importante na respiragdo celular. O Cu quando se torna um poluente em potencial,
estd presente em elevadas concentracfes e tem origem como muitos poluentes
aguaticos, através de residuos industriais, domésticos e agricolas, sendo esse ultimo
um dos principais (GROSELL, 2011).

Os peixes, sao afetados pela alta concentracao de cobre no meio aquatico, em
aguas doces a toxidade € maior e so perde para 0 mercurio, em ambientes marinhos
a toxidade do cobre é reduzida em favor das atividades complexantes de sais
dissolvidos em agua. A exposicado de certas espécies de peixes revela que doses
entre 0,02 — 0,2 mg.L"" reduzem o tempo de vida, crescimento, taxa de reprodugéo e
crescimento de ovos, o pH do sangue e consumo de oxigénio ficam acima dos
niveis normais (EISLER; GARDNER, 1973).

As branquias sao os primeiros 6rgaos a sofrerem com o efeito toxico do cobre,
ocorrendo precipitacdo de secrecdes no tecido branquial dificultando o processo
respiratorio, além disso, ha um estimulo na divisdo celular do epitélio respiratorio,
onde verifica-se uma deficiéncia na producdo de células sanguineas e, em

consequéncia ocorre a diminuicdo da atividade oxidativa (ARELLANO et al., 1999).
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Outros 6rgaos também sao afetados, pela morte de células, principalmente os rins e
o figado, este ultimo, via degeneracdo do tecido gorduroso presente no 6rgao
(EISLER; GARDNER, 1973; MACHADO, 1999).

2.2 Uso de peixes como biomarcadores de contaminacdo ambiental

O uso de parametros bioldgicos para mensurar a qualidade da agua baseia-se
nas respostas dos organismos em relacdo ao meio onde vivem (BUSS et al. 2003),
assim inameros bioindicadores séo utilizados para realizar testes de monitoramento
ambiental. Esta técnica é capaz de fornecer dados sobre os niveis de interferéncia
dos contaminantes nos organismos biolégicos, sendo eles, vegetal ou animal. Em
ambiente aquatico, as plantas aquaticas, algas, crustdceos, moluscos, peixes,
mamiferos, aves, podem ser utilizados como bioindicadores (LINS et al., 2010). Um
bioindicador ideal deve sobreviver em ambientes saudaveis, mas também, apresentar
resisténcia relativa ao contaminante que esta exposto. Outros aspectos que podem
facilitar o desenvolvimento de um estudo sdo a abundéncia dessa espécie no
ambiente e a facilidade em adaptar-se aos ensaios laboratoriais (AKAISHI, 2004; LINS
et al., 2010), visto que, em laboratoério sao realizados estudos para avaliar o potencial
toxico de um contaminante sobre um organismo.

Nessa perspectiva, para analisar a presenca de contaminantes nos corpos
hidricos, os peixes sdo excelentes bioindicadores, ademais, de acordo com Moreira
et al. (2010), eles vém sendo amplamente utilizados, uma vez que, nos fornecem
parametros confiaveis da situacdo real do ambiente em que se encontram, estao
presentes em praticamente todos os rios e lagos, além de, serem de facil coleta e
manuseio.

Os peixes sao organismos que sofrem grande ameaca por serem sensiveis as
mudanc¢as no seu habitat. Esse risco vem assinalado por alteracdes genéticas e
fisiologicas provocadas por xenobidticos, isto é, compostos téxicos aos organismos
bioldgicos de origem natural ou antropogénica os quais causam danos em nivel celular
e molecular (FONTAINHAS-FERNANDES, 2005).

Os danos em nivel celular séo possiveis de observacao atraves de biomarcador
histologico, utilizando 6rgdos chave, ou seja, onde 0s xenobiodticos interagem e
provocam alteracdes tecidual, como por exemplo, nas branquias e no figado. J& os

danos em nivel molecular sdo possiveis de observagdo através de biomarcadores
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bioquimicos, endocrinos, ou ainda, hematolégicos, avaliando quantitativamente ou
qualitativamente os eritrocitos sanguineos (SIMONATO et al., 2006). Um dos testes
amplamente empregados utilizando a andlise de eritrocitos é o Teste do Micronucleo,
que visa avaliar alteragcbes na molécula de DNA devido a acdo de substancias
genotoxicas (SIMONATO et al., 2006).

Segundo Freire et al., (2008), uma das caracteristicas mais importantes dos
biomarcadores moleculares e celulares, é que sua avaliacdo antecipa mudancas nos
altos niveis de organizacéo bioldgica, isto é, populacdo, comunidade ou ecossistema.
Em peixes, os xenobibticos podem manifestar seus efeitos, além das alteracdes
estruturais em oOrgaos e tecidos comprometendo a sua fisiologia, como também,
podem provocar modificacdes que afetam o crescimento, reproducao, bioacumular e
biomagnificar (SIMONATO, 2006), assim, ocasionando um potencial desequilibrio na
populacdo, comunidade ou ecossistema. Desse modo, o uso da biota aquatica € uma
importante ferramenta na avaliagdo da qualidade das aguas superficiais (BUSS et al.,
2003).

2.2.1 Teste do Microntcleo em Peixes

O teste do Micronucleo (MN) foi desenvolvido originalmente por Schmid (1975).
Através deste teste verificou-se, em eritrécito jovens de roedores, a correlacdo entre
aberracdes cromossémicas e o aparecimento de anomalias nucleares (micronicleos)
submetidos a doses de treminon. Anos depois, o teste foi adaptado com sucesso por
Hoftman e Raat (1982) empregando o sangue periférico de peixes.

O teste do MN em eritrGcito de peixe é uma andlise de genotoxicidade utilizada
para avaliar a toxicidade de substancias em ensaios de laboratério, ou ainda, verificar
a presenca de contaminantes em um corpo hidrico oriundos de areas antropizadas.
Comparado com outros testes citogenéticos, o do MN apresenta algumas vantagens,
incluindo baixo custo e rapidez de analise para triagem de grande numero de
substancias (FLORES; YAMAGUCHI, 2008).

O teste € reconhecido internacionalmente por agéncias e instituicdes
governamentais, sendo um dos métodos preferenciais para avaliar o dano genético
em organismos, pois permite detectar danos provenientes tanto de agentes

clastogénicos, responsaveis por quebras cromossOmicas, como de agentes
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aneugénicos que induzem aneuploidia ou segregacdo cromossémica anormal
(RIBEIRO, 2003; ANSARI et al., 2011) (Figura 2).

O teste do MN baseia-se na observacao de células que sofrem alteragdes na
distribuicdo de suas cromatides (efeito sobre o fuso) ou quebra de crométides.
Durante a anafase, momento em que ha a segregacdo dos cromossomos, 0S
fragmentos provenientes das quebras e de cromossomos inteiros e que ndo estéo
ligados pelo fuso, ndo acompanham a migracdo para os polos da célula (SILVA;
NEPOMUCENO, 2010). Apés a teléfase, tais fragmentos cromatidicos ndo séo
incluidos nos nucleos das células filhas, formando um Gnico ou multiplos micronucleos

no citoplasma dessas células (FENECH, 2000) (Figura 2).

A Efeito Clastogénico

"8 Células Filhas
B Efeito Aneugénico

— | S

Figura 2 — llustragdo da formacdo de Micronucleos sob os efeitos de agentes
clastogénicos (A) e Aneugénicos (B). Fonte: CABRAL, 2014.

A andlise de MN em eritrocito de peixes, quando os testes sao realizados no
laboratoério, visa avaliar o potencial genotoxico de substancias em diferentes
concentragcbes, como observado no trabalho de Montozo et al. (2015), que avaliaram
a toxicidade do pesticida Ridomil em diferentes concentragdes na espécie Astyanax

altiparanae. Silva (2014), analisou a frequéncia de MN em Astyanax spp. submetidos
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a diferentes concentracfes do herbicida Glifosato®, enquanto Radoll (2013) verificou
a genotoxicidade de residuos liquidos de frigorifico em Astyanax sp. onde foram
expostos aos efluentes liquidos pré e poés-tratamento, bem como, a montante e a
jusante do langamento.

Ja a analise de peixes in loco, quando capturados nos rios ou lagos, visa
identificar a presenca ou ndo de agentes com capacidade de interferir na integridade
fisiologica desses animais, como observado por Rivero (2007), o qual objetivou em
seu trabalho realizado no Lago Paranoa - Distrito Federal, avaliar a genotoxicidade da
agua através do teste do MN em peixes nativos. Porto e Ethur (2009), investigaram a
toxicidade das aguas dos rios da Bacia Hidrografica Butui-lcamaqua, na fronteira
Oeste do Rio Grande do Sul, onde um dos testes utilizados foi o de micronucleo. Silva
e Nepomuceno (2010) avaliaram os possiveis efeitos genotoxicos da poluicdo
aguatica em peixes do rio Paranaiba, regido de Patos de Minas/MG, por meio do teste
do microndcleo utilizando o peixe mandi-amarelo (Pimelodus maculatus) como
bioindicador. Cantanhéde et al. (2016), avaliaram a qualidade de dois ambientes
salobros localizados na llha do Maranh&o, sendo o teste do MN um dos utilizados em
eritrocito de Centropomus undecimali.

Como € possivel observar, o teste do MN em peixes vem sendo utilizado
frequentemente nos mais diversos estudos, desde 0s que envolvem o reconhecimento
da toxicidade de substancias, até aqueles que realizam monitoramento de ambientes
aquaticos. Esse procedimento ocorre em virtude dos peixes serem organismos
bioconcentradores de muitos contaminantes que ainda que em baixas concentracoes,
podem afetar sua fisiologia e capacidade de sobrevivéncia (GRISOLIA et al., 2009).
Além disso, 0s peixes sao relevantes no processo de avaliacdo local, devido aos seus
hébitos piscivoro e sedentario (EGITO et al., 2010).

Nos peixes, 0s micronlcleos sdo encontrados no sangue periférico,
diferentemente do teste realizado em alguns mamiferos, onde necessita extrair
material da medula 6ssea. A coleta do sangue € realizada logo apés o sacrificio do
animal com preparo de esfregacos (Figura 3), fixacdo do material e coloracéo para

posterior analise em microscopia optica.
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Figura 3 — Esquema da coleta de sangue e as etapas da confeccdo dos
esfregacos. Fonte: Cort e Ghisi (2014).

A frequéncia de micronucleos é analisada através da observacdo de 1000 a
3000 eritrocitos por lamina em microscopia. De acordo com Oliveira (2013), as
identificac6es dos microndcleos seguem os seguintes critérios: (1) o micronucleo deve
ser um terco menor que o ndcleo principal; (2) o micronucleo ndo deve tocar o nucleo
principal; (3) deve ter o mesmo plano de foco do ndcleo; (4) padrdo de coloracao
idéntico ao nucleo.

Conforme Ribeiro (2003), o resultado positivo no teste, indica a presenca de
substancias genotoxicas no local de estudo avaliado. O resultado negativo no teste
indica que, sob as condicfes do teste, ndo houve indicios da presenca de substancias
no ambiente estudado capazes de promover danos genéticos nas espécies avaliadas.

