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RESUMO

Branquias de peixes tem sido analisadas visando a utilizagdo da morfologia e
elementos do sistema imunoldgico inato como biomarcadores da qualidade de
ambientes aquaticos. Apesar dos varios estudos, poucos abordam as respostas
considerando o género dos peixes. Em mamiferos, o sexo influencia na
susceptibilidade dos animais aos contaminantes ambientais como metais
pesados. Entretanto, em teledsteos essa influéncia é pouco conhecida. Dessa
forma, nesse estudo iremos descrever o comportamento de algumas variaveis
biolégicas em branquias do peixe Prochilodus argenteus visando a utiliza-las
como biomarcadores na avaliacdo de dois pontos no Rio S&do Francisco. A
caracterizagdo ambiental dos pontos de coleta no Rio S&o Francisco foi realizada,
e observou-se alta concentracdo de Cd na agua e de Cd e As no sedimento do
ponto de estudo logo a jusante da barragem, nas proximidades da Votorantim
Metais Zinco S.A. As histopatologias apresentaram diferentes comportamentos de
acordo com os pontos de estudo e o género dos animais, assim como 0S
parametros imunoldgicos. Dessa forma, o presente trabalho mostra que alguns
marcadores avaliados podem ser utilizados como biomarcadores na regido de
estudo e concluimos que o género dos animais exerce grande influéncia na
resposta dos animais aos contaminantes ambientais. Como a jusante da represa
de Trés Marias é considerada uma regido de prioridade de conservacdo do Rio
Sao Francisco, esses biomarcadores poderdo auxiliar em programas de
monitoramento ambiental na regiéo.



ABSTRACT

Fish gills have been analyzed in order to use the morphology and elements of the
innate immune system as biomarkers to access the aquatic environments quality.
Despite several studies, few approach the biomarkers answers considering the
gender of the fish. In mammals, sex influences the susceptibility of animals to
environmental contaminants such as heavy metals. However, in teleosts this
influence is not well known. Thus, in this study we describe the behavior of some
biological variables in gills of fish Prochilodus argenteus in order to use them as
biomarkers in the evaluation of two points of Sdo Francisco River. The
environmental characterization of the collection points in the Sdo Francisco River
was held, and there was a high concentration of Cd in water and Cd and As in the
sediment of the studied point localized just downstream of the dam, near the
Votorantim Metals Zinc S.A. The histopathologies showed different behaviors
according to the points of study and gender of the animals, as well as the
immunological parameters. Thus, this study shows that some biological variables
can be used as biomarkers in the study area and concluded that the gender has
great influence on the response of animals to environmental contaminants. As
downstream of the Three Marias is considered a conservation priority area of the
Sédo Francisco River, these biomarkers may assist in environmental monitoring
programs in the region.
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INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Nas ultimas décadas, o aumento das atividades antrOpicas tem gerado
crescente processo de degradacdo ambiental. A liberacdo de esgoto doméstico,
descargas de efluentes industriais, agricolas e a presenca de barragens
hidrelétricas sdo descritos como as principais causas de degradacdo dos
ambientes aquaticos (Agostinho, 1992; Bernet et al, 1999; Sampaio e Lopez,
2003; Velkova-Jordanoska e Kostoski, 2005).

Nesse contexto, estudo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) apontou que a reducao da quantidade, qualidade do pescado e poluicdo
das aguas na bacia do Rio S&o Francisco representa um problema ambiental de
grande impacto social e um dos maiores problemas ambientais da Bacia. Nos
municipios da bacia do Rio S&o Francisco analisados, 38% apresentaram
ocorréncia de poluicdo nos corpos d'agua. Em 21% dos municipios houve
reducao da quantidade/diversidade ou perda da qualidade do pescado, sendo que
a alteracao do regime hidroldgico do rio foi apontada como uma das causas dessa
reducdo. Destaca-se também o comprometimento da regido do Alto Sao
Francisco, com excecao do entorno do reservatorio de Trés Marias (IBGE, 2005).

Entretanto, varios estudos na regido do reservatorio de Trés Marias destacam
também a contaminac&o por metais, aléem da modificacdo dos parametros fisico-
quimicos da agua causado pela represa (Oliveira e Horn, 2006; Silva, 2007;
Ribeiro, 2010; Gomes et al, 2010). Adicionalmente, ja é relatado prejuizos na
reproducdo de peixes, dentre eles a curimata (Prochilodus argenteus) coletada

imediatamente a jusante do reservatorio de Trés Marias, demonstrando que a



poluicdo nessa regido ja causa comprometimento na manutencdo da vida
aquatica. Contudo, apos a confluéncia do rio Sdo Francisco com o rio Abaeté, os
animais apresentaram reestabelecimento da capacidade reprodutiva (Sato et al,
2005; Arantes et al, 2011).

Comoa jusante da barragem de Trés Marias € considerada uma éarea
prioritaria para a conservacdo de biodiversidade do estado de Minas Gerais
devido a riqueza e a presenca de espécies endémicas de peixes, € necessario o
estabelecimento de biomarcadores de impacto ambiental visando o melhor
monitoramento do local (Costa et al, 1998). Dessa forma, considerando que a
espécie Prochilodus argenteus é endémica e de destaque econdmico no rio Sado
Francisco, bem como as branquias sé&o orgéos importantes para a determinagao
de biomarcadores, o presente estudo visa, além de estabelecer alguns
biomarcadores em branquias de P. argenteus, avaliar a influéncia do sexo dos

animais coletados no rio Sado Francisco, no comportamento dos mesmos.

1. Critérios de avaliacdo da qualidade ambiental adotados pela legislacéo

brasileira

Os critérios de qualidade da agua sdo atualmente regidos pela resolugdo N°
357 de 2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) que “dispde
sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o0 seu
engquadramento, bem como estabelece as condi¢cdes e padrdes de lancamento de
efluentes, e d& outras providéncias para dguas superficiais inseridas em territério

nacional’. Essa resolucdo estabelece parametros maximos de poluentes



organicos e inorganicos (metais) para a classificacdo dos corpos d’agua. Para
cada classe engloba os diferentes tipos de usos, sendo os critérios mais restritos
para as aguas de classe especial e classe | e mais abrangentes para as aguas de
classe 3.

Apesar de a legislacdo apontar que o0s parametros quimicos estipulados
devem estar associados aos estudos toxicologicos, a Agéncia Nacional das
Aguas ndo utiliza esses ensaios, sendo que a Ultima avaliagdo nacional da
qualidade das aguas superficiais no Brasil foi baseada principalmente no indice
de Qualidade das Aguas (IQA). O IQA, elaborado em 1970 pelo National
Sanitation Fundation (NSF) dos Estados Unidos (USA), possui 0 objetivo de
avaliar a qualidade das aguas para consumo humano. Entretanto, esse indice
atribui diferentes pesos aos parametros apontados na tabela abaixo, nao
considerando a presenca de metais e outros contaminantes organicos (ANA

2005).

Tabela 1. Parametros do indice de Qualidade das Aguas (IQA) e seus
respectivos pesos.

Parametros Pesos (w)
Oxigénio dissolvido w= 0,17
Coliformes fecais w=0,15
Poténcial hidrogénionico (pH) w=0,12
Demanda bioquimica de oxigénio (DBO s 20) w=0,10
Temperatura w= 0,10
Nitrogénio Total w=0,10
Fosforo total w=0,10
Turbidez w= 0,08
Residuo total w= 0,08

w: peso do fator. Fonte: Relatério ANA 2005



O Instituto Mineiro de Gestdo de Aguas (IGAM) utiliza nos programas de
monitoramento o Indice de Contaminacdo por Toxicos (ICT), baseado no
CONAMA 357/2005, que classifica os corpos dagua em funcdo das
concentracdes observadas dos seguintes parametros: Amonia, Arsénio total,
Bario total, Cadmio total, Chumbo total, Cianeto livre, Cobre total, Cobre
dissolvido, Cromo hexavalente, Cromo total, Fenadis totais, Mercurio total, Nitritos,
Nitratos e Zinco total. A contaminacao por téxicos é classificada em Baixa, Média

ou Alta, de acordo com a tabela abaixo:

Tabela 2. Parametros do indice de Contaminacéo por Toxicos (ICT).

Concentracdo em relacdo a classe de enquadramento Classe de Contaminacéo

1,2.P Baixa
1,2 P < concentragédo = 2. P Média
Concentracao > 2. P Alta

P: Limite de classe definido pela Resolugcdo CONAMA n° 357/2005 ou pela Deliberacdo Normativa
Conjunta COPAM/CERH-MG N.° 1, de 05 de Maio de 2000. Fonte: IGAM.

Nesse indice considera-se a pior situagcdo dos conjuntos de dados adotados.
Dessa forma, se um dos parametros acima apresentou valor acima de 100% (o
dobro da concentracdo limite), a contaminagdo no ponto de amostragem sera
classificada como alta. Entretanto, somente alguns estados brasileiros avaliam a
contaminagao por metais nos programas de monitoramento da qualidade das
aguas superficiais (Umbuzeiro, 2006). Ainda assim, mesmo que um corpo de

agua possua alto ICT, as atividades de recreacdo de atividade primaria néo



podem ser suspendidas, uma vez que a resolugdo CONAMA N° 274/2000,

baseada em parametros microbioldgicos, se sobrepde a CONAMA N° 357/2005.

Como pode ser observado, a maioria das legislacbes visam o controle da
qualidade das aguas para o beneficiamento humano. Entretanto, a CETESB
(Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo) realiza a avaliagdo da qualidade
das aguas visando a protecdo de fauna e flora aquaticas por meio do indice de
Qualidade das Aguas para Protecdo da Vida Aquatica e de Comunidades
Aquaticas (IVA). Ainda assim, os valores de concentracdo dos poluentes
utilizados nesse indice sdo baseados no CONAMA 357/2005, mas também em
legislagbes francesas e americanas, 0 que intensifica a necessidade de
associacao desses indices com marcadores bioldgicos de contaminagéo aquética.

Em relacdo aos critérios de avaliacdo da qualidade do sedimento, o Brasil ndo
possui legislacdo que regulamenta a qualidade do sedimento enquanto ele se
dispde no ambiente natural, somente do sedimento a ser dragado e disposi¢ao do
mesmo pela CONAMA N° 344 de 2004. Dessa forma, para a andlise de
sedimentos, varios estudos ambientais utilizam os Valores Guias de Qualidade de
Sedimento (VGQS) (Mozeto et al, 2006). O VGQS é baseado no “Canadian
Sediment Quality Guidelines for the Protection of Aquatic Life” e estabelece dois
niveis de acordo com os efeitos bioldgicos gerados. O TEL (Threshold effect
level), que determina a concentracdo minima do poluente em que o provavel
efeito toxico sobre os organismos € minimo e o PEL (Problabe effect level) em

que determina a concentracdo na qual acima dela, existe provavel toxicidade dos



organismos em contato com esse sedimento (Canadian Council of Ministers of the
Environment, 2002).

Entretanto, o VGQS deve ser utilizado como parametro de orientacdo e nao
como determinante de toxicicidade, uma vez que os valores sdo baseados em
estudos toxicolégicos de biomonitoramento de rios no Canada e Estados Unidos.
A interferéncia das diferentes condi¢des climéaticas na biodisponibilidade dos
metais no ambiente, além da distinta sensibilidade das espécies aos
contaminantes, pode levar a interpretacdes errbneas de determinacdo de
toxicidade (Chapman et al, 1999, Chapman e Anderson, 2005). Assim, a
associacdo desses parametros com biomarcadores possibitaria uma melhor

avaliagcdo do ambiente aquético.

2. Impactos causados por acdo antrOpica na regido da represa de Trés

Marias, no Rio Sdo Francisco, em Minas Gerais.

O rio S&o Francisco foi descoberto no ano de 1501 e é considerado o rio da
integracdo nacional por ser um dos principais caminhos de ligacdo do Sudeste
com o Nordeste. Desde a sua nascente na Serra da Canastra, no municipio de
Sao Roque de Minas, a foz, na divisa de Sergipe e Alagoas, entre 0s municipios
de Brejo Grande (SE) e Piagabucu (AL), o rio S&o Francisco totaliza 2.814 km de
extensdo. Mais recentemente determinou-se que a sua nascente geografica seria
no rio Sambura, no municipio de Medeiros, em Minas Gerais, estendendo assim o
seu percurso total para 2.863 km (CODEVASF, 2002). Devido a sua grande

extensdo, a bacia é dividida em 4 regides: i) Alto S&o Francisco, da nascente até



Pirapora; ii) Médio Sao Francisco, de Pirapora até Remanso; iii) Sub-médio Sao
Francisco, de Remanso até Paulo Afonso; e iv) Baixo S&o Francisco, de Paulo
Afonso até a foz (Godinho e Godinho, 2003).

O trecho de estudo desse trabalho, de aproximadamente 45 km, esta
localizado no Alto S&o Francisco entre a represa de Trés Marias e a confluéncia
do Rio Abaeté. Varios fatores antropicos atuam nesse trecho, dentre eles a
Votorantim Metais Zinco S.A (antiga Companhia Mineira de Metais - CMM)
localizada a cerca de 1 km da barragem na margem direita do rio, que atua na
producdo de derivados de zinco e acido sulfurico (Sampaio e Lépez, 2003). A
CMM comecgou as suas atividades em 1969, lancando seus rejeitos industriais
diretamente, in natura, no rio Sao Francisco, nos corregos Consciéncia e Barreiro
Grande, que posteriormente desaguam no Rio S&o Francisco. Somente em 1983,
a barragem de contencado localizada nas margens do Rio S&o Francisco foi
construida. Em 2001, a empresa depositava seu rejeito diretamente sobre o solo,
ocasionando a lixiviagdo dos metais para zonas mais profundas no solo, e
consequente contaminacdo das aguas do rio Sdo Francisco (CETEC, 1980;
Oliveira e Horn, 2006). Vérios trabalhos mostram a contaminacdo por metais
nesse ponto; entretanto, nenhum estudo investiga o potencial efeito toxico desses
contaminantes na fauna local (Oliveira e Horn, 2006; Silva, 2007; Ribeiro, 2010;
Gomes et al, 2010).

Outro fator de influéncia antrépica na regiao de estudo € a prépria represa de
Trés Marias. Construida em 1960, essa represa teve como objetivos controlar a

vazao do rio Sdo Francisco em épocas de cheia, aumentar o tirante de aguas



para navegacado, ampliar a irrigacdo, aumentar a poténcia da usina de Paulo
Afonso e produzir energia elétrica. Ela esta localizada no alto Sdo Francisco
(18°12'51" S 45°15'51" O), apresenta area aterrada de 2.700 m? de extensdo e
altura maxima de 75 metros. Quando atinge a cota maxima, a area de inundacéo
da represa é de 1.050 km? e o volume da ordem de 21 x 10° m® com
profundidades que atingem 60 m no corpo principal (Godinho e Godinho, 2003). O
reservatério apresenta estratificacao térmica de novembro a fevereiro, no periodo
do verdo, produzindo uma diferenca de temperatura entre o epilimnio e o
hipolimnio superiores a 3C°. Além disso, os niveis de oxigénio no hipolimnio sdo
sempre mais baixos que no epilimnio, inclusive quando ndo ha estratificacdo
térmica (Esteves et al, 1985). Dessa forma, a agua do hipolimnio, caracterizada
por baixas temperaturas (22,5 - 23,5 C°) e menor quantidade de oxigénio
dissolvido, é liberada durante a producdo de energia e consequentemente
descartada no rio Sado Francisco, a jusante da barragem (Sato et al, 2005).
Entretanto, estudos mostram que o rio Abaeté, localizado a cerca de 35 km a
jusante da represa, minimiza o impacto causado pela barragem apresentando
condicdes favoraveis para a reproducado de varias espécies, incluindo o curimata
(Sato et al, 2005).

Sato e Godinho (2003) sugerem que a fauna de peixes migradores apresenta
diferentes status de conservacdo ao longo da bacia do rio S&o Francisco.
Adicionalmente, a jusante da barragem de Trés Marias, foi considerada é&rea

prioritaria para a conservagdo de biodiversidade do Estado de Minas Gerais,

devido a riqgueza e a presenca de espécies endémicas de peixes (Costa et al,



1998). Entretanto, ndo ha estudos que associem a contaminagdo ambiental por
metais no desenvolvimento de alteracdes teciduais, celulares e bioquimicas em
branquias na espécie P. argenteus provenientes dessa regido. Além disso, ainda
ndo foram descritos possiveis biomarcadores utilizando branquias de
P.argenteus, que seriam utéis no monitoramento da qualidade da agua do Sao

Francisco e consequentemente na conservacgao da biodiversidade local.

3. Prochilodus argenteus como potencial bioindicador

O tele6steo curimatd-pacu, Prochilodus argenteus (Characiformes:
Prochilodontidae) (Fig. 1), € uma espécie endémica da bacia do rio Sdo Francisco
e possui habitos detritivoros, alimentando-se de matéria organica e
microorganismos associados a lama do fundo de lagos e rios (Nakatani et al,
2001). E uma espécie de grande porte podendo chegar a 15 kg de peso corporal
(Nakatani et al, 2001). Forma grandes cardumes e realiza migragdes durante o
periodo reprodutivo (Sato e Godinho, 2003). Essa espécie possui grande
importancia econdémica, representando cerca de 50% de todo pescado da regiao
de Trés Marias e configura-se como importante fonte de alimento para as
populacdes ribeirinhas (Franco de Camargo e Petrere, 2001; Sato e Godinho,
2003).

Os habitos alimentares dessa espécie possibilitam utiliza-la como modelo
biologico para a analise de possivel toxicidade de ambientes contendo
sedimentos contaminados por metais e outras substancias (Colombo et al, 2000).

Com essa finalidade, modificacdes de origem histoldgica, celular bioquimica ou
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molecular causadas por diferentes contaminantes estdo sendo avaliadas em
varios orgdos de peixes e outros animais aquaticos, objetivando estabelecer
biomarcadores para a avaliacdo da qualidade de ambientes aquaticos (Costa et
al, 2009; Simonato et al, 2011; Milinkovitch et al, 2011). Entretanto, alguns érgaos
merecem destaque, dentre eles a branquia, por desempenhar diversas fungdes
vitais ao organismo e devido ao seu contato direto e continuo com o ambiente

aquatico (Arellano et al, 2003; Evans et al, 2005).