Concomitante ao teste do MN realiza-se a observacdo de alteracdes na
morfologia do envelope nuclear, o que também da indicios da presenca e interacao
de substancias quimicas com o organismo avaliado. Sao alteracées provocadas por
agentes que também induzem os MNs, porém, os mecanismos moleculares que
acarretam as alteragbes ndo foram desvendados ainda (PALHARES; GRISOLIA,
2002), mas acredita-se que estdo relacionados a erros que ocorrem durante 0s
processos mitéticos (FENECH, 2000).

As alteracdes morfologicas nucleares (AMN) descritas com maior frequéncia
em estudos foram observadas primeiramente por Carrasco et al. (1990) como:
“blebbed” nucleo que apresenta uma pequena invaginacdo no envoltério nuclear,;
“lobbed” nucleo com uma invaginagao maior do que o belbbed; “notched” nucleo com

corte notavel no conteddo do material nuclear; “vacuolated” nucleos que apresentam
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uma regido que lembra vacuolos em seu interior (Figura 4). Outras alteracdes ja foram
relatadas por muitos autores, como, “binucleo” dois nucleos bem definidos;
“segmented” dois nucleos unidos por um filamento largo; “kidney-shape” nucleo
dobrado em formato e um rim (CARROLA et al., 2014).

5 pm

Figura 4 - AlteracBes morfolégicas nucleares: A- blebbed; B — lobbed; C — notched; D
- vacuolated. Fonte: autor.

2.2.2 Analise histopatolégica em peixes

A avaliacdo histopatologica tem sido um valioso instrumento biomarcador de
qualidade ambiental. Por definicdo, os biomarcadores séo altera¢des biolégicas que
podem estar relacionadas a exposicdo ou aos efeitos téxicos de compostos quimicos
do ambiente (PEAKALL, 1994; VAN GESTEL; VAN BRUMMELEN, 1996). Os peixes
sdo organismos extremamente sensiveis as mudancas na qualidade de seu habitat,
com isso, altera¢cdes no ambiente devido a presenca de contaminantes podem resultar
em inUmeras mudancas bioquimicas e fisioldgicas no organismo, que podem levar a
formacdo de lesBes que, por muitas vezes, podem ser irreversiveis (HINTON e
LAUREN, 1990; HILTON et.al., 1992).

Essa técnica permite uma andlise especifica dos 6rgdos em nivel tecidual e
celular, visto que eles séo afetados por estressores ambientais sob condic¢des in situ,
além disso, em avaliacdo de campo, a histopatologia € um método eficaz para detectar
os diversos efeitos da exposi¢cdo aguda ou crénica nos varios tecidos e 6rgaos (SILVA,
2004). Em peixes, a histologia é direcionada para orgaos chave, que estdo em contato
com xenobidticos, como as branquias e o figado. Muitos xenobibticos presentes nos
ecossistemas aquaticos acabam absorvidos pelos peixes através da ingestdo de
alimentos, agua, pelas branquias e pele. Segundo Silva (2004) e Avilez (2008), as

branquias constituem uma porta de entrada dos xenobidticos que estdo presentes na
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agua, ja o figado, tem a funcdo de biotransformar poluentes que entraram no
organismo por via alimentar para posterior excrecao.

Estudos com o uso da histologia do figado e das branquias, com o objetivo de
monitorar a poluicdo dos ambientes aquéticos ou a toxicidade de substéncias

guimicas, vém expandindo-se no territorio brasileiro como evidenciado na tabela 1.

Tabela 1 — Estudos realizados no territorio brasileiro utilizando a histologia como

ferramenta de avaliacdo da contaminacgdo e contaminantes ambientais.

Autores

Orgédo/Espécie

Objetivo

Miletti et al. (2003)

Silva (2004)

Simonato et al.
(2006)

Garcia-Santos et
al. (2006)
Avilez (2008)

Condessa (2009)

Faria (2009)

Brito (2010)

Rocha et al. (2010)

Rezende (2011)

Figado e branquia de

Serrapinnus notomelas e Danio

rerio
Figado e branquia de
Astyanax sp.

Figado e branquias de
Prochilodus lineatus

Branquias de
Oreochromis niloticus
Figado e branquias de
Bricon amazonicus
Figado e branquias de
Astyanax bimaculatos

Figado e branquias de
Poecilia vivipara

Figado e branquias de
Pimelodus maculatus e
Oligosarcus hepsetus

Figado de
Brachyplatystoma rousseauxii

Figado e branquias de
Orechromis niloticus

Avaliou a toxicidade do
sedimento dos rios da
Bacia do Mogi-Iguacu.
Avaliou a toxicidade da
agua de um Ribeirdo
Urbano.

Avaliou a exposicao
aguda e subcrbnica a
fracdo solavel de Oleo
diesel.

Avaliou a exposicdo a
fracOes de Cadmio.
Avaliou o0s efeitos de
concentracdes de fenol.
Analisou a bioacumulagéo
e os efeitos da exposicéo
subcronica a diferentes
concentracfes de Zn.
Verificou a toxicidade de
concentracfes do
herbicida Roundup®.
Avaliou a qualidade da
agua de trés reservatorio
no Rio Paraiba do Sul.
Avaliou a qualidade
ambiental da Baia do
Guajara

Avaliou a qualidade da
agua de uma represa
através das alteracoes
histoldgicas.
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Autores Orgao/Espécie

Objetivo

Shiogiri (2011) Figado e branquias de
Piractus mesopotamicus

Campos (2012) Figado de Prochilodus
lineatus
Figueredo (2013) Figado e branquias de

Rhamdia quelen

Moraes (2013) Branquias de Bricon
amazonicus
Filho et al., 2014 Figado e branquias de

Pygocentrus nattereri e
Serrasalmus marginatus

Virgens et al., 2015 branquias de Orechromis
niloticus
Pinto, 2016 Figado e branquias de

Orechromis niloticus

Neves, 2017 Branquias e figado de
Ancistrus mullerae

Pinheiro et al., Figado de Colossoma
2017 macropomum

Avaliou a toxicidade de
concentragcdes do
herbicida glifosato na
formulacéo Roundup®
Ready.

Avaliou a toxicidade da
agua de um lago e de
detergente biodegradavel.
Verificou as alteracdes
histoldgicas em peixes do
Rio da Madre, SC, situado

em uma regiao
predominada pela
rizicultura.

Avaliou o0s efeitos de
concentracfes de

cipermetrina.

Avaliou a qualidade da
agua do Rio Paraguai.

Avaliou os efeitos apés a

exposicao Acefato,
Difenoconazol e
Sulfluramida

Avaliou a toxicidade do
cobre e a qualidade da
agua do reservatério
Guarapiranga, SP.
Avaliou a  qualidade
ambiental de sete rios da
bacia do baixo lguacu —
PR.

Avaliou o tecido hepatico
de peixes em lago sob
influéncia de atividade
mineradora na Amazonia.

Fonte: autor.
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Desta forma, a avaliacdo histolégica em peixes tem demonstrado ser uma
excelente ferramenta de pesquisa para estudos de monitoramento da qualidade de
ambientes aquaticos e ainda, colabora para evidenciar o efeito desses poluentes
sobre a integridade dos organismos aquaticos.

2.2.2.1 Figado

O figado localiza-se na cavidade celomatica com os demais 6rgaos, sendo
composto por dois lobos. As células que o compde sdo os hepatécitos, células
epiteliais dos ductos biliares, os macrofagos, as células sanguineas e as células
endoteliais. Os hepatdcitos possuem um ou dois nucleos grandes, esféricos e
centralmente localizados, com nucléolo evidente, e o citoplasma com granulacdes e
aspecto vacuolizado, sdo as principais e mais abundantes células, pois séo
responsaveis pela sintese, secrecdo, armazenamento, biotransformacdo e
metabolismo de substancias (OLIVEIRA, 2015; COSTA et al. 2012; SILVA, 2004).

O figado de peixe possui funcéo similar aos demais vertebrados, desse modo,
€ responsavel pelo metabolismo de proteinas, lipideos, carboidratos, e pela
biotransformacédo de substancias toxicas, como 0s metais. Ainda, nos peixes, esta
envolvido na hematopoiese e na producdo de anticorpos durante o periodo larval
(SILVA, 2004; PARIS-PALACIOS et al., 2000).

O xenobidtico, apds entrar no organismo, é transportado pelo sangue e atinge
os 6rgaos do peixe, podendo se estocar nas gorduras, rins e musculos, ou ainda no
figado; entretanto, esse ultimo pode biotransformar os compostos téxicos eliminando-
0s. O processo de biotransformacédo tem como definicdo a converséao catalisada por
enzimas de uma substancia em outra, com a finalidade de torna-la mais hidrofilica,
assim, evitando que permaneca o tempo suficiente no organismo para provocar danos
irreparaveis (SIJM; OPPERHUIZEN, 1989). Ainda, segundo Sijm e Opperhuizen
(1989), no que diz respeito a toxicidade, o xenobidtico biotransformado pode tornar-
se mais téxico para o organismo do que o seu composto original, sendo que depende
do tipo de composto e a capacidade do organismo em realizar esse processo.

Conforme Sijm e Opperhuizen (1989), o processo de biotransformacdo em
geral é dividido em Fase | e Fase Il. A Fase | corresponde a reagfes néo sintéticas

que envolvem a oxidagéao, reducao ou hidrolise, com o objetivo de introduzir um grupo
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funcional no xenobiotico. As reacfes da Fase Il sdo de conjugacdo com compostos
endogenos. O produto a ser excretado pode ser formado somente na Fase | ou Fase
I ou em ambas (HODGSON, 2004; AVILEZ, 2008). Desta forma, o figado esta
envolvido em funcgBes vitais, sobretudo nos organismos aquéticos, tais como 0s
peixes, tornando-se um importante biomarcador capaz de fornecer informacdes
guanto as respostas desses organismos com relacédo a qualidade do ambiente em que
vivem.

As alteraces histoldgicas em tecido hepatico foram classificadas por Poleksic
e Mitrovictutundzic (1994) de acordo com o estagio de severidade, onde, o estagio |
corresponde as alteracdes consideradas leves, aquelas que néo alteram a funcéao do
tecido; o estagio Il condiz as alteracdes moderadas, isto €, aquelas que alteram
parcialmente a funcdo do tecido, j& o estagio lll representa as alteracdes severas,

aguelas que alteram totalmente a funcéo do tecido (Tabela 2).