Figura 1. Teledsteo Prochilodus argenteus. Elaborado pela ilustradora cientifica Telma Costa.

Universidade de Evora. Portugal.
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4. Branquia de teledsteos

A branquia é o orgao fisiologicamente mais diversificado em vertebrados. Nos
peixes teledsteos, as branquias desempenham varias funcdes, dentre elas trocas
gasosas, regulacdo idnica, controle acido/base, excrecdo de metabdlitos
nitrogenados e regulacdo hormonal (Evans, 1987; Olson, 2002; Evans et al,
2005).

Anatomicamente, as branquias sdo constituidas de quatro holobranquias
interpostas por cinco canais branquiais. Cada holobranquia € constituida por um
par de hemibranquias que sédo separadas entre si pelo septo interbranquial. A
hemibranquia é formada pelo arco branquial e por um conjunto de filamentos
branquiais que se inserem perpendicularmente no arco. A regido respiratoria das
branquias é formada por estruturas filamentosas denominadas lamelas, que sao
dispostas em fileiras e separadas uma das outras pelos espacos intelamelares
por onde a 4gua entra em contato com o orgao (Fig. 2) (Evans et al, 1999; Wilson

& Laurent, 2002; Evans et al 2005; Monteiro et al, 2010).
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Holobranquia Filamentos

Figura 2. Organizacdo estrutral da branquia de peixes teledsteos. Desenho realizado pela

ilustradora cientifica Telma Costa. Universidade de Evora. Portugal.
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O epitélio branquial reveste toda a estrutura anatdmica do orgao. O filamento &
revestido por epitélio estratificado, enquanto uma camada continua de epitélio,
formada principalmente por células simples pavimentosas (CPV), reveste as
lamelas (Monteiro et al, 2004). As CPV sédo as células mais abundantes do
epitélio branquial, revestindo aproximadamente 90% de toda a superficie do
orgdo. O formato dessas células, pavimentosa ou cuboidal, favorece o
desempenho da funcéo de troca gasosa. As células cloreto também chamadas de
células ricas em mitocéndria (CRM), a segunda célula mais abundante no epitélio
branquial (<10% da superficie do orgdo), sdo os locais de trocas idnicas,
regulacdo acido-base e excrecao de metabdlitos nitrogenados. O terceiro tipo de
célula mais abundante, as células mucosas (goblet) produzem glicoproteinas e
mucinas que agem como bactericidas e promovem protecao fisica para o epitélio.
Outros tipos celulares sdo encontrados nos espacgos interlamelares como as
células neuro-epiteliais, células de pilar, células rodlet, macrofagos e leucdcitos
(Maina, 1991; Perry, 1997; Evans et al, 1999; Wilson & Laurent, 2002; Evans et al,

2005; Monteiro et al, 2010).

5. Branquia de teledésteos como orgdo estratégico para a definicdo de

biomarcadores

Devido ao contato direto e continuo com o meio aquatico, a branquia é um
orgdo importante para o estudo de possiveis biomarcadores de impacto
ambiental. Além disso, a branquia possui extensa area de contato com o

ambiente, representando cerca de 90% da area total da superficie corporal do
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peixe (Hughes, 1984; Arellano et al, 2003; Evans et al, 2005). Nesse contexto,
componentes do epitélio branquial tém sido estudados como possiveis
biomarcadores de impacto ambiental. Histopatologias branquiais, hiperplasia de
determinados tipos celulares e alteracdes em parametros bioquimicos foram
observados em peixes provenientes de ambientes contaminados por metais
pesados, esgoto doméstico, agrotoxicos e alteracdes nos parametros fisico-
quimicos da agua (Jagoe e Haines, 1997; Erkmen e Kolankaya, 2000; Ribeiro et
al, 2002; Alberto et al, 2005; Cengiz e Unlu, 2006; Capkin et al, 2006; Akaishi et
al, 2007; Linde-Arias et al, 2008; Biagini et al, 2009; Abdel-Moneim et al, 2012).
Estudos associando a presenca de contaminantes no meio e biomarcadores nas
branquias possibilitaram o aprimoramento das metodologias adotadas pelos
programas de monitoramento de qualidade ambiental, sendo esses paramétros ja

utilizados por agéncias toxicolégicas americanas (Schmitt e Dethloff, 2000).
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6. Biomarcadores de impacto ambiental

Biomarcadores sdo definidos como medidas que refletem mudancas nas
respostas biologicas relacionadas a um ou mais fatores de estresse de origem
quimica, fisica ou bioldgica presentes no ambiente. Essas respostas possuem
amplo espectro podendo refletir mudancas de origem molecular até
comportamentais dos organismos (Fig. 3) (US NRC, 1989; WHO, 1993; Peakall,

1994).

. Organismo
.Sistémico
(orgdos)

.Teciduais

@ celular

»
Molecular

Concentragao dos poluentes
{tempo de exposigao

Sensibilidade dos biomarcadores

Figura 3. Esquema representando a ordem sequencial da resposta biolégica dos organismos a

fatores de estresse (Adaptado de Bayne et al, 1985).

Os biomarcadores sao divididos em trés classes: i) biomarcadores de
exposicao - deteccdo do produto de uma interacdo entre um agente xenobidtico e
uma molécula alvo medida dentro de um compartimento do organismo; ii)
biomarcadores de efeito - medidas bioquimicas, fisioldgicas e outras alteracées

nos tecidos ou fluidos que podem prejudicar a saude do animal; iii) biomarcadores
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de susceptibilidade - indicam a habilidade (herdada ou adquirida) de um
organismo a responder aos agentes xenobioticos, considerando fatores genéticos
(WHO, 1993).

Dessa forma, a associa¢cdo de varios tipos de biomarcadores é indicada para
uma eficaz avaliacdo da degradacdo ambiental, uma vez que o estresse por
determinado contaminante desencadeia uma cascata de respostas bioldégicas em
que, cada uma das quais, pode atuar como biomarcador (Mc Carthy et al, 1991,
Triebskorn et al, 2001; Galloway et al, 2004). Dependendo da dose do poluente
ou tempo de exposi¢cdo, as mudancas biolégicas que antes eram consideradas
fisioldgicas ultrapassam esse limiar causando vérios efeitos ao longo dos niveis
hierdquicos de organizacao biolégica (Fig. 4) (Mc Carthy et al, 1991).

Resposta
o privioss s

Redugaoda
qualidade de vida

Efeitos prejudiciais
nao obhservados

v v

Homeostase/  isjnais precoces: resposta  Nivel de exposicéo

Varli_lqao normal dos ‘dos biomarcadores (dose e tempo)
biomarcadores :

Figura 4. Esquema representando a resposta dos organismos aos contaminantes ambientais

(Adaptado de Mc Carthy et al, 1991)
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Dessa forma, biomarcadores moleculares, bioquimicos e celulares sdo mais
sensiveis aos poluentes ambientais e detectam precocemente as alteracdes
ambientais antes que essas atinjam niveis hierarquicos mais altos na organizacao
biol6gica, como a populacdo e comunidade, dificultando a¢Bes de intervencao
para o melhoramento do ambiente (Calabrese, 1991).

Entretanto, varios fatores modulam as respostas dos biomarcadores e dentre
eles se destaca o género dos animais (Whyte et al, 2000; Martinez-Alvarez et al,
2005; Burger et al, 2007). Apesar de alguns estudos ja utilizarem varios
biomarcadores em diferentes niveis hierarquicos da organizacéo biolégica para a
avaliacdo de ambientes possivelmente contaminados (de la Torre et al, 2005;
Akaishi et al, 2007; Domingos et al, 2007; Linde-Arias et al, 2008; Dabrowska et
al, 2012), poucos estudos consideram a influéncia do género dos animais na
determinacdo desses biomarcadores (Vega-Lopez et al, 2007; Linde-Arias et al,
2008). Além de aprimorar a interpretacdo dos dados, a discriminacdo das
respostas bioldgicas de acordo com o sexo dos animais contribuiria para a
optimizacdo das coletas reduzindo-as a somente um género (Sanchez et al,

2008).
7. Biomarcadores avaliados no presente estudo

7.1. Fator de condicédo de Fulton (K)
Proposto por Bagenal e Tesch (1978), o fator de condicdo de Fulton (K)
(K=Peso corporal / comprimento total® x100) representa o nivel de resposta de um

organismo no qual fatores como o status nutricional, efeitos de patégenos e
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exposicao a agentes quimicos alteram o peso do animal, tanto sobrepeso quanto
perda de peso. Dessa forma, esse indice reflete o status de saude do animal e
tem sido utilizado em varios estudos como método de monitoramento (Schimith e
Dethloff, 2000, Lizama e Ambrosio, 2002). Contudo, estudos realizados em
ambientes contaminados por metais como Cd, Cr e Zn ndo apresentaram
diferencas em relacdo ao fator de condicdo de Fulton (de la Torre et al, 2005).
Adicionalmente, esse indice pode variar devido a influéncia de varios fatores
como o sexo dos animais, estacdo do ano, o local e espécie em estudo (Doyon et
al, 1988; Griffiths e Kirkwood, 1995; Saborowski e Buchholz, 1996; Fisher et al,
1996). No entanto, poucos trabalhos na literatura consideram essas variagdes

(Linde-Arias et al, 2008).

7.2. Biomarcadores histopatolégicos

Histopatologias tém sido empregadas como possiveis biomarcadores de
impacto ambiental em varios orgados de teledsteos. (Sanches et al,1997; Bernet et
al, 1999; Alberto et al, 2005).

A hiperplasia lamelar, caracterizada pelo espessamento do epitélio das
lamelas, esta geralmente presente em branquias de peixes expostos a metais e
outros contaminantes como os bifenilos policlorados (PCBs) (Costa et al, 2009). O
aumento da ocorréncia dessa histopatologia também ocorre em animais expostos
ao esgoto doméstico, que também representa uma fonte de liberacdo de metais
no ambiente (Biagini et al, 2009). Adicionalmente, a hiperplasia lamelar

apresenta-se como biomarcador sensivel, uma vez que essa alteracdo ocorre
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mesmo a baixas concentracdes de metais no ambiente. Alteracdes circulatérias
como aneurisma, edemas e presenca de infiltrados inflamatorios também sao
comuns frente aos mesmos agentes estressores (Sanches et al, 1997; Abdel-
Moneim et al, 2012).

A fuséo lamelar, caracterizada pela fusdo de lamelas adjacentes por
proliferacéo celular, pode estar relacionada com a alteracdo de parametros fisico-
quimicos, principalmente a quantidade de oxigénio dissolvido disponivel na agua.
Nesse caso, a fusdo seria uma alternativa fisiol6gica para diminuir a superficie de
contato do 6rgdo com 0 ambiente e consequentemente minimizar os gastos
energéticos com a regulagdo osmotica (Sollid et al, 2003; Nilsson e Renshaw,
2004; Sollid et al, 2005; Sollid et al, 2006;; Nilsson, 2007). Contudo, a fusao
lamelar também pode estar relacionada com processos inflamatérios ou
representar uma consequéncia da hiperplasia lamelar quando os animais estao
expostos a ambientes contaminados por metais (Abdel-Moneim et al, 2012).
Dessa forma, a utilizacdo da fusédo lamelar como bioindicador precisa estar com
associada a analise dos tipos célulares que ocasionaram a fusdo. Apesar de
ampla descricdo e utilizacdo dessas patologias em estudos ambientais, poucas
abordagens consideram a possivel influéncia do sexo dos animais nas respostas

aos estressores (Nero et al, 2006).

7.3. Biomarcadores imunoldgicos

O sistema imunoldgico compreende um conjunto de células capazes de rapida

proliferacdo e diferenciagdo, é regulado por uma variedade de fatores soluveis,
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encontra-se estreitamente integrado com varios 6rgaos, desempenhando assim
diversas funcdes. Dessa forma, parametros imunoldgicos séo influenciados por
agentes externos como metais e outros poluentes, especialmente apds exposi¢cao
crbnica. Essas caracteristicas conferem alta sensibilidade a esses biomarcadores,
ainda que em contrapartida apresentem baixa especificidade quanto ao agente
estressor (Weeks et al, 1992).

Algumas enzimas envolvidas no processo inflamatério como a lisozima e
celuroplasmina apresentam aumento da atividade em animais provenientes de
ambientes contaminados por metais como o Cd, Zn, Hg, Cr, e Fe e PCBs
(Dautremepuits et al, 2009). Outros eventos imunologicos como a atividade
fagocitica de macréfagos e granuldcitos, dos centros melanomacrofagicos e
sintese de muco, também apresentam suas atividades modificadas em ambientes
contaminados por esses estressores (Bols et al, 2001; Hutchinson et al, 2003; van
der Oost et al, 2003;; Akaishi et al, 2007; Dautremepuits et al, 2009; Ribeiro et al,
2011). Ainda assim em teledsteos a influéncia do género dos animais na atividade
imunoldgica € pouco abordada (Aaltonen et al, 2000a; Aaltonen et al, 2000b).
Entretanto, em mamiferos ja se tem bem estabelecido que o género desempenha
grande influéncia nas respostas imunolégicas modulada por horménios sexuais

(Jansson, 1991; Zuckerman e Bryan,1996; Liu et al, 2004).

7.3.1. Células rodlets e proteina S100

As células rodlet sdo identificadas pela presenca de granulos em forma de

sacos que possuem produto de secrecdo com um nucleo elétron-denso
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circundado por por¢cées menos elétron-densas. Possuem também uma capsula
espessa bastante evidente de origem fibrosa (Leino, 1974; Bielek, 2005). Essas
células sdo observadas em varios tecidos de teledsteos, como branquia, figado,
cérebro, rim, timo e intestino (Koponen e Myers, 2000; Mazon et al, 2007; Bielek,
2008; Siderits et al, 2009; Vigliano et al, 2009; Matisz et al, 2010).

Devido a sua localizacao generalizada, expresséo de algumas proteinas como
piscidina em seus granulos e a alteragdo na ocorréncia dessas células nos mais
diversos tecidos de peixes provenientes de ambientes contaminados, sugere-se
que essas células atuam nas respostas imunoldgicas do organismo. Entretanto a
sua funcdo ainda ndo esta estabelecida na literatura (Reite, 2005; Mazon et al,
2007; Silphaduang et al, 2006; Vigliano et al, 2009).

Adicionalmente, foi mostrado que esses granulos possuem expressao de
horménio estimulador de melandcitos (a-MSH) (Mazon et al, 2007). Em
mamiferos o a-MSH é conhecido por suprimir a resposta inflamatéria mediada por
citocina através da inducdo da producdo de IL-10 pelos mondécitos (Sternberg,
2006). Em peixes, a atividade desse horm6nio é pouco conhecida , entretanto em
carpas foi mostrado que o a-MSH aumenta a atividade fagocitaria de leucécitos
(Tort, 2011). Esses dados mostram que essas células podem endocrinamente
atuar sobre o sistema imunoldgico (Mazon et al, 2007).

A presenca da proteina S100 também foi recentemente descrita na cdpsula e
granulos das células rodlets em intestino de Psetta maxima (Vigliano et al, 2009).
A proteina S100 pertence a familia de proteinas ligadoras de calcio e possuem

estrutura similar a calmodulina e troponina C. Em mamiferos sédo descritos
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diversos subtipos de S100 que desempenham as mais variadas fun¢des (Donato
et al, 2001). Entretanto, o subtipo S100A8/A9 merece destaque devido a sua
presenca em granulécitos polimorfonucleares. Estudos recentes apontam que a
expressdo dessa proteina esta relacionada com a supressdo do processo
inflamatério (De Lorenzo et al, 2010; Sroussi et al, 2012). Apesar de em
mamiferos as funcdes das proteinas S100 estejam bem estabelecidas, em
teledsteos suas fungdes ainda ndo foram descritas.

Apesar de varios estudos em teledsteos relacionarem a célula rodlet ao
processo inflamatério, ainda ndo foi esclarecida em qual fase essas células
estariam atuando (Dezfuli et al, 2007). Entretanto, mesmo sem a elucidagao da
funcdo dessas células, elas tém sido utilizadas em estudos em que animais estao
expostos a fatores de estresse como metais, organoclorados e infecgcbes
parasitarias (Dezfuli et al, 2003; Manera e Dezfuli, 2004; Dezfuli et al, 2007;
Poltronieri et al, 2009). Ainda assim, outros fatores podem interferir no
comportamento dessas células, dentre eles o sexo dos animais como descrito por
Jardanova e colaboradores (2007) em figado de salmonideos. Infelizmente, até o
momento, nenhum trabalho mostra a influéncia do sexo na ocorréncia de células
rodlet em branquias de animais provenientes de ambientes contaminados por

metais.
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7.3.2. Mieloperoxidase (MPO) e peroxidase eosinofilica (EPO)

Em mamiferos, a mieloperoxidase (MPO) é uma hemoproteina lisossomal
liberada da ativacdo primaria de granulos azurofilos presentes em células
inflamatdrias, principalmente por neutréfilos, mas também presentes em
eosindfilos (Faurschou e Borregaard, 2003). No entanto, em zebrafish (Danio
rerio), a presenca de MPO esta restrita aos neutrofilos, em decorréncia da
expressdo do gene mpx nessas células (Bennet et al, 2001; Lieschke et al, 2001;
Balla et al, 2010). Outras espécies de teledsteos como carpa (Labeo rohita) e
Carassius auratus também possuem a atividade dessa enzima relacionada aos
neutréfilos (Katzenback e Belosevic, 2009; Mohanty e Sahoo, 2010).
Adicionalmente, essa enzima esta relacionada ao estresse oxidativo, convertendo
0 peréxido de hidrogénio (H»O2) em hipocloreto (HOCI), sendo utilizada como
biomarcador para diversas doencas humanas (Liu et al, 2004). Estudo
epidemioldgico realizado por Kabutomori (1999) mostrou que os niveis da enzima
MPO em mulheres eram maiores que nos homens. Isso é decorrente de uma
provavel influéncia do estrégeno na regulacdo de genes envolvidos na sintese
dessa enzima (Kabutomori et al, 1999; Reynolds et al, 2000).