Tabela 2 - Classificacdo das alteracbes
histopatolégicas do figado quanto a severidade das
lesbes de acordo com Poleksic e Mitrovic-tutundzic
(1994) adaptado pelo autor.
Estagio Alteracdes histolégicas
Nucleo na periferia da célula

Deformacao do contorno celular
Deformacao do contorno nuclear
Hipertrofia celular
Hipertrofia nuclear
Atrofia celular

I Atrofia nuclear
Centros de melanomacroéfagos
Vacuolizacao citoplasmatica
Vacuolizacao nuclear
Degeneracao citoplasmatica

Il Degeneracao nuclear
Rompimento celular
Estagnacéo biliar
Hiperemia

11 Necrose focal

Com base nesta classificacdo, os autores desenvolveram a seguinte equacao
para calcular o indice de Alteracdes Histopatoldgicas (IAH): IAH = 100.5 S/ +10t .5 Sl
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+102 .5 Slll onde, > SI, Y SIl e Y Slll = somat6rio do niumero de alteracbes de estadios
[, I e lll; 10° = multiplo da fase I; 10'= multiplo da fase IlI; 102 = multiplo da fase IIl. Os
valores do IAH sao classificados em quatro categorias: 0-10 = funcionamento normal
do 6rgédo; 11-20 = alteracdes leves; 21-50 = altera¢cdes moderadas; 51-<100 = lesdes
severas.

Como as células do figado agem diretamente no metabolismo e
biotransformacg&o de xenobidticos é possivel a identificacdo de alteracdes estruturais
que ocorrem devido as suas acdes. As alteracdes possiveis de observagdo através
da técnica Hematoxilina-Eosina (HE) e, frequentemente utilizadas nos estudos de
histopatologia do figado de peixes, sdo do tipo: nucleo na periferia da célula,
deformacé&o do contorno celular, deformacéo do contorno nuclear, hipertrofia celular,
hipertrofia nuclear, centros de melanomacréfagos, vacuolizacdo citoplasmatica,
vacuolizacdo nuclear, degeneracdao citoplasmatica, degeneracéo nuclear, rompimento
celular, estagnacéao biliar, necrose e hiperemia, sendo esta ultima uma alteracdo nos
vasos sanguineos (MILETTI et al., 2002; SILVA, 2004; SIMONATO, 2006; AVILEZ,
2008; CONDESSA, 2009; FARIA, 2009; BRITO, 2010; ROCHA ET AL., 2010;
REZENDE, 2011; SHIOGIRI, 2011; CAMPOS, 2012; FIGUEREDO, 2013; FILHO et
al., 2014; PEREIRA, 2014; PINTO, 2016; NEVES, 2017; PINHEIRO et al., 2017)

2.2.2.2 Branquias

As branquias exercem funcdes vitais nos peixes. Através da sua atividade
ocorrem 0s processos de trocas gasosas, osmorregulacéo, equilibrio acido-béasico e
excrecdo de compostos nitrogenados (LIMA et al. 2008; MACHADO; FANTA, 2003).
A qualidade do ambiente aquatico afeta diretamente a estrutura branquial, pois as
branquias estdo em contado com a agua, logo, em contato direto com poluentes.
Desta forma, torna-se um excelente bioindicador de qualidade dos ambientes
aguaticos, como também, uma forma de avaliar as respostas desses organismos na
presenca de xenobidticos presentes no ambiente (SILVA, 2004).

Em relacdo a morfofisiologia das branquias, a disposi¢do e o tamanho variam
conforme a espécie, localizam-se na cavidade opercular e séo divididas em arcos de
onde surgem os filamentos branquiais com suas fileiras de lamelas secundarias
(VIERGENS et al., 2015). Essas lamelas s&o muito vascularizadas e s&o as principais

estruturas responsaveis pelas trocas gasosas, ja sua estrutura histolodgica apresenta-
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se revestida por epitélio pavimentoso simples e amparada por células pilares, sendo
essas formadoras de lacunas contendo os capilares sanguineos, nos quais ocorrem
as trocas gasosas e também, estdo presentes na estrutura as células de cloreto,
células mucosas, melandcitos, macrofagos e os linfécitos (Figura 2-A) (FILHO et al.
2014; VIRGENS et al., 2015).

As branquias sdo os 6rgaos mais afetados pela presenca de poluentes na agua,
pois é a principal rota de entrada das substancias toxicas, o que geralmente ocasiona
um desajuste da regulacdo hidromineral que é regulada pelas células cloreto e
pavimentosas. As células cloreto sdo as células-chave envolvidas neste processo,
elas absorvem CI- através dos trocadores de CI/HCO3 e Na* através do trocadores
NHs*/Na* e nas pavimentosas estdo presentes canais de Na*, onde o influxo iénico é
dirigido pelo gradiente eletroquimico regido por uma H*-ATPase (EVANS et al., 2005;
BONGA; LOCK, 2008; MORAES, 2013).

Muitos contaminantes organicos e inorganicos podem alterar a permeabilidade
do epitélio branquial & agua e aos ions. Essa alteracao ocorre por meio da acao direta
do contaminante sobre os mecanismos de transporte e/ou da acédo indireta, através
da inducao de respostas de estresse que envolvem a liberacdo de catecolaminas e
cortisol na corrente sanguinea, desencadeando uma série de reacdes que afetam a
funcionalidade das branquias (BONGA; LOCK, 2008). A catecolamina liberada
provoca um aumento da perfusdo lamelar e da permeabilidade de ions, ja o cortisol,
induz a proliferacdo de CC (Figura 5-F) com o objetivo de reestabelecer o balanco
ibnico e em consequéncia da proliferacdo de CC, ocorre um aumento da espessura a
embrana lamelar prejudicando as trocas gasosas entre a agua e o sangue (MORAES,
2013).
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Figura 5 — Esquema representativo das células branquiais e as possiveis alteracdes
mais encontradas em estudos histopatologicos. Branquia normal (A), lamina basal (Ib),
célula mucosa (mu), célula cloreto (cc), célula pilar (pi), célula epitelial (ce), seio
venoso lamelar (svl), canal sanguineo marginal (csm); B, C, D e F, alteracfes mais
encontradas. Fonte: MORAES, 2013.

As alteragbes branquiais recorrentes da acdo de poluentes estdo
exemplificadas na Figura 5B, 5C, 5D, 5E e 5F, sendo que estas também foram
classificadas por Poleksic e Mitrovictutundzic (1994) de acordo com o estagio de
severidade, onde, o estagio | representa as alteracdes consideradas leves, ou seja,
as que alteram a funcéo do tecido; o estagio Il refere-se as alteracdes moderadas,
que alteram parcialmente a fungdo do tecido; logo o estégio Ill corresponde as
alteracdes severas, aquelas que alteram totalmente a funcéo do tecido (Tabela 3).
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Tabela 3 - Classificacdo das alteracdes histopatolégicas das branquias quanto e a
severidade das lesdes de acordo com Poleksic e Mitrovic-tutundzic (1994) adaptado
pelo autor.

Estagio Alteracdes histolégicas
Hipertrofia do epitélio lamelar

Elevacédo do epitélio lamelar
Hiperplasia do epitélio lamelar

I Desarranjo lamelar
Dilatacéo do seio sanguineo
Constricao do seio sanguineo
Congestéao vascular
Fusao incompleta das lamelas
Fusdo completa de algumas

lamelas

[l Fusado completa de varias lamelas
Ruptura do epitélio
Aneurisma lamelar
Destruicao do epitélio lamelar

11 Congestéao vascular
Necrose

Fundamentando-se nesta classificacdo, os autores desenvolveram a seguinte
equacao para calcular o indice de Alteracdes Histopatolégicas (IAH): IAH = 100 .5 S/
+101 .5 Sl +102 .3 Slll onde, 3 SI, Sl e > Slll = somatério do numero de alteragdes
de estadios I, Il e lIl; 10°= multiplo da fase I; 10'= mdltiplo da fase Il; 102 = mdltiplo da
fase Ill. Os valores do IAH séo classificados em quatro categorias: 0-10 =
funcionamento normal do 6rgdo; 11-20 = alteracdes leves; 21-50 = alteracdes
moderadas;51-<100 = lesGes severas.

As alteracbes histopatologicas em branquias descritas na Tabela 3 e
demonstradas na Figura 5, foram evidenciadas em muitos estudos que visaram avaliar
substancias potencialmente poluidoras. Alguns desses estudos estdo expostos na

Tabela 4, com as respectivas alteracdes descritas pelos autores.

Tabela 4 — Estudos realizados com analise histopatolégica de branquias visando
caracterizar os efeitos de substancias poluidoras em potencial.
Autor Poluente(s) Alteracdo(bes)

Simonato et al. (2006) Oleo diesel Descolamento epitelial,
hiperplasia e aneurisma.
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Tabela 4 — (Continuacao)

Autor Poluente(s) Alteracado(0es)
Garcia-Santos et al. Cadmio Proliferacdo do  epitélio
(2007) filamentar, vasodilatagcdo do

seio venoso central e da
regido basal do eixo vascular
das lamelas e destacamento

do epitélio.

Aviles (2008) Fenol Fusdo lamelar, congestao
sanguinea, necrose e
aneurisma.

Shiogiri (2011) Roundup® Ready Hipertrofia, hiperplasia e
proliferagéo de CC.

Moraes (2013) Cipermetrina® Hiperplasia, hipertrofia,
dilatacéo de vasos

sanguineos e aneurisma.

Virgens et al. (2015) Acefato, Difenoconazol Desarranjo celular,
e Sulfluramida desorganizacao dos
filamentos, aneurismas e
apoptose.
Arellano et al. (1999) Cobre Destacamento do epitélio,

proliferacéo de CC.

van den Heuvel et al. Areia betuminosa Aneurisma, proliferacdo de

(1999) células epiteliais e CC.

Pane et al. (2004) Niquel Fusao das lamelas

Maduenho et al. (2007) Dimilin® Congestao vascular,
desarranjo lamelar

secundéria, hiperplasia e
fusdo completa.

Fonte: Autor

Diante do exposto, a histologia € uma ferramenta de capaz de revelar sensivel
e seletivamente até mesmo os efeitos subletais de substancias presentes no meio

ambiente e com potencial de interferir na biota aquatica (ARELLANO et al., 1999).
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GENOTOXICIDADE EM ORGANISMOS EUCARIOTOS DE AGUA DOCE
AVALIADA PELO TESTE DE MICRONUCLEO E ANOMALIAS NUCLEARES.
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GENOTOXICIDADE EM ORGANISMOS EUCARIOTOS DE AGUA DOCE
AVALIADA PELO TESTE DE MICRONUCLEO E ANOMALIAS NUCLEARES.

Resumo

A antropizacdo dos ambientes aquaticos agrava o0s riscos de contaminagdo por
substancias genotoxicas, desta forma, pondo em risco a integridade genética de
muitos organismos. O teste do Micronucleo (MN) e Anomalias Nucleares (AN) em
sangue periférico de peixes, empregado a campo é uma forma de avaliar a presenca
de genotoxicos nos corpos hidricos que ja estdo em interacdo com os organismos. No
presente estudo, o teste do MN e AN foi avaliado em peixes do Rio ljui/RS. O rio est4
localizado em meio a areas agricolas, urbanas com atividades industriais e somando
a isso, o deficiente tratamento de esgoto doméstico das cidades. Os resultados
obtidos indicam que em apenas um dos cinco pontos de coleta avaliados as
frequéncias de MN em peixes se apresentam superiores ao esperado, ja as
frequéncias de AN foram superiores aos MNs em todos 0s pontos. As frequéncias
baixas de MN n&o excluem o fato de que o rio esteja livre de contaminantes, pois 0s
resultados apresentados sdo momentaneos e referentes aos peixes coletados neste
estudo.