Em mamiferos, a peroxidase eosinofilica estd presente nos granulos especificos
de eosindfilos. Esses, em conjunto com outras células do sistema imunolégico,
estdo envolvidos nas respostas imunes inatas relacionadas a infecgbes
parasitarias (Anthony et al, 2010). Em teledsteos, a identificacdo de eosindfilos

ainda é um tema bastante controverso, devido as variacdes morfoldgicas e

auséncia de marcadores especificos quando comparados aos mamiferos.
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Morfologicamente semelhantes aos mamiferos e sem a presenca de
mieoloperoxidase (MPO) nos granulos (auséncia da expressao do gene mpx), 0s
eosinoficos foram inicialmente descritos em zebrafish por Lieschke (2001) e
Bennett (2001). Porém, ainda ndo foi identificada uma peroxidase especifica para
os eosindfilos (EPO) em zebrafish, nem tampouco a existéncia de gene ortologo
(epx) nessas células (Lieschke et al, 2001; Balla et al, 2010; Bennett et al, 2001;).
Entretanto, eosindfilos de zebrafish induzidos por peptideos do helminto H
polygyrus apresentaram desgranulagdo e presenca de peroxidase no
sobrenadante (Balla et al, 2010). A atividade da peroxidase foi mensurada com
sucesso por meio de ensaio de OPD, método bastante utilizado para medir a
atividade da peroxidase ap0s a desgranulacdo de eosindfilos em mamiferos
(Adamko et al, 2004; Palic et al, 2005). Porém, as atividades dessas enzimas
ainda nado foram descritas como possivel biomarcadores em peixes provenientes
de ambientes aquéticos contaminados, bem como possivel influéncia do sexo dos
animais na atividade dessas enzimas.

7.3.3. Células mucosas

A producdo de glicoproteinas pelo epitélio das branquias, pele e sistema
digestério constitui o primeiro mecanismo de defesa do organismo as infec¢des
por patdogenos. Além de representar uma barreira fisica, 0 muco contém varios
fatores humorais e peptideos anti-microbianos tais como lisozima, complemento e
lectinas (Shephard, 1984; Bols et al, 2001; McGuckin et al, 2011).

Em branquias de teleésteos, as células mucosas séo classificadas de acordo

com a composicdo das glicoproteinas. Células mucosas do tipo A sé&o
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encontradas principamente no epitélio dos arcos branquiais e sintetizam
glicoproteinas acidas com grupos carboxilados/glicoproteinas ésteres sulfatados e
também glicoproteinas com didis vicinais oxidaveis ou glicogénio. As células
mucosas do tipo B se encontram principalmente nos filamentos e lamelas
branquiais e sua composicdo glicoprotéica se caracteriza pela presenca de
glicoproteinas com didis vicinais oxidaveis ou glicogénio. As células do tipo C, por
sua vez, produzem somente glicoproteinas acidas com  grupos
carboxilados/esteres sulfatadas (Kumari et al, 2009). Entretanto, a nomenclatura
utlizada para as células mucosas pode variar na literatura (Paulino et al, 2012).

Em teledsteos, as células mucosas apresentam frequéncia, tamanho e
composicdo do muco diferente em relagdo a espécie, o hébito alimentar e as
condicbes do meio em que o animal se encontra (Gona, 1979). Alteracées como
hiperplasia e hipertrofia das células mucosas sdo observadas frequentemente
quando o0s peixes sdo expostos a fatores de estresse tais como variacdo na
salinidade, infeccdo por parasitas, contaminagdo por metais, derramamento de
Oleos e herbicidas (Roberts e Powell, 2003; Dezfuli et al, 2010; Giari et al, 2012;
Paulino et al, 2012). No entanto, animais a expostos cronicamente a sedimentos
contaminados por diversos metais, com destaque para o Cu e Pb, apresentaram
degeracdo das células mucosas (Costa el al, 2009).

Nesse contexto, sugere-se que essas células também possam ser utilizadas
como ferramenta auxiliar para a avaliacdo da qualidade do meio aquatico (Gona,

1979; Costa et al, 2009; Giari et al, 2012; Paulino et al, 2012). Ainda assim,
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nenhum trabalho na literatura descreve a influéncia do sexo dos animais expostos

a ambientes contaminados por metais na secre¢ao de muco.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar a relacéo entre as alterac6es morfolégicas e bioquimicas de branquias
de Prochilodus argenteus frente aos dados ambientais visando a sua utilizacao
como biomarcadores de impacto ambiental, considerando a influéncia do género
dos animais capturados no rio S&o Francisco préximo a regido da represa de Trés

Marias.

1.1. Objetivos especificos

Caracterizar as condicbes ambientais nos diferentes pontos de estudo,
através da determinacdo de parametros fisico-quimicos e quantificacdo de
metais em agua e sedimento.

e Caracterizar, por técnicas de microscopia de luz e eletrénica de transmissao,
a disposicdo e composicdo celular das branquias da espécie Prochilodus
argenteus.

e Analisar a ocorréncia de histopatologias no epitelio das branquias de P.
argenteus relacionando-as com as caracteristicas ambientais e o sexo dos
animais.

e Localizar, caracterizar e quantificar as células mucosas e rodlet através da

utilizacdo de diferentes técnicas histoquimicas, imunohistoquimicas e de

microscopia eletrbnica de transmissao.
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e Determinar a localizagdo citoquimica da enzima MPO e sua atividade

enzimatica, associando a atividade da EPO.
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MATERIAIS E METODOS

1. Local de estudo

Espécimes de P.argenteus foram coletados em dois diferentes pontos do rio
S&o Francisco, a jusante da represa de Trés Marias (S 18°12'51” O 45°15’51"). A
coleta foi realizada durante a estacdo seca (agosto de 2008) com o intuito de
evitar o periodo reprodutivo dos peixes. O primeiro local de amostragem situa-se
imediatamente a jusante do reservatério da represa (JB) e o segundo local
localiza-se apds a confluéncia do rio Abaeté com o rio Sdo Francisco a
aproximadamente 34 km do primeiro ponto (JA) (Fig. 5). A coleta foi realizada
com o auxilio dos funcionarios da Estacao de Hidrobiologia e Piscicultura de Trés

Marias (CODEVASF).



29

4EE 474 432 430 A4E ki

'deJa:neirovillage L AR
LR ST — Y

BT IS I G Rio de-Janiro river.--¢--

K

A ' )
o Trés Marias |
J : dam n ~
. : r P """‘"-t‘#

s LEGEND VAN =S
site 1
site 2

L ] 2

TIW f-mmmemmmmmmmemmmmnonaeas T TTY LCLL L7 PR

Water running

™\ Dam

@ Urban site

i @ Village
- g el

Reservoir

T332 krn

Figura 5. Locais de estudo no Rio Sdo Francisco. O ponto de coleta 1 (JB) esta localizado
imediatamente a jusante da represa de Trés Marias, enquanto que o ponto 2 (JA) apds a

confluéncia com o rio Abaeté (Adaptado de Ribeiro et al, 2011).

2. Caracterizacao fisica e quimica dos pontos de amostragem

As medidas de parametros fisico-quimicos da &gua e a determinacdo da
concentracdo de metais em agua e sedimento foram realizadas nos dois pontos
de estudo (JB e JA). Em cada ponto, as medidas foram realizadas na margem
direita, margem esquerda e no canal central do rio Sdo Francisco. Os resultados
obtidos foram analisados pela média das trés medicdes realizadas nos diferentes

segmentos do rio.
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2.1. Medidas de parametros fisico-quimicos da agua

Os valores da condutividade da agua (uS/cm), oxigénio dissolvido (mg/l),
temperatura (C°) e turbidez (UNT) foram obtidos com o auxilio de uma sonda
multiparametros Horiba U10 e disco de Secchi, fornecidos pela Estacdo de

Hidrobiologia e Piscicultura de Trés Marias (CODEVASF).

2.2. Determinacdo da concentracdo de metais dissolvidos em agua

As amostras foram coletadas em frascos plasticos de 500 mL previamente
descontaminados em solucdo de acido nitrico (10%) por 48 h e mantidas
refrigeradas até a analise. No laboratdrio as amostras foram filtradas através de
filtro de membrana de 0,45 um, sendo a porc¢ao liquida utilizada na determinacgéo
da concentracdo dos metais cadmio (Cd), manganés (Mn) e zinco (Zn). A analise
foi realizada utilizandos-se o0 equipamento de espectrometria de absorgéo atdbmica
com forno de grafite HGA 900 (GF AAS) Perkin Elmer (Norwalk, CT, EUA) no
Laboratério de Absorcdo Atdmica do Departamento de Quimica do Instituto de

Ciéncias Exatas da UFMG. Os valores foram expressos em pg.L™.
2.3. Avaliagdo de metais em sedimento

O sedimento foi coletado utilizando-se draga de Petersen e posteriormente
350g foram armazenados em frascos plasticos de 500 mL previamente
descontaminados em solu¢cdo de acido nitrico (10%) por 48h e mantidas
refrigeradas até a andlise. As amostras de sedimento foram secas em estufas a

60°C por 24 horas. ApGs secagem, as amostras foram trituradas em almofariz de
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ceramica e peneiradas em peneira com abertura de 65 um. Suspensdes contendo
10mg da amostra peneirada foram digeridos com a utilizacdo de HNO3z; e HCI P.A.
e lidas no espectrofotometro de absorgcéo atdbmica, conforme descrito acima para

As, Cd, Cu e Mn. Os valores obtidos foram expressos em mg.Kg™.

3. Coleta e biometria

Para as avaliacdes bioldgicas, foram coletados 42 espécimes de P. argenteus,
sendo que 20 (10 fémeas e 10 machos) foram capturados em JB e 22 (9 fémeas
e 13 machos) em JA. A coleta foi realizada com a autorizacdo concedida pelo
Instituto Estadual de Florestas de Minas Gerais (IEF/MG). Licenca de pesca
cientifica NR 130-10, Categoria D.

Os espécimes foram capturados com o auxilio de tarrafas e conservados em
recipientes plasticos de 500L contendo agua proveniente do rio, permanecendo
sem alimentecdo até a eutanasia. Para cada animal coletado foram obtidos dados
biométricos de comprimento total (CT), comprimento padrdo (CP) e peso corporal
(PC). O estado de saude dos animais foi determinado pelo fator de condicdo de
Fulton (K). O valor desse indice foi determinado de acordo com Nikolsky (1963),
utilizando-se da seguinte férmula: (K=PC/CT® X 100), onde: PC = Peso corporal

(g) e CT = comprimento total (cm).
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4. Processamento histolégico das branquias
4.1. Eutanésia e dissecacao

ApOs a captura, os animais foram sacrificados via transecc¢do cranial com
tesoura cirurgica. O opérculo foi removido e fragmentos do primeiro arco branquial
direito de cada animal foram submersos em diferentes fixadores para as anélises
histoldgicas, histoquimicas, imunohistoquimicas e ultraestruturais conforme
descritos abaixo. Parte do tecido coletado foi mantido em gelo seco, conservado
em freezer a -80 °C, para a realizacdo das andlises bioquimicas.

O protocolo utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacg&o

Animal (CETEA - UFMG) sob nimero de protocolo 175/11.
4.2. Histologia

Fragmentos branquiais de cada espécime foram fixados por imersdo em
liqguido de Bouin. Apdés 24 horas, foram mantidos em etanol 70% até o
procedimento de descalcificacdo realizado em solugcédo de Pereny por 24 horas,
de acordo com Bancroft & Gamble (2007). Os materiais foram entédo desidratados
em séries crescentes de concentracdo de etanol (70%, 80%, 90%, 95%),
orientados e emblocados em parafina (Paraplast®). Seccdes nao seriadas de 5um
de espessura foram obtidas utilizando-se navalhas de ac¢o em microtomo
MICRON® e colhidas em laminas histolégicas de vidro.

Para a realizacdo das analises histologicas, cortes de 5 upum foram

desparafinizados em trés banhos de xilol (15 minutos em cada), posteriormente
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hidratados em séries decrescentes de etanol (100%, 95%, 90%, 80%, 70%) e
lavados em agua (5 minutos cada banho). Posteriormente, foram corados pela
técnica de rotina com Hematoxilina e Eosina (H&E) em que os cortes hidratados
foram submersos em solucdo de Hematoxilina de Delafield durante 1 minuto,
diferenciadas em &gua corrente por 10 minutos e posteriormente imersas em
eosina por 30 minutos, seguido de lavagem em agua. Apés a desidratacdo as
laminas foram montadas utilizando-se Entellan® e laminulas de vidro. Para analise
morfolégica e documentacdo microfotogréafica utilizou-se o microscopio de luz
Olympus BX41 acoplado a camera digital Olympus Q Color 3, no Laboratorio de

Biologia Estrutural e da Reproducgao (Departamento de Morfologia, ICB-UFMG).
4.3. Caracterizacdo morfologica das branquias de Prochilodus argenteus

Cortes corados em H&E foram analizados em microscépio de luz Olympus®
BX 48 para a caracterizacdo morfolégica da branquia de P.argenteus. Para cada
animal coletado, secc¢des longitudinais do primeiro arco branquial direito foram
selecionadas de acordo com a orientagao dos filamentos. Trés filamentos de cada
seccdo foram analisados para a descricdo dos padrbes morfolégicos normais e
patologicos do tecido epitelial da branquia de P.argenteus. A documentacao

microfotografica foi realizada conforme descrito anteriormente (ver item 4.2).
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5. Anélise morfométrica das patologias do epitélio branquial

Para essa analise foram utilizados 10 machos e 8 fémeas coletados em JB e
11 machos e 7 fémeas provenientes de JA. Para cada animal, trés filamentos em
cortes longitudinais foram selecionados e analisados de 60 a 100 lamelas por
animal, totalizando-se 2760 lamelas. As histopatologias mais frequentes entre os
animais foram quantificadas utilizando-se o microscopio de luz Olympus BX 48
em aumento de 400x, de acordo com os critérios previamente estabelecidos por

Sanches et al (1997) e especificados abaixo:

e Edema lamelar: caracterizado pela separacdo das duas camadas de tecido
epitelial ou pela separacédo do epitélio simples pavimentoso de revestimento
dos prolongamentos das células de pilar, envolvendo pelo menos 50% do
comprimemento da lamela.

e Hiperplasia lamelar: caracterizada pelo espessamento de areas do tecido
epitelial compreendendo mais de 50% do comprimento da lamela.

e Fusdo lamelar: caracterizada pela a fusdo de duas lamelas adjacentes,
compreendendo mais de 50% do comprimento da lamela.

e Inflamacédo interlamelar: presenca de um ou mais aglomerados (mais que 5
células) de células inflamatdrias localizados entre as células de pilar e a

camada mais externa do epitélio lamelar.
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6. Quantificacdo da ocorréncia de células rodlet em espacos interlamelares

Células rodlet foram quantificadas em cortes longitudinais do arco branquial
corados em H&E. A presenca de células rodlet foi assinalada apenas em secdes
contendo fuséo lamelar e considerando-se células rodlet com capsula filamentosa
e granulos bem evidentes. Foram analisados 22 animais, sendo 9 provenientes do
ponto JB (4 machos e 5 fémeas) e 13 do ponto JA ( 8 machos e 5 fémeas). Para
cada individuo analizado foram utilizados 100 espacos interlamelares, totalizando-
se 2200 espacos interlamelares estudados. As andlises foram realizadas no

microscopio de luz Olympus BX 48 utilizandos-se objetiva de 40x.

7. Andlise das células mucosas do epitélio branquial
Cortes de 5 um do epitélio branquial foram submetidos aos métodos
histoquimicos de Alcian Blue (pH 2,5), PAS e PAS AB (2,5), segundo Bancroft &

Gamble (2007), com modificacBes descritas abaixo:

e Histoquimica de Alcian Blue (AB)

Cortes de 5 um foram desparafinizados em trés banhos de xilol (15
minutos cada), posteriormente hidratados em séries crecentes de
concentracdo de etanol (100%, 95%, 90%, 80%, 70%) e lavados em agua.
Posteriormente, foram incubados em solucédo a 1% de Alcian Blue (pH 2,5)
por 40 minutos, lavados em agua destilada, desidratados rapidamente e

montados com Entellan® (Merck).

e Histoquimica de PAS
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Cortes de 5 um foram desparafinizados e hidratados conforme descrito
anteriormente. Posteriormente, foram incubados em solu¢cdo de &cido
periédico (0,5%) durante 5 minutos, lavados em agua destilada e colocados
em na solucdo de Schiff por 30 minutos. Apds essa etapa, os cortes foram
lavados trés vezes em solucdo de metabissulfito de sédio (0,5%) por 3
minutos e posteriormente lavados em agua corrente por 30 minutos. Os

cortes foram entdo desidratados e montados com Entellan® (Merck).
e Histoquimica de PAS-AB 2,5

Cortes de 5 um foram desparafinizados e hidratados conforme descrito
anteriormente. Posteriormente, foram corados em solucdo de Alcian Blue
(1%) em pH 2,5 durante 40 minutos, lavados em agua destilada e colocados
em solucdo de acido periddico (1%) por 10 minutos. ApOs essa etapa, 0S
cortes foram incubados com o reagente de Schiff por 30 minutos, lavados em

agua, desidratados e posteriormente montados com Entellan® (Merck).