Palavras-chave: Contaminacao. Bioindicador. Xenobidtico. Corpo hidrico.

GENOTOXICITY IN FRESH WATER EUKORYOTE ORGANISMS ASSESSED BY
THE MICRONUCLEUS TEST AND NUCLEAR ABNOMALITIES.

Abstract

The anthropization of aquatic environments aggravates the risks of contamination by
genotoxic substances, in this way at risk the genetic integrity of many organisms.
Micronucleus test (MN) and Nuclear Abnormalities (AN) in the peripheral blood of fish
used in the field is a way to evaluate the presence of genotoxics in water bodies, which
are already in interaction with organisms. In the present study, the MN and AN tests
were evaluated in ljui river fish. The river is located in the middle of agricultural areas,
urban with industrial activities and adding to this, the deficient treatment of domestic
sewage of the cities. The results indicate that in only one of the five points of collection
evaluated the MN frequencies in fish are higher than expected, and the AN frequencies
were higher than the MNs at all points. The low MN frequencies do not exclude the
fact that the river is free of contaminants, since the results presented are momentary
and refer to the fish collected in this study.

Keywords: Contamination. Bioindicator. Xenobiotic. Water body.
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1 Introducéao

Os ecossistemas aquaticos estdo expostos a uma gama de substancias
potencialmente poluidoras, as quais, originam-se das a¢des humanas. Os principais
focos de antropizagéo séo os efluentes doméstico, industrial e os agroquimicos e tais
poluentes séo caracterizados por apresentarem uma complexa composi¢cao, que
abrange quimicos organicos, inorganicos, metais, microrganismos patogénicos, bem
como, substancias cujos efeitos sobre o meio ambiente ainda sdo desconhecidos. O
quadro pode ser agravado com a falta de conservagdao das matas ciliares de rios,
lagos e nascentes.

Nem sempre a presenca de um contaminante provoca danos imediatos e
mensuraveis no meio ambiente, pois ocorrem simultaneamente inUmeros processos
onde a biota poderd transformar, eliminar ou acumular os contaminantes com o
objetivo de manter o equilibrio do meio ambiente (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).
No entanto, esses poluentes contaminam de forma constante e em grande quantidade
0s ambientes aquaticos, ocasionando uma saturacdo desses processos e afetando
diretamente os organismos aquéticos promovendo perturbagdo nos processos vitais
dos mesmos (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Dessa forma, estudos vém sendo realizados para avaliar os niveis de poluicao
dos ambientes aquéticos e um deles, € o uso de parametros biologicos, que baseiam-
se na avaliacdo das respostas biolégicas dos organismos em relacdo ao meio onde
vivem (BUSS et al. 2003; LINS et al., 2010).

Um bioindicador ideal deve sobreviver em ambientes saudaveis, mas também
apresentar resisténcia relativa ao contaminante que esta exposto. Outros aspectos
gue podem facilitar o desenvolvimento de estudos sdo a abundancia dessa espécie
no ambiente e a facilidade em adaptar-se aos ensaios laboratoriais (AKAISHI, 2004,
LINS et al., 2010), visto que, em laboratério sédo realizados estudos para avaliar o
potencial téxico de um contaminante sobre um organismo.

Diante disso, 0s peixes sdo excelentes bioindicadores de ambientes aquaticos,
e segundo Moreira et al. (2010), fornecem parametros confiaveis da situacdo real do
ambiente em que se encontram, além de estar presente em praticamente todos os
rios e lagos, ser de facil coleta e manuseio.

Em peixes, os xenobidticos podem provocar danos em nivel celular,

comprometendo o funcionamento de o6rgaos vitais, podendo ainda, bioacumular e
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biomagnificar (SIMONATO et al., 2006), como também, danos em nivel molecular,
gue sao provocados principalmente na molécula de DNA, onde, muitos xenobidticos
tém a capacidade de interagir promovendo danos clastogénicos, responsaveis por
guebras cromossdmicas, como de agentes aneugénicos que induzem aneuploidia ou
segregacao cromossémica anormal (ANSARI et al., 2011).

Os contaminantes que causam danos no DNA s&o conhecidos como
genotoxicos e ha testes eficientes para avaliar a presenca em ambientes aquéticos.
O teste do MN foi desenvolvido originalmente por Ledebur e Schmid (1973), com
eritrocito jovens de roedores; posteriormente, o teste foi adaptado com sucesso por
Hoftman e Raat (1982) empregando em sangue periférico de peixes.

Em relacdo a avaliacdo de AN, estas sdo conceituadas como alteracfes na
morfologia do envelope nuclear, o que também fornece indicios da presenca de
substancias quimicas nos corpos hidricos que interagem com o organismo avaliado.

Diante disso, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de MN

e AN em eritrocitos de peixe de agua doce, expostos a ambientes antropizados.

2 Material e Métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais — CEUA
da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), sob o protocolo n°
23205.000642/2018-45.

2.1 Area de estudo

O corpo hidrico utilizado para este trabalho foi o Rio ljui, cuja localizacdo
transpde a regido noroeste do estado do Rio Grande do Sul, sob as coordenadas
27°45' e 26°15' de latitude Sul e 53°15' e 56°45' de longitude Oeste, no qual, foram
delimitados cinco pontos de coleta (Figura 1). Onde, Pl localiza-se sob as
coordenadas 28°19'10,81” S e 53°58'54,52” W, nas margens da RS 342, préximo a
cidade de ljui-RS. E o ponto mais préximo da nascente (+50Km) entre a juncéo dos
rios Palmeira, Caxambu e Filza; P2 localiza-se sob as coordenadas 28°18°50.74”S e
54°18'38.39"W, apds a cidade de Santo Angelo-RS; P3 localiza-se sob as
coordenadas 28°11'53.20”S e 54°41°'25.47"W, proximo a cidade de Cerro Largo-RS;
P4 localiza-se sob as coordenadas 28°08°13.35”S e 55°03’50.77"W, proximo a cidade
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de Roque Gonzales-RS; P5 localiza-se sob as coordenadas 28°03'29,0S e
55°07°,39,0"W, é o ponto proximo do Rio Uruguai.

Foram realizadas quatro coletas uma em cada estacdo sazonal anual,
compreendendo a primavera de 2017, ver&o, outono e inverno de 2018, capturando
10 espécimes de peixe por estacao, totalizando 40 peixes por ponto independente da

espécie. A captura foi efetuada com anzdis e isca viva.
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Figura 1 — Localizacdo dos pontos de coleta do estudo. Fonte: elaborado pelo autor
através do ArcMap®.

2.2 Caracterizacdo dos pontos e analise dos parametros fisico-quimicos

O ambiente no local dos pontos foi caracterizado levando em consideracéo os
focos de antropizagdo: presenca de mata ciliar, atividades agricolas e presenca de
areas urbanas. Os parametros fisico-quimicos temperatura (°C), pH, oxigénio
dissolvido (OD), condutividade (COD), sélidos dissolvidos totais (SDT) e salinidade
(SAL) foram aferidos atraves de sonda multiparametro em todas as coletas.

2.3 Processamento e analise dos esfregacos



43

Posterior a captura, os peixes foram anestesiados através de imersdo em
solucédo de Eugenol 3% e imediatamente sacrificados por decapitacdo, uma inciséo
foi efetuada na artéria caudal para extracdo do sangue através de capilar de vidro
contendo EDTA 3%, para evitar a coagulacdo do sangue.

Foram confeccionadas trés laminas de esfregaco sanguineo por peixe e
deixados secar em temperatura ambiente; apos, fixados em metanol por 15 minutos
e armazenados em porta laminas para transporte até o Laboratério de Genética da
Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Cerro Largo, RS. No laboratério, as
laminas foram submetidas a hidrolise em HCI 5 N por 15 minutos em temperatura
ambiente, lavadas em agua destilada seguida da coloracdo do nucleo em reativo de
Schiff por duas horas, em seguida lavadas em agua destilada e imergidas em Fast-
Green por um minuto para contra-coloracao.

Em microscopia Optica, foram observadas 1000 células por lamina, ou seja,
3000 por peixe, contabilizando as células micronucleadas (MN) e as anomalias
nucleares (AN) dos tipos : “blebbed”, nicleo que apresenta uma pequena invaginagao
no envoltoério nuclear; “lobbed”, nicleo com uma invaginagdo maior do que o blebbed;
“notched”, nucleo com corte notavel no conteddo do material nuclear; “vacuolated”,
nucleos que apresentam uma regidao que lembra vacuolos em seu interior;“ binucleo”,
dois nucleos bem definidos; “segmented”, dois nucleos unidos por um filamento largo.

Os dados extraidos das contagens foram transformados em frequéncias de MN
e AN através da formula:

Frequéncia = Total de MN ou AN contabilizados X 100
total de células observadas

2.4 Andlise estatistica

Para a analise estatistica, as frequéncias entre os pontos e as esta¢des foram
submetidas ao teste Kruskal-Wallis, as médias, ao teste Tukey de comparacéo
multipla entre os pontos e as estacdes. Para avaliar uma possivel correlacdo entre a
incidéncia de MN e AN os dados das respectivas variaveis foram submetidos ao teste
de Correlacao Linear de Pearson. Para todos os testes, foi considerado significativo
p<0,05.
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3 Resultados

Os cinco pontos de coleta estabelecidos para este estudo, foram
estrategicamente selecionados visando os mais diversos ambientes e seus potenciais
causadores de impacto. Todos o0s pontos apresentam sinais de antropizacao
(Apéndice 1), caracterizado pelo langcamento de efluente doméstico e industrial,
agravando-se no P1 e P2.

Os parametros fisico-quimicos (Tabela 1), das quatro coletas sazonais e nos
cinco pontos, apresentam-se em conformidade com a resolucdo n® 357 (CONAMA,
2005) enquadrando-se em classe 2 para agua doce.

Tabela 1 — Média e desvio padrdo dos parametros Fisico-Quimico das quatro
estacdes sazonais nos cinco pontos de coleta.

Média e desvio padrao dos parametros Fisico-Quimicos

Ponto mOgE/)L pH Sg/'glg ?nLgE/)I SAL % T°C
P1 6,140,3 7,18+0,1 87,6+10,1 60,8592 0,04+0,01 20,1%2,3
P2 6,6£0,8 7,24t+0,3 1151£12,0 81,2459 0,06+0,01 17,5%5,9
P3 6,5:0,9 6,8+t0,01 124,5+2,6 90,3151 0,06+0,01 19,2495
P4 6,3t1,7 7,4+0,1 119,4+17,6 83+20,6 0,060,01 17,6%8,1
P5 6,3t1,6 7,4t0,05 194+1,6 128,971 0,09+0,04 17,6+10,3

CONAMA  s50 602 60> <500 <0,5

3357/2005 9,0

*OD=oxigénio dissolvido; COND=condutividade; SLDT=s6lidos dissolvidos totais; SAL= salinidade.