7.1. Avaliagdo da distribuicdo das células mucosas do tipo A, B e C e do

muco presente no espago interlamelar

Células mucosas do tipo A, B e C foram quantificadas nos filamentos e
lamelas de 27 animais, sendo 16 em JB (sete fémeas e nove machos) e 11 em ja
(oito fémeas e trés machos em microscépio Olympus BX 48 com objetiva de 40x e

reticulo Olympus® ax0069 com 81 interseccoes.
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Duas seccOes de tecido corado em PAS-AB 2,5 de cada animal foram
selecionadas e analisadas com o auxilio do microscopio Olympus BX 48 em um
aumento final de 400x. A quantificacao foi realizada em 15 campos da ocular
reticulada em cada corte que detinham filamentos longitudinais e lamelas
simétricas, totalizando 30 campos por animal (2430 pontos de intercecdo por
animal), totalizando 780 campos analisados (65610 pontos analisados). Os
pontos de intersec¢cdo foram contados quando coincidiram com as células
mucosas do tipo A, B e C, presentes nos filamentos e lamelas. Muco do tipo A, B,
e C presentes nos espacos interlamelares obedeceram ao mesmo critério. Todos
0s pontos de interseccéo presentes nos filamentos, lamelas e espagos sem tecido

também foram quantificados.

8. Quantificacdo bioquimica de mieloperoxidase (MPO) e peroxidase

eosinofilica (EPO)

Para as analises descritas abaixo foram utilizados 34 animais, sendo 16 (7
fémeas e 9 machos) coletados no trecho impactado JB e 18 (8 fémeas e 10

machos) no ponto de referéncia JA.

8.1. Mieoperoxidase (MPO)

Amostras das branquias (100mg) foram homogeneizadas com 1,9 mL de
tampao (NaCl 0,1 M; NazPO, 0,02M e Na,EDTA 0,015M) em pH 4,7 e
centrifugado a 4 °C por 10 min a 10000 rpm. O sobrenadante foi entéo

desprezado e 1,5 mL de solucdo de NaCl 0,2% foi adicionada ao precipitado
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remanescente e apés 30 s foi adicionado mais 1,5 mL de solucédo gelada de NacCl
1,6% com glicose 5%. As amostras foram homegeneizadas e centrifugadas 4 °C
por 10 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e adicionado as
amostras 1,9 mL de tampao (NasPO, 0,05M e HETAB 0,5% p/v) em pH 54, 3
ciclos de homogeneizacdo e congelamento com nitrogénio liquido foram
realizados. As amostras foram centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 10.000 rpm e
0 sobrenadante foi coletado para o ensaio enzimatico. Assim, para esse ensaio
foram adicionados 25 uL das amostras diluidas a uma placa de 96 pocos em
duplicata (cavidade branco: NazsPO,4 0,05M e HETAB 0,5% p/v) e em seguida foi
adicionado a cada pog¢o 25 uL do substrato TMB (3, 3', 5, 5’ — tetrametilbenzidina)
e incubado a 37°C. Ap6s 5 minutos, foi adicionado 100 mL de H,O; (0,002%) e
incubado a 37°C durante 5 minutos. Para o bloqueio da reacdo, foram
adicionados 100 uL de H>SO4 (1M) e a absorbancia foi lida em espectrofotometro
a 450 nm (EMax, Molecular Devices). Os resultados foram expressos pela média

da absorbancia relativa @ 100mg de tecido.

8.2. Peroxidase eosinofilica (EPO)

Amostras das branquias (100mg) foram homogeneizadas com 1,9 mL de PBS
(5X) e centrifugadas a 4 °C por 10 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi entdo
desprezado e o pellet ressuspendido em 1,5 ml de solu¢cdo contendo NaCl 0,2%,
sendo adicionada ao precipitado remanescente ap6s 30 s mais 1,5 mL de solucéo
gelada contendo NaCl 1,6% com glicose 5%. As amostras foram homegeneizadas

e centrifugadas 4 °C por 10 min a 10.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e a
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amostra foi ressuspendida com 1,9 ml de tampéao (NazPO4 0,05M e HETAB 0,5%
p/v) em pH 5,4, homogeneizadas e congeladas em nitrogénio liquido por 3 vezes.
As amostras foram centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 10.000 rpm e o
sobrenadante foi coletado para o ensaio enzimético.

Para o ensaio enzimético foram adicionados 75 uL das amostras diluidas
numa placa de 96 pocos em duplicata (cavidade branco: PBS) e em seguida foi
adicionado a cada poc¢o 75 ul do substrato (1,5 mM de OPD em tampéao Tris-HCI
0,075 mM em pH 8,0 acrescido de H,0, 6,6 mM). Apds 30 minutos de incubacgéo
no escuro, a reacéo foi bloqueada com a adicdo de 50 uL de H,SO, (1M) e a
absorbancia foi lida em espectrofotbmetro a 492 nm (EMax, Molecular Devices).
Os resultados foram expressos pela média da absorbancia relativa a 100 mg de

tecido.
9. Histoquimica de MPO

Para essa analise foram utilizados 29 animais sendo que 16 coletados em JB
(9 machos e 8 fémeas) e 13 em JA (5 machos e 8 fémeas). Cortes de 5 um foram
desparafinizados em trés banhos de xilol (15 minutos cada), posteriormente
hidratados em séries decrecentes de concentracao de etanol (100%, 95%, 90%,
80%, 70%) e lavados em agua. Posteriormente, foram incubados em solucéo de
dicloreto de benzidina (0,0003%) em etanol (30%) durante 30 segundos e
montados em glicose (Reagen®). O controle foi realizado pelo bloqueio da
peroxidase com solucdo de H,O; (30%) durante 30 minutos. A documentacao

fotogréfica foi realizada utilizando-se o microscopio Olympus BX41 acoplado a
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uma camara digital Olympus Q Color no Laboratério de Biologia Estrutural e

Reproducao.
10. Imunohistoquimica para S100

Seccbes de tecido branquial de 4 um de espessura foram colocadas em
laminas histolégicas de carga positiva (Amitel®), deparafinizados em trés banhos
de xilol (15 minutos cada) e posteriormente hidratados em séries crecentes de
concentracdo de alcool (100%, 95%, 90%, 80%, 70%). ApOs essa etapa, 0S
cortes foram lavados em PBS, pH 7,3, por 15 minutos e seguido por ativacao
antigénica em tampao citrato 10 mM, pH 6,0 em aguecimento em micro-ondas em
poténcia alta durante 10 minutos. Apos o resfriamento, as laminas foram lavadas
em PBS com 0,2% de Tween 20 (Sigma®) e posteriormente lavadas em PBS (pH
7,3) durante 5 minutos. O bloqueio das ligacdes inespecificas foi realizado em
PBS-BSA (albumina 2% em PBS). Ap6s 30 minutos, os cortes foram incubados
com o anticorpo primario goat anti S100 B chain (N-15) (Santa Cruz
Biotechnology®) durante 12 horas. O anticorpo primério foi diluido em PBS-BSA
(1%) na propor¢cdo de 1:300. Apds essa fase, realizou-se o bloqueio da
peroxidase enddgena em solugcdo com 30% H,O, durante 15 minutos e posterior
incubacdo com anticorpo secundario goat anti-rat (1:100) por 1 hora. Entdo, as
laminas foram lavadas em PBS com 0,2% de Tween 20 (Sigma®), reveladas em
0,03% de DAB em PBS (pH 7,3). e contra-coradas em hematoxilina por 30
segundos, desidratadas em solu¢cdes de concentracdo crescente de etanol (70%,

80%, 90%, 100%) e Xilol e posteriormente montados com Entellan (Merk®). A
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documentacdo microfotogréafica foi realizada utilizando-se o0 microscopio Olympus
BX41 acoplado a uma camara digital Olympus Q Color no Laboratorio de Biologia

Estrutural e Reproducéao (Departamento de Morfologia, ICB-UFMG).
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11. Microscopia Eletrénica de Transmisséao

Fragmentos das branquias de P. argenteus foram fixados em solucdo de
Karnovsky modificada (glutarandeido 2,5% e paraformaldeido 2%) em tampdao
cacodilato de sodio (pH 7,4 e 0,1M), por 4 horas. Apoés fixacdo, os espécimes
foram mantidos em tampao cacodilato de sodio (pH 7,4 e 0,1M), refrigerados a
6°C e acondicionados para o transporte em caixas de isopor com gelo triturado. O
processamento do material foi realizado no Centro de Microscopia Eletronica —
CEMEL (Departamento de Morfologia, ICB/UFMG). As amostras foram lavadas 3
vezes no mesmo tampdao e pés-fixadas em solugcédo aquosa de tetroxido de 6smio
(1%), durante 1 hora em camara escura. Apos 3 lavagens de 10 minutos cada no
mesmo tampdao cacodilato, os fragmentos foram desidratados em concentragfes
crescentes de acetona Sigma® (50%, 70%, 95%, 100%), impregnados em solucao
de resina e acetona nas proporcoes de 2:1, 1:1 e 1:2 respectivamente, durante 2
horas cada. ApOs essa etapa, os tecidos foram infiltrados em resina pura
overnight e posteriormente incluidos em resina Araldite EMbed 812°. Os blocos
contendo os materiais foram obtidos apds polimerizacdo por 48 horas a 60 °C.
Estes foram piramidados utilizando-se laminas de acgo sob lupa. Cortes semi-finos
com 200 nm de espessura foram obtidos com a utilizacdo de navalhas de vidro
em ultra-micrétomo Sorvall MT-2B (Dupont Instruments, USA). Estes cortes semi-
finos foram colhidos em laminas histolégicas e corados em solucdo de azul de
toluidina 1% para posterior orientagdo dos cortes ultrafinos. Cortes ultrafinos com
80 nm de espessura foram obtidos no mesmo ultrmicrotomo utilizando-se navalha

de diamante Diatome® e colhidos em graticulas de niquel (300 mesh). Os cortes
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foram contrastados em solu¢cdes aquosas de acetato de uranila 1% por 5 minutos
no escuro, lavados com agua destilada e submersos em solucdo de Reynold’s
contendo citrato de chumbo 2,5%. Os materiais foram analisados e fotografados
no microscopio eletrénico de transmissao Zeiss-EM10 a 80 kV. Apdés revelacao,