No presente estudo, foram observadas as presencas de MNs (Figura 2) e ANs

” “*

do tipo “blebbed”, “lobbed”, “notched”, “vacuolated”, “binucleo”, “segmented” (Figura
3).
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B 1
B : i
I

Figura 2 — Eritrocito normal em A e eritrécitos micronucleados B, C, D, E observados
em objetiva de 100x. Fonte: Autor

" .y‘
Figura 3 — Eritrocitos dos peixes analisados com anomalias nucleares AN: em A —
normal; B e C — blebbed; D e E — lobbed; F — notched; G — vacuolated; e H —
segmented. Fonte: Autor.

Nos peixes analisados nos cinco pontos do Rio ljui, ndo ha presenca
significativa de MN, exceto no Ponto 3 na primavera (Figura 4A) em que o indice se
mostra superior ao esperado que é de 0,2%. Os dados coletados de células com AN,

mostram que seus valores sdo maiores que o indice de células com MN, ocorrendo



46

um maior aumento nos peixes do P2 nas estacbes de primavera, verdo e outono

(Figura 4A, B, C)

A-vNg 1 ® [~A—MN]
B AN u ANI

P1

(C)

A MN (D) A MN

A —A—— A A 04 A —a A— A B

T
Pl

T T T T T T T T T
P2 P3 P4 PS Pl P2 P3 P4 Ps

Ponto Ponto

Figura 4 — Frequéncia (%) de MN e AN em 10 peixes/estacdo. Sendo A (Primavera)
B (Verdo) C (Outono) e D (Inverno). Fonte: Autor.

Os dados foram submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis para frequéncia de MN

e AN. As frequéncias de MN e AN observadas ndo diferem entre as estacdes, pois

p>0,05. Ainda, as médias de MN e AN foram submetidas ao teste de Tukey para

comparacao multipla (Tabela 2), onde, os resultados corroboram com o teste Kruskal-

Wallis.

Tabela 2 — Tabela de Tukey das médias de
MN e AN em 50 peixes/estacdo (3.000
células analisadas por peixe).

Estacao Média MN*  Média AN*

Primavera 91,4 a 1532 a
Verao 45 a 894 a
Outono 26,4 a 827.2 a
Inverno 26,4 a 585.8 a

*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de significancia.
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Para avaliar uma possivel correlacédo entre a incidéncia de MN e AN, os dados

das respectivas variaveis foram submetidos ao teste de Correlacdo Linear de Pearson

(Figura 5). O valor de r foi préximo a 0, demonstrando que ndo h& correlacdo entre o

surgimento de MN e AN.
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Figura 5 — Diagrama de dispersdo da correlacao linear de Pearson (r= 0.3121145/ p=

0.1803). Fonte: Autor.

Entre as espécies coletadas, o Astyanax sp. apresentou as maiores frequéncias

de MN, exceto no P4 (Figura 6).
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Figura 6 — Frequéncia média de MN observada nos peixes/pontos coletados.
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A Figura 7, diferentemente do resultado de MN, mostra que o Astyanax sp,
nao difere dos outros peixes quanto a presenca de AN.

B Astyanax sp.
) ® Crenicichla vittata
A Oligosarcus jenynsii
74 Vv Geophagus brasiliensis
u 4  Hypostumus sp.
@ PY P Steindachnerina
6 - @ Hoplias ahlabaricus
= ® /heringichys labrosus
2\/ v *® ® Rhamdia quelen
=z 54 A *  Pimelodus maculatus
<
(0]
© %
@ 4 <
- . .
B
@ * -
@ " a
T 2
3 ]
[T @® A ‘
1 ” °
0 T 4 T g T T T T T
P1 P2 P3 P4 P5

Ponto
Figura 7 — Frequéncia média de AN observada nos peixes/pontos coletados.

4 Discussao

O estudo mostra que nos pontos P1 e P2, onde a antropizacdo é mais
significativa verificou-se maior incidéncia de MN e AN em relacdo a outros pontos
menos impactados.

A degradacdo da mata ciliar é evidente em todos os pontos onde foram feitas
as coletas. Os pontos P1 e P2, estdo proximos das cidades com maior nimero de
habitantes, além disso, ocorre o despejo de efluentes urbanos e industriais em rios
tributarios ao ljui. A presenca de areas agricultaveis é evidente em todos os pontos,
com predominio de monocultura e pecuéaria que avanca sobre a mata ciliar até as
margens do rio.

A mata ciliar desempenha funcédo de filtro natural para os corpos hidricos,
barrando contaminantes carregados pelas aguas pluviais e pelo solo, através de
processos como erosao e assoreamento, além de ser habitat de inGmeras espécies
de aves, répteis e mamiferos que utilizam o rio como fonte de alimento (LOWRANCE
et al., 1997).

Os peixes analisados apresentam niveis nao significativos de células
micronucleadas (MN), com excecdo do Ponto 3 na primavera, que apresenta um

indice superior ao esperado que é de 0,2%, considerado um nivel de formacao
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espontanea de MN (MANAS et al., 2009), essa maior frequéncia de MN no P3 reflete
o estado de conservacao do local, que se caracteriza pela inexisténcia de mata ciliar,
presenca de atividades suinicolas e plantio de monoculturas. Além disso, a primavera
compreende um periodo chuvoso que aumenta o processo de escoamento superficial
e depodsito de residuos nos leitos dos rios, 0 que pode explicar esse aumento em
relacdo aos outros periodos analisados.

Heddle et al. (1991) destacam que MNs s&o respostas a curto prazo a uma
substancia genotdxica, de modo que a sua expressdo depende da intensidade a
exposicao a um xenobiotico e independe da duracdo dessa exposicdo. Outro fator a
ser considerado é que segundo Al-Sabti e Metcalfe (1995) a maxima inducédo de MN
ocorre de um a cinco dias de exposi¢cao, que por sua vez concorda com os resultados
de Grisolia e Cordeiro (2000), que obtiveram maiores niveis de inducdo de MN entre
dois e sete dias de exposi¢cdo a mutagénicos e, uma diminuicao da frequéncia a partir
do décimo quarto dia da exposicao.

Desta forma, os resultados obtidos podem refletir uma janela de tempo em que
0s peixes capturados ndo apresentam niveis significativos de MN. Podemos também
pontuar que a frequéncia de MN dentro de uma populacédo de células é altamente
dependente da cinética da proliferacdo celular. Essa cinética pode variar de acordo
com a espécie e com o tecido avaliado. Desta forma ndo é possivel estabelecer tempo
ideal para uma exposi¢cdo e consequente aparecimento de MN. Em funcéo dessas
variaveis é importante a andlise conjunta de NA (GRISOLIA e CORDEIRO, 2000).

Observa-se que presenca de AN foi superior & presenca de micronucleos, com
frequéncia aumentada no ponto que esta proximo a area urbana que compreende o
P2 (Figura 4). O aumento das ANs condiz com outros estudos que demostraram o
mesmo comportamento quando esses testes sédo aplicados, como, nos achados de
Carrola et al. (2014) que identificaram maior frequéncia de AN do que MN, em
eritrocito de peixes de trés rios de Portugal; Grisolia et al. (2009) avaliaram a presenca
de MN e AN em eritrocitos de diferentes espécies de peixes do lago Paranoa/DF e,
evidenciaram maior frequéncia de AN; Montozo et al. (2015) verificaram que o
fungicida Ridomil quando em contato com os peixes, induz maior frequéncia de AN do
que MN.

As analises mostram alteracdes do tipo blebbed, lobbed, notched, vacuolated,
segmented, as quais, corroboram com as descritas por Carrasco et al. (1990). As AN

séo alteragBes provocadas pelos mesmos agentes que induzem os MN, porém, 0s
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mecanismos moleculares que acarretam as alteracdes ndo foram desvendados até o
momento (PALHARES; GRISOLIA, 2002), mas acredita-se que estao relacionados a
erros que ocorrem durante os processos mitoticos (FENECH, 2000). Apesar, dos
mecanismos afetados que induzem essas alteragées nucleares serem 0S mesmos,
nao ha correlacéo entre o surgimento de MN e AN conforme os resultados na Figura
5.

Ayllon e Garcia-Vasquez (2001) sugerem que as ANs sejam incluidas nas
andlises de genotoxicidade em peixes por tornarem o estudo mais confiavel, isto
porque testes de bioensaio com peixes podem apresentar respostas diferentes a
diversos compostos. Segundo estes autores, por exemplo, a ciclofosfamida induz
aumento de MN e AN em Oncorhynchus mykiss, enquanto que a mitomicina induz
somente o aumento na frequéncia de AN. Desta maneira, ao observar os dados desse
trabalho, pode-se inferir que o ambiente escolhido para os testes possui fatores que
induzem preferencialmente eventos de AN.

O maior indice de AN correspondera ao P2 nas estacfes primavera, verao e
outono (Figura 4A;4B;4C) fornecendo indicios que a sazonalidade pode aumentar os
niveis de xenobidticos e contaminantes nos periodos de chuva por escoamento
superficial, e nos periodos de seca, aumentando a concentragcdo dos mesmos
(CARROLA et al. 2014).

Outro indicio da maior frequéncia de AN no P2, é a proximidade da cidade com
sua descarga de rejeito urbano e industrial. Os rejeitos urbanos das residéncias
compreendem uma vasta diversidade de substancias que abrange quimicos organicos
e inorganicos (GOUVEIA, 2012), ja os rejeitos industriais, variam em sua composi¢cao
devido a fatores que abrangem desde a matéria prima utilizada, processos de
industrializacdo empregados. Desta forma esses rejeitos podem conter substancias
com grande potencial poluidor que mesmo passando por tratamento, dentro das
normas estabelecidas por lei, ndo garante sua nao interacdo e acdes sobre os
organismos no meio ambiente (BUSS et al. 2003).

O teste do MN em conjunto com as AN em sangue periférico de peixes, torna-
se uma ferramenta eficaz no monitoramento da qualidade dos ambientes aquaticos.
A inducdo predominante de qualquer tipo de micronucleo pode ser usada para
classificar a atividade quimica nas categorias clastogénica ou aneugénica (OBIAKOR
et al., 2014). Os clastogénicos induzem quebra, rearranjos e danos cromossodmicos

atraves de interacbes com o DNA para formar fragmentos acéntricos de cromossomos
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(SALEH; SARHAN, 2007). Fragmentos de cromatides ou cromossomos que nao Sao
incorporados nos nucleos filhos recém-formados formam os MNs, ja 0s aneugénicos,
causam perda cromossomica principalmente através da interferéncia com o aparelho
do fuso mitético (ZELAZNA et al., 2011).

As espécies do género Astyanax demonstram maior sensibilidade para a
presenca de MN do que as demais espécies coletadas neste estudo. A analise de
espécies de peixes distintas que habitam o mesmo ambiente € indicado por
demonstrar sensibilidade diferente, assim, ampliando as respostas aos genotoxicos
(GRISOLIA et al., 2007). Entre as espécies coletadas, o Astyanax sp. apresentou as
maiores frequéncias de MN, nos P1, P2, P3 e P5 (Figura 6), que reforca ser um
organismo sensivel para a presenca de substancias genotéxicas e ser bom
bioindicador jA& que desempenha importante funcdo ecolégica possuindo ampla
alimentacdo, oportunista (AGOSTINHO; GOMES, 1997), habitar diferentes
ecossistemas aquaticos e possuir populacdes naturais numerosas (SANCHEZ-
GALAN et al., 1999).

O mesmo ndo ocorre quando é analisada a presenca de AN. Os individuos da
espécie Astyanax sp nao apresentam diferenca em relacdo as outras espécies
avaliadas, o que reforca o fato de que nao ha correlacao entre os dois eventos (MN e
AN), embora surjam através dos mesmos erros nos processos do ciclo celular. Diante
disso, os dados corroboram a proposta de usar peixes desse género como organismo
bioindicador, ja que eles possuem versatilidade ecoldgica, capacidade de ajuste a
diversas situacfes ambientais, competéncia adaptativa exploratoria e utiliza
estratégias diferenciadas na estrutura populacional (SANCHEZ-GALAN et al., 1999).

Os baixos indices de MN e altos de AN, indicam que, nos pontos do rio em
estudo ha presenca de fatores que interagem com células eucariéticas, influenciando

principalmente os eventos do ciclo celular.

5 Concluséao

Todos os cinco pontos do Rio ljui mostram sinais de antropizagdo, sem mata
ciliar, presenca de agricultura, agropecuaria e area urbana.

Nos peixes analisados nos cinco pontos do Rio ljui, ndo houve presenca
significativa de MN, exceto no Ponto 3, na primavera, em que o indice se mostra

superior ao esperado.
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Os dados coletados de células com AN, mostram que seus valores sdo maiores
gue o indice de células com MN.

A presenca de anormalidades nucleares é maior nos peixes do Ponto 2 em trés
estacBes (primavera, verdo e outono), fornecendo indicios de que os fatores de
antropizacéao deste local favorecem o surgimento dessas alteracdes.

N&o ha correlacéo entre a presenca de MN e AN nas células analisadas.

A espécie Astyanax sp. se mostra mais sensivel & qualidade da agua do que
as outras espécies coletadas.

No intervalo de tempo desse estudo, as aguas do Rio ljui ndo apresentam
potencial genotdxico significativo para induzir MN, mas sim AN. Isso ndo exclui o fato
de que o rio esteja antropizado e em curso de proporcionar aumento de MNs em

eucariotos num futuro proximo.
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HISTOPATOLOGIA EM PEIXES DE AGUA DOCE EXPOSTOS A AMBIENTES
ANTROPIZADOS

Resumo

Avaliacdo histopatolégica em peixes tem demonstrado ser um valioso instrumento
para detectar a presenca de xenobioticos em um corpo hidrico, pois a existéncia dos
mesmos, podem desencadear uma série de danos a nivel tecidual e celular. Tais
danos séo passiveis de observacao através do emprego de técnicas especificas.
Diante disso, este trabalho teve como objetivo, avaliar a ocorréncia de lesdes no tecido
das branquias e hepatico em peixes de agua doce, expostos a ambientes
antropizados. O corpo hidrico utilizado para esse estudo foi o Rio ljui, o qual, esta
situado em meio a areas agricolas e urbanizadas. Os resultados obtidos
demonstraram predominancia de alteracdes moderadas em branquias e severas no
figado, em todos os pontos analisados, revelando a ocorréncia de xenobiodticos nas
aguas do Rio ljui, capaz de induzir lesées comprometedoras em Orgaos vitais para 0s
peixes.

Palavras-chave: bioindicador, xenobidticos, figado, branquias.

HISTOPATHOLOGY IN FRESH WATER FISH EXPOSED TO ANTROPHED
ENVIRONMENTS

Abstract

Histopathological evaluation in fish has been shown to be a valuable tool to detect the
presence of xenobiotics in a water body, since their existence can trigger a series of
damages at the tissue and cellular level. Such damages might be observed through
the use of specific techniques. Therefore, this study aims to evaluate the occurrence
of lesions in the gills and hepatic tissue in freshwater fish exposed to anthropic
environments. The water body used for this study was the ljui river, which is located in
the middle of agricultural and urban areas. The results showed a predominance of
moderate changes in gills and severe changes in the liver in all analyzed points,
revealing the occurrence of xenobiotics in the waters of the ljui river, capable of
inducing compromising lesions in fish vital organs.

Keywords: bioindicator, xenobiotic, liver, gill.
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1 Introducéao

Os peixes possuem importante funcéo ecoldgica para a manutencédo da vida
nos ambientes aquaticos e sao considerados sensiveis as mudancas no seu habitat.
Diariamente, estdo expostos a uma complexa carga de poluentes oriundos das
atividades humanas, 0 que se torna um risco constante para esses organismos.
Inimeros estudos apontam que 0s principais poluentes que podem interagir e afetar
a integridade dos organismos aquaticos originam-se dos residuos industriais,
domésticos e agricolas. Esses poluentes podem ter agdo sobre o crescimento, taxa
de fecundidade e ainda, possuir acdo genotdxica, efeitos sobre fisiologia e o
comportamento (MELETTI et al., 2003).

Para avaliar os niveis de contaminacdo de um ambiente aquéatico, € indicado,
além dos tradicionais parametros fisico-quimicos, o uso de parametros bioldgicos, que
baseiam-se na avaliagdo das respostas bioldgicas dos organismos em relacdo ao
meio onde vivem (BUSS et al., 2003), evidenciando a presenca de xenobidticos no
local em que habitam. Com isso, 0s peixes sdo excelentes bioindicadores, visto que,
um bioindicador ideal deve sobreviver em ambientes saudaveis, mas também
apresentar resisténcia relativa aos contaminantes, além de ser abundante, de f4cil
captura e adaptar-se aos ensaios laboratoriais (AKAISHI, 2004; LINS et al. 2010).

Avaliacdo histopatolégica tem sido um valioso instrumento biomarcador para
avaliar a presenca de xenobidticos em corpos hidricos. Por definicdo, os
biomarcadores séo alteracdes biolégicas que podem estar relacionadas a exposi¢ao
ou aos efeitos toxicos de compostos quimicos do ambiente (PEAKALL, 1994; VAN
GESTEL; VAN BRUMMELEN, 1996). Essa técnica permite uma analise especifica
dos 6rgaos a nivel tecidual e celular, visto que eles sdo afetados por estressores
ambientais sob condicfes in situ. Além disso, a histopatologia € um método eficaz
para detectar os diversos efeitos da exposi¢cdo aguda ou cronica nos varios tecidos e
orgaos (BERNET et al., 1999).

Em peixes, estudos histolégicos séo direcionados para 6rgaos chave, que séo
alvos da acao dos xenobioticos, como as branquias e o figado. As branquias exercem
funcdes vitais nos peixes. Através da sua atividade ocorrem 0s processos de trocas
gasosas, osmorregulacdo, equilibrio acido-bésico e excre¢cdo de compostos
nitrogenados (LIMA et al. 2011; MACHADO; FANTA, 2003). Sao afetadas por estarem
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em contado direto com substancias através da agua, como também, constituir uma
das vias de entrada dos xenobidticos.

J& o figado dos peixes possui fung¢do similar aos demais vertebrados, desse
modo, é responsavel pelo metabolismo de proteinas, lipideos, carboidratos, pela
biotransformacao de substancias toxicas com o objetivo de elimina-las do organismo
(PARIS-PALACIOS et al., 2000) além de apresentar propriedades de bioacumulacéo,
podendo estocar substancias toxicas quando presentes em altas concentracdes. As
principais células sdo os hepatdécitos, os quais, sdo responsaveis pela sintese,
secrecdo, armazenamento, biotransformacéo e metabolismo de substancias, (COSTA
et al. 2012).

O contato desses 6rgdos com 0s xenobibticos, desencadeia uma serie de
danos estruturais nas células que os compdem, afetando assim, as atividades
desempenhadas acarretando em um risco para a vida desses organismos (MELETTI
et al., 2003).

Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de
lesbes no tecido branquial e hepatico em peixes de agua doce, expostos a ambientes

antropizados e possivel deposicdo de cobre em figado e branquias.

2 Material e Métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA
da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), sob o protocolo n°
23205.000642/2018-45.

2.1 Local de estudo e coleta dos peixes

O corpo hidrico utilizado para este trabalho foi o Rio ljui, cuja localizacdo
transpde a regido noroeste do estado do Rio Grande do Sul, sob as coordenadas
27°45' e 26°15' de latitude Sul e 53°15' e 56°45' de longitude Oeste, no qual, foram
delimitados cinco pontos de coleta (Figura 1). Onde, P1 localiza-se sob as
coordenadas 28°19'10,81” S e 53°58'54,52” W, nas margens da RS 342, préximo a
cidade de ljui-RS. E o ponto mais proximo da nascente (x50Km) entre a junc¢éo dos
rios Palmeira, Caxambu e Filza; P2 localiza-se sob as coordenadas 28°18’50.74”S e
54°18'38.39"W, apds a cidade de Santo Angelo-RS; P3 localiza-se sob as
coordenadas 28°11'53.20”S e 54°41°25.47"W, proximo a cidade de Cerro Largo-RS;
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P4 localiza-se sob as coordenadas 28°08°13.35”S e 55°03’50.77"W, préximo a cidade
de Roque Gonzales-RS; P5 localiza-se sob as coordenadas 28°03'29,0S e
55°07°,39,0"W, é o ponto proximo do Rio Uruguai.

Foram realizadas quatro coletas uma em cada estacdo sazonal anual,
compreendendo a primavera de 2017, verao, outono e inverno de 2018, capturando
10 espécimes de peixe por estacao, totalizando 40 peixes por ponto independente da

espécie. A captura foi efetuada com anzois e isca viva.
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Figura 1 — Localizacdo dos pontos de coleta do estudo. Fonte: elaborado pelo autor
através do ArcMap®.

Foram realizadas quatro coletas, uma em cada estacdo sazonal anual
(Primavera, Verdo, Outono e Inverno), capturando 10 espécimes de peixe por
estacdo, totalizando 40 peixes por ponto. A captura foi efetuada com anzais e isca
viva. Posteriormente, os peixes foram anestesiados por imersdo em solugéo de

Eugenol 3% e sacrificados por decapitacdo para a retirada das amostras.
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2.2 Parametros Fisico-quimicos da agua e Determinacao de Cu em branquias figado

Os parametros fisico-quimico temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (OD),
condutividade (COD), solidos dissolvidos totais (SDT) e salinidade (SAL) foram
aferidos através de sonda multiparametro em todos os pontos de coleta.

Para a andlise de Cu, amostras de figado e das branquias de cada peixe foram
armazenado em tubos Falcon, previamente esterilizados e identificados, apos,
acondicionados em caixa térmica com gelo e encaminhado para o laboratorio e
mantido em freezer até procedimento de determinacdo do metal. A determinacéo de
cobre nas amostras foi realizada em Espectrometro de Absor¢ao Atdmica com chama
modelo SavantAA — GBC, no Laboratério de Quimica Analitica da Universidade

Federal da Fronteira Sul — Campus Cerro Largo, RS.

2.3 Processamento e analise histologica

Para a analise histoldgica, as branquias e o figado dos peixes foram extraidos
e dimensionado em tamanho de 2 cm x 2 cm, acondicionados em cassete histolégico,
emergidos em formol 10% para fixagdo por 48 horas e encaminhados para o
Laboratério de Genética da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Cerro
Largo, RS. ApoOs a fixacdo, as branquias foram descalcificadas em solucdo de acido
etilonodiaminotetracético (EDTA 10%) por 96 horas. Posteriormente, ambas amostras
passaram pelas seguintes etapas: desidratacdo alcodlica em concentracfes
crescente de etanol 70% a 100%, imerso em Xilol, e impregnacdo em parafina. Em
seguida, os blocos foram cortados em micrétomo na espessura de 5 um, alocados em
laminas e corados com hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram observadas em
microscopio optico trinocular Olympus® CX31.

As alteragfes histologicas em tecido hepatico e branquial foram observadas
seguindo a classificagdo proposta por Poleksic e Mitrovictutundzic (1994) de acordo
com o estagio de severidade, onde, o0 estagio | corresponde as alteracdes
consideradas leves, aquelas que alteram a funcéo do tecido; o estagio Il condiz as
alteracdes moderadas, isto €, aquelas que alteram parcialmente a funcéo do tecido,
ja o estagio lll representa as alteracdes severas, aquelas que alteram totalmente a

funcao do tecido (Tabela 1).



Tabela 1 - Classificacao das alterag@es histopatolédgicas do figado
e das branquias quanto a severidade das lesGes de acordo com
Poleksic e Mitrovic-tutundzic (1994) com adaptacoes.

Estagio AlteracOes histolégicas Alteracdes histoldgicas

em figado

em branquias

Nucleo na periferia da
célula

Deformacdo do contorno
celular

Deformagédo do contorno
nuclear

Hipertrofia celular

Hipertrofia nuclear

Atrofia celular

Atrofia nuclear

Centros de
melanomacro6fagos

Vacuolizagéo
citoplasmética

Hipertrofia do  epitélio
lamelar
Elevacdo do  epitélio

lamelar

Hiperplasia do epitélio
lamelar

Desarranjo lamelar

Dilatacao do seio
sanguineo

Constricédo do seio
sanguineo

Congestao vascular

Vacuolizag¢éo nuclear

Degeneragéo
citoplasmatica

Degeneragéo nuclear

Rompimento celular
Estagnacdo biliar

Hiperemia

Fusdo incompleta das
lamelas

Fuséo completa de
algumas lamelas

Fusdo completa de varias
lamelas

Ruptura do epitélio

Aneurisma lamelar

Necrose focal

Destruicdo do epitélio

lamelar
Congestao vascular

Necrose
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Com base nessa classificacéo, calculou-se o indice de Alteracées Histologicas
(IAH), através da seguinte equacédo: IAH = 100 .5 S/ +10t .> Sl +102 .5 Slll onde, ¥SI,
> Sll e Y SllII = somatério do nimero de alteragées de estadios I, Il e Ill; 10° = mdltiplo
da fase I; 10'= multiplo da fase II; 102 = mdltiplo da fase lII.

Obtidos os valores do IAH classificou-se as lesdes do 6rgdo em quatro
categorias: funcionamento normal IAH de 0 a 10; alteracdes leves IAH de 11 a 20;

alteracdes moderadas IAH de 21 a 50; lesGes severas IAH de 51<100.

2.4 Andlise estatistica
As médias dos valores do IAH, foram comparados entre 0s pontos e entre as
estacles, através do teste t de comparacdo das médias de amostras independentes,

adotando p<0,05 como significativo.

3 Resultados

Os parametros fisico-quimicos (Tabela 1), das quatro coletas sazonais e nos
cinco pontos, apresentam-se em conformidade com a resolucdo n°® 357 (CONAMA,

2005) enquadrando-se em classe 2 para agua doce.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo dos parametros Fisico-Quimico das quatro
estacdes sazonais nos cinco pontos de coleta.

Média e desvio padrao dos parametros Fisico-Quimicos

Ponto m%E/’L pH ESC.)/I(;IrE fn'-gE/’E SAL % ToC
P1 6,1+0,3 7,18+0,1 87,6+10,1 60,85+9,2 0,04+0,01 20,1+2,3
P2 6,6+0,8 7,24+0,3 115,1+12,0 81,2459 0,06+0,01 17,5%5,9
P3 6,5+0,9 6,840,01 124,5+2,6 90,3+15,1 0,06+0,01 19,2495
P4 6,3+1,7 7,4+0,1 119,4+17,6 83+20,6 0,06+0,01 17,648,1
P5 6,3t1,6 7,4+0,05 194+1,6 128,9+7,1 0,09+0,04 17,6+10,3

CONAMA  s50 002 60> <500 <0,5
3357/2005 9,0

*OD=oxigénio dissolvido; COND=condutividade; SLDT=solidos dissolvidos totais; SAL= salinidade.

A analise de Cu nas branquias e nos figados dos peixes coletados, indicam
valores dentro dos padrdes estabelecidos pelo Ministério da Saude de no maximo 30
ug gt (Figura 2). Embora os valores encontrados estejam abaixo do estabelecido, é

possivel observar uma variacdo sazonal nos niveis do metal, com destaque para o
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verdo do P3, onde os niveis de Cu nas branquias chegaram a 26 ug g e nos figados

coletados na primavera do P4, o qual, foi o maior nivel de Cu detectado para o 6rgao.
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Figura 2 — Variacdo sazonal de cobre identificado nas branquias e figado dos peixes
em cada ponto de coleta.

O IAH das branquias variou de 10 no P5 a 90 no P1, indicando que as lesdes

foram de grau leve a severas (Figura 3). As lesdes severas foram observadas nos P1

na estacao verdo e no P5 na estacéo inverno.
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Figura 3 — Média do IAH (indice de Alteracdo Histologica)
observado em bréanquias nas quatro coletas sazonais; P —
primavera; V — verdo; O — outono; | - inverno (10 peixes por
coleta). Parametros IAH: 0-10 = funcionamento normal do
orgdo; 11-20 = alteragbes leves; 21-50 = alteracOes
moderadas; 51-<100 = lesdes severas.
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O IAH dos figados variou entre 30 no P4 a 115 no P2 indicando que as lesdes
foram de moderadas a severas. As lesGes de grau moderado, foram observadas na
estacdo do verdo nos pontos P2 e P4 e as demais esta¢gOes apresentaram IAH de
grau severo, indicando que a fungdo do tecido hepatico dos peixes analisados esta

totalmente comprometida (Figura 4).
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Figura 4 — Média do IAH (indice de Alteracdo Histologica)
observado nos figados nas quatro coletas sazonais; P —
primavera; V — verdo; O — outono; | - inverno (10 peixes por
coleta). Parametros IAH: 0-10 = funcionamento normal do
orgdo; 11-20 = alteragBes leves; 21-50 = altera¢cdes moderadas;
51-<100 = lesbes severas.

O teste estatistico (teste t) aplicado para IAH das branquias, indicou que houve
diferenca significativa entre os pontos P1 e P2; P1 e P4; P2 e P3; P2 e P4 (Tabela 3).

Ja os figados, ndo apresentaram diferenca significativa entre as médias (Tabela 3).

Tabela 3 — Tabela dos valores de p gerado pelo teste t
entre os pontos de coleta referente as médias do IAH
das branquias e figado.

Fator ponto de Branquias Figado
coleta p= p=
P1xP2 0,002* 0,142
P1xP3 0,127 0,130

P1xP4 0,031* 0,291
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P1xP5 0,315 0,254
P2xP3 0,029* 0,211
P2xP4 0,012* 0,320
P2xP5 0,101 0,210
P3xP4 0,475 0,165
P3xP5 0,783 0,122
P4xP5 0,453 0,173

*Significativo = p<0,05

Entre as estacdes, em relacdo as branquias, houve diferenca significativa no
P1 entre: verdo e primavera; verdo e outono; verao e inverno; outono e inverno. No
P3, apenas o outono e verao obtiveram diferenca significativa. No P5, o Inverno diferiu
significativamente das demais estacbes e Primavera e verdo diferem
significativamente do outono (Tabela 4). Em relacdo aos figados, no P2 houve
diferenca significativa entre primavera e ver&o; primavera e outono; inverno e verao;
inverno e outono. No P4, a primavera, outono e inverno diferem significativamente

com o verao (Tabela 4).

Tabela 4 — Tabela dos valores de p, gerado pelo do teste t entre as estacdes nos
pontos de coleta referente as médias do IAH das branquias e do figado.

Branquias - Ponto de Coleta Figado — Ponto de coleta

Estacdes P1 P2 P3 P4 PS5 P1 P2 P3 P4 PS5

PxV 0,042* 0,179 0,212 0,593 0,219 | 0,154 0,002* 0,164 0,003* 0,124
PxO 0,690 0,449 0,150 0,131 0,021*|0,176 0,001* 0,275 0,385 0,187
PxI 0,277 0,101 0,531 0,124 0,029*| 0,241 0,182 0,387 0,497 0,253
OxV 0,003* 0,585 0,007* 0,102 0,002*|0,195 0,912 0,115 0,009* 0,327
Oxl 0,012 0,349 0,038 0,964 0,052* 0,168 0,024* 0,167 0,317 0,419
VX 0,007* 0,559 0,286 0,100 0,021* 0,127 0,031* 0,152 0,003* 0,771

*Significativo/ P=primavera, V=verdo, O=outono, I=inverno

As branquias localizam-se na cavidade opercular e sdo divididas em arcos de
onde surgem os filamentos branquiais com suas fileiras de lamelas secundarias. As
lamelas s&o compostas por células pilar e canais sanguineos e, revestidas por células
epiteliais (Figura 5).

Os danos observados com maior frequéncia nas branquias foram do estagio I:
elevacao do epitélio (Figura 6A), proliferagédo de células cloreto (Figura 6B); do estagio

II: fuséo parcial (Figura 6C) e fusdo completa das lamelas (Figura 6D).
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T
Figura 5 — Branquia normal (Ilb — lamela branquial; ef — epitélio filamentar; e —

eritrocito; ce — célula epitelial; cp — célula pilar; cm — célula mucosa; sm — secrecéo de
muco; cc — célula cloreto)
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Figura 6 - AlteracOes histologicas observadas em branquias dos peixes do Rio ljui.

Elevacéao epitelial — A; proliferacéo de cc — B; fuséo parcial — C; fusdo completa — D.
Fonte: elaborado pelo autor.
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A Figura 7 evidencia as caracteristicas histologicas normais do tecido hepatico,
com a estrutura dos cordbes e disposicdo dos hepatdcitos, os vasos e 0
hepatopancreas. Nos figados, os danos mais observados foram a vacuolizacao
nuclear, degeneracdo citoplasmatica, degeneracdo nuclear, vacuolizacdo
citoplasmatica, estagnacdo biliar e hiperemia, que compreendem o estégio Il, e o dano
necrose focal, de estagio Il (Figura 8).

Figura 7 — (A) Figado normal — hepatécito — seta verde; capilar sinuséide — seta azul;
célula de kupffer — seta vermelha; eritrocito — seta amarela; veia porta — cabeca da
seta; artéria hepatica — seta preta.
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vacuolizacdo nuclear — seta e degeneracao citoplasmatica — cabecada seta;
(B)degeneracao nuclear — cabeca da seta e vacuolizagdo citoplasmatica — seta; (C)
hiperemia — seta; (D) necrose focal — seta e vacuolizacao citoplasmatica — cabeca da
seta. Fonte: elaborado pelo autor.

As alteracdes de grau moderado foram as mais observadas, compreendendo
48% (Figura 9) das espécimes analisadas no estudo, ou seja, 48% das espécies estédo

com as fun¢des hepéaticas parcialmente comprometidas.
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Figura 9 — Viséo geral da Porcentagem de peixes e o total de severidades observada
nas branquias e figado, considerando todo o estudo que envolveram 200 individuos.

Nos pontos P1, P3 e P4, mais de 50% dos peixes apresentaram severidade de

grau moderada nas branquias (Figura 10-A), ou seja, 0s peixes estavam com a

funcionalidade das branquiais parcialmente comprometida. Ja nos figados, foram as

alteracbes de grau severo que predominaram, com os pontos P1l, P3 e P5

ultrapassando os 50% dos peixes analisados (Figura 10-B)
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4 Discussao

A partir dos dados coletados e analisados pode-se observar que os danos
hepaticos e branquias sao significativos e trazem uma leitura da situacéo do ambiente
em questao.

A utilizacdo de parametros biolégicos em conjunto com as analises fisico-
quimico sugere uma resposta mais precisa da qualidade dos ambientes aquaticos,
visto que, o0 uso de parametros biologicos, baseia-se nas respostas dos organismos
em relacao a interferéncias provocadas por estressores no meio aonde vivem (BUSS
et al., 2003). Os valores obtidos referentes aos parametros fisico-quimico da agua
encontram-se dentro dos padrdes em todos os pontos analisados. Entretanto, apesar
dessa normalidade fica evidente que houve alteracfes nas branquias e no figado de
grau moderado a severo, sugerindo que compostos presentes no ambiente podem
induzir danos dessa qualidade.

O cobre € um dos metais mais abundantes na natureza e essencial para o
funcionamento do metabolismo dos organismos, agindo como cofator de enzimas,
biossintese de neurotransmissores, homeostase de ferro e apresentando papel
importante na respiracdo celular (GROSELL, 2011). O Cu quando se torna um
poluente em potencial, esta presente em elevadas concentracfes e tem origem como
muitos poluentes aquéaticos, através de residuos industriais, domésticos e agricolas,
sendo esse Ultimo um dos principais.

No presente estudo, os niveis de Cu detectados estdo dentro dos limites
estabelecidos (Figura 2) pelo Ministério da Saude, ainda que, observado um aumento
nos niveis em branquias dos peixes do P3 na estacdo do verdo e nos figados dos
peixes do P4 na primavera. E importante salientar que, as amostras analisadas foram
de 6rgaos e nao de todos os tecidos, que incluiria os musculos, parte comestivel de
interesse econdmico. O intuito da proposta foi focar nos dois tecidos de maior contato
com xenobidticos. Cabe ainda pontuar que, o Cu é um elemento essencial para o
organismo animal e parte dele é utilizado nas vias metabdlicas para auto sustento
fisiologico (FERRARI et al., 2004)

A qualidade do ambiente aquéatico afeta diretamente a estrutura branquial, pois
estdo em contado com a agua, logo, em contato direto com poluentes solubilizados, o
que se torna uma das vias de entrada no organismo dos peixes. As alteracdes

provocadas no tecido branquial, nada mais séo, do que uma tentativa de defesa do
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organismo em resposta a presenca dos mesmos (GARCIA-SANTOS et al., 2006),
como a elevacao epitelial, hiperplasia, fuséo parcial e completa das lamelas (Figura
6), as quais estao identificadas nos peixes de todos os pontos desse estudo. Essas
alteracdes diminuem a area de superficie vulneravel das branquias, assim,
aumentando a barreira de difusdo aos poluentes, entretanto, essa barreira dificulta
também a realizacdo das trocas gasosas e 0 balanco hidromineral (ERKMEN;
KOLANKAYA, 2000).

A proliferacdo de células cloreto (CC), que também é uma reacdo a presenca
de estressores, provocando a liberacdo de catecolaminas e cortisol na corrente
sanguinea (BONGA; LOCK, 2008), € um marcador importante. A catecolamina
liberada provoca um aumento da perfusdo lamelar e da permeabilidade de ions, ja o
cortisol, induz a proliferacdo de CC com o objetivo de reestabelecer o balanco idnico
e em consequéncia da proliferacdo de CC, ocorre um aumento da espessura da
membrana lamelar prejudicando as trocas gasosas entre a agua e o sangue (BONGA,;
LOCK, 2008).

As alteracdes encontradas nas branquias dos peixes do rio ljui, nos pontos P1,
P2, P3 e P4 apresentaram as maiores médias de IAH (Figura 3), concentrando-se nas
alteracdes de grau moderado. Os Unicos individuos que apresentaram danos leves,
ou seja, as menores médias de IAH foram no P4 e no P5. Nos pontos P1, P3 e P4,
mais de 50% dos peixes apresentam alteracbes moderadas, evidenciando que o
estagio de antropizacao, encontrado nesses pontos, pode exercer papel na inducao
dessas alteracdes, seja pela presenca de xenobidticos, seja pela alteracdo do
ambiente, mudanca na dieta, presenca de parasitas e/ou indutores de efeitos
epigenéticos (SIMONATO et al. 2007).

Essas lesdes identificadas nas branquias, ndo sdo especificas de um unico
contaminante, mas sim, de uma complexa variedade de substancias estressoras.
Estudos demonstraram que em elevadas concentracdes, os metais cadmio, niquel e
cobre (GARCIA-SANTOS et al. 2007; PANE et al. 2004; ARELLANO et al.1999), os
agroquimicos (& base de acefato, difenoconazol, sulfluramida, glifosato,
diflubenzuron) (VIRGENS et al. 2015; SHIOGIRI, 2012; MADUENHO et al. 2007) e 0
Oleo diesel (SIMONATO et al, 2007) provocaram as mesmas alteracbes que as
encontradas no presente estudo.

Quando se trata do figado, os dados mostram que em todos 0s peixes

coletados em todos os pontos apresentam médias de IAH do figado elevada (Figura
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4), configurando as alteracdes de grau severo e moderado. Mais de 45% dos peixes
analisados em todos os pontos demostraram lesdes severas, indicando, a ocorréncia
de fatores que estdo afetando o funcionamento deste 6rgéo.

As lesbes hepaticas, documentadas na literatura com maior frequéncia séo:
vacuolizacdo nuclear, degeneracao citoplasmatica, degeneracao nuclear, estagnacao
biliar e hiperemia, que compreendem o estagio Il, e o dano necrose focal, de estagio
[ll. Tais alteragbes sdo comumente relatadas em estudos de monitoramento de
ambientes aquaticos ou em andlise de substancias em laboratorio (MILETTI et al.,
2002; ROCHA et al., 2010; FILHO et al., 2014; PINHEIRO et al., 2017) e sdo as
mesmas encontradas nas amostras analisadas nesse estudo.

Alteracbes como degeneracdo nuclear e celular podem indicar disfuncdes
induzidas por agente toxico, uma vez que areas metabolicamente ativas do figado
ficam reduzidas, levando a uma possivel reducao geral nas funcbes desempenhadas
por este 6rgdo (HINTON; LAUREN, 1990; HINTON et al., 1992). A hiperemia, por sua
vez, pode indicar processo de adaptacao que leva ao aumento do fluxo sanguineo no
tecido hepético, facilitando o transporte de macréfagos para as regides danificadas
deste tecido e também melhorando a oxigenacédo destas areas ou ainda, pode indicar
um mecanismo auxiliar na desintoxicacdo (SIMONATO et al., 2007).

Nas amostras analisadas, as necroses evidenciam a presenca de xenobidticos
nos locais do estudo, pois € a Unica lesédo de estagio Il e, foi observada em 60% dos
peixes analisados. Esse tipo de lesdo é considerado irreversivel, ocasionando perda
parcial ou total da funcdo do 6rgdo (SIMONATO et al., 2007). Esses xenobibticos
podem estar presentes no ambiente influenciando a qualidade do alimento disponivel,
seja de origem animal ou vegetal, que por sua vez impacta a fisiologia e metabolismo
hepatico.

A analise histolégica das branquias e do figado, revelam uma situacéo
preocupante em relacdo ao estado de conservacao do Rio ljui nos pontos amostrados.
Até o momento, as ac¢des antropicas nao resultaram mortandade de peixes; contudo,
o impacto na fisiologia dos 6rgaos estudados é evidente e indica a presenca de

poluentes derivados da antropizacao.
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5 Conclusao

A andlise de Cu realizada nas amostras de branquias e figado dos peixes
analisados se apresentam dentro dos valores estabelecidos pelo Ministério da Saude
através do Decreto n° 55.871, de 26 de marco de 1965, bem como o0s parametros
fisico-quimicos da &gua estdo de acordo com a resolu¢cdo CONAMA 357/2005.

Através dos resultados obtidos na analise histolégica das branquias, conclui-
se, que os peixes dos pontos P1, P2, P3 e P4, apresentam as maiores medias de IAH,
concentrando-se nas alteragdes de grau moderado.

Os Unicos individuos que apresentam danos leves, ou seja, as menores médias
de IAH pertencem ao P5.

Nos pontos P1l, P3 e P4, mais de 50% dos peixes apresentam mal
funcionalidade das branquias.

Esses dados condizem com a situacdo ambiental desses pontos, que se
apresentam com a mata ciliar degradada, presenca de areas agricolas proximo das
margens, como também o lancamento de rejeitos urbano e industrial que ocorre
diretamente no rio, ou em seus tributarios.

Na andlise histologica do figado demostra que 0s peixes na sua grande maioria,
apresentaram alteracbes de grau severo, ou seja, com a funcdo comprometida do
orgao.

No P4, apenas os peixes coletados no verdo apresentam alteracées de grau
moderado, sendo os restantes de grau severo.

Em nivel de comparacao, dos 200 espécimes analisados o estagio de dano
mais comum em branquias foi de grau moderado, que correspondeu a 48% dos
individuos, e de grau severo no figado, aproximadamente 60% dos peixes coletados.
Isso indica que, apesar das branquias estarem em contato direto com a agua, o figado
€ 0 0rgao que mais apresenta danos por sua fungao detoxificadora.

Pode-se concluir que os peixes analisados estdo em contato com xenobidticos
gue tém potencializado patologias de ordem significativa, com comprometimento da

qualidade de vida desses individuos.
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Considerac0es finais

Através dos resultados obtidos neste estudo, fica evidente e se faz necessario
a utilizacdo de parametros biolégicos para a avaliacdo da qualidade dos ambientes
aquéticos, bem como, avaliar os niveis de interferéncia que os ambientes

antropizados promovem sobre 0s organismos.
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