0s negativos foram digitalizados no scanner Epson Perfection 4990°.
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12. Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Graph Pad
Prism, versédo 4.0. (San Diego, CA., USA). Os dados foram avaliados quanto a
normalidade utilizando-se o método de Kolmogorov and Smirnov. Os dados
paramétricos estdo apresentados pela média + erro padrédo da média (EPM) e os
dados ndo paramétricos apresentados pela mediana. Os dados obtidos pela
mensuracao dos parametros fisico-quimicos da agua e pela avaliacdo de metais
pesados em agua e sedimento foram analisados pelos teste t, seguido pelo teste
F para andlise da variacdo do desvio padrdao. Os parametros que apresentaram
variabilidade nos desvios padrdes foram analisados pelo teste t com correcao de
Welch (p<0,05). O fator de condicdo de Fulton foi analisado por ANOVA (p< 0,05).
Por sua vez, os dados obtidos pela quantificacdo das histopatologias, com
excecdo dos focos de infiltrado inflamatério, foram analisados pelo teste néo
paramétrico de Fisher, enquanto os dados referentes as contagens de células
rodlet foram analisadas pelo teste ndo paramétrico, Chi-quadrado, quando
comparando os pontos de estudo e pelo teste de Fisher ao se comparar os
géneros nos pontos de estudo. Em ambos testes, p<0,05 foi considerado
significativo. .

A andlise da quantificacdo dos focos de infiltrados inflamatorios, e da medicao
da atividade enzimética de MPO e EPO foram realizadas por teste t (p<0,05)
guando comparado somente os pontos de estudo e por ANOVA (p< 0,05) seguido
do teste de Bonferroni ao se comparar 0os géneros dos diferentes pontos de

estudo. A correlacdo dos dados de MPO e EPO foi realizada pelo teste de
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Spearman (p<0,05). Contudo, os dados obtidos pela morfometria das células
mucosas foram analisados pelo teste t (p<0,05) e quando necessario aplicou-se a
correcdo de Welch (p<0,05). Além disso, visando a diminuicdo da variabilidade,
alguns dados passaram pela transformacdo - log (y), seguido pelo teste t

(p<0,05).
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RESULTADOS

1. Caracaterizacdao fisica e quimica dos pontos de amostragem

1.1. Medidas de parametros fisico-quimicos da dgua

Os parametros fisico-quimicos da agua analisados tais como, condutividade,
oxigénio dissolvido e pH apresentaram diferengas entre os pontos de estudo (JB e
JA) , enquanto que a temperatura turbidez ndo apresentaram diferencas entre os

dois pontos, conforme pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3. Valores correspondentes a condutividade (uS.cm'l), taxa de oxigénio dissolvido (mg.L™),

temperatura (°C), turbidez (UNT) e pH obtidos nos dois pontos de estudo.

Pontos Condutividade Oxigénio Temperatura Turbidez pH
JB 21,5 + 6,70* 8,1+ 0,05* 22,9 + 0,06 9,8 +3,27 6,2+0,06*
JA 5,6 +£0,17 8,7 £ 0,04 23,3+0,25 44,8+ 18,00 6,6+0,08

Valores apresentados por média * erro padrdo. * p < 0,05.

1.2. Avaliacdo de metais dissolvidos em agua

Conforme mostrado na tabela 4, as concentracdes dos metais Cd, Mn e Zn
dissolvidos apresentaram valores superiores no ponto imediatamente a jusante da

represa de Trés Marias (JB) quando comparado ao segundo ponto (JA).
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Tabela 4. Concentracdo em pg.L™ de metais dissolvidos presentes na agua coletada nos dois

pontos de estudo.

Pontos Cd Mn Zn
JB 23+07* 2136+250¢ 101,1+2,1*
JA n.d. 1391+ 1,9 16,7+15

Valores apresentados por média * erro padrdo. * p < 0,05; n.d.-ndo detectavel.

1.3. Avaliacdo de metais pesados em sedimento

Metais como o As, Cd, Cu, Mn e Zn foram detectados em todas as amostras
de sedimentos coletadas em ambos pontos de estudo. As concentracdes obtidas
para As e Cd no ponto JB apresentaram respectivamente valores 2,8 e 8,7 vezes

maiores que os obtidos no ponto JA, conforme apresentado na tabela 5.

Tabela 5. Concentragdo em mg.Kg™ de metais pesados presentes no sedimento coletado nos dois

pontos de estudo.

Pontos As Cd Cu Mn
JB 50,4 + 3,4* 52+ 1,6* 11,6 +1,7 36,1+ 12,4
JA 18,2 +1,2 0,6+0,3 5,6+0,3 45,0+8,8

Valores apresentados por média + erro padrdo. * : p < 0,05.
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2. Biometria

Os animais analisados apresentaram os valores meédios * erro padrédo para o
comprimento total e peso corporal de 32,0 £ 0,5 cm e 471 + 193 ¢
respectivamente. Nao houve diferenca significativa dos pesos entre machos e
fémeas. Todos o0s animais apresentavam bom aspecto geral, ndo sendo

observada nenhuma alteracdo em seu exame externo. .

2.1. Fator de Condicéao de Fulton (K)

O fator de condicdo de Fulton dos animais coletados nos dois pontos de
apresentaram valores proximos a 1,4+ 0,16. Ndo foram observadas diferencgas,
mesmo quando comparados 0sS géneros no mesmo ponto de estudo e em

diferentes trechos conforme apresentado na figura 6.

24 —JB Figura 6. Gréafico contendo os valores
« - - JA do fator de condicdo de Fulton (K) dos
? . animais dos  diferentes  sexos
% coletados em JB e JA. (p< 0,05). F:
= fémeas, JA: ponto referéncia, JB:
0 ponto impactado. M: machos.
M F M F

Géneros
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3. Descricdo histoléogica da branquia de Prochilodus argenteus em

condicdes normais

Os filamentos branquiais possuem um eixo central do tecido cartilaginoso
hialino, onde uma série de lamelas estdo inseridas perpendicularmente, e
separados uns dos outros por espacos interlamelares. Os filamentos séao divididos
em regides proximal, média e distal. Na regido proximal, onde o filamento se
insere no arco branquial, sdo observadas internamente artérias aferentes
proximas a musculo esquelético e tecido cartilaginoso hialino. O epitélio delimita
0s espacos lamelares e interlamelares (Fig. 7A). A regidao medial do filamento
internamente é composta por tecido conjuntivo vascularizado com eventuais
nédulos de cartilagem hialina que ndo invadem as lamelas (Fig. 7B). As lamelas
estdo dispostas perpendicularmente ao filamento formando o0s espagos
interlamelares (Fig. 7B). Internamente, na regido distal do filamento s&o
observadas artérias de maior calibre, reducdo da &rea lamelar gradativamente
substituida por uma camada epitelial estratificada mucipara (Fig. 7C). As lamelas
sdo formadas por duas camadas epiteliais, separadas por varias células pilares,

que delimitam os seios sanguineos (Fig. 7D).



Figura 7. Micrografias de luz das branquias de P. argenteus. A: Regido do arco mostrando a

regido proximal dos filamentos inseridos no tecido de sustentagdo. B: Regido medial de um
filamento branquial composto de espacos interlamelares entre os conjuntos de lamelas. C:
Face distal do filamento com os vasos sanguineos e redugédo lamelar. D: Regifes distais de
duas lamelas. Nota-se a presenca de células pavimentosas, células pilares, células mucosas
e eritrocitos. Coloragdo H & E. a: tecido de suporte do arco, c: cartilagem hialina, f: filamento,
i: espagos interlamelares, I: lamelas, m: tecido muscular, p: células de pilar, pc: células

pavimentosas, r: hemaceas, v: vasos sanguineos, *: células mucosas. Barras A e C: 100 pum.

Barra B: 50 um. Barra D: 10 um.
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4. Descricdo ultraestrutural do epitélio da branquia de Prochilodus

argenteus em condi¢cdes normais

O epitélio branquial de P. argenteus é formado principamente pelas células
pavimentosas (CPVC), mucosas (CM), pilares (Pi), cloreto ou ricas em
mitocondrias (CRM) e as neuroepiteliais (CNE) (Fig. 8A e 8D). As PVCs
encontradas nas lamelas apresentam formato alongado, um nucleo eliptico com
presenca de heterocromatina periférica, e nucléolo evidente (Fig. 8B). No
citoplasma, observam-se poucas mitocondrias aparelho de Golgi e cisternas de
reticulo endoplasmatico (Fig. 8B e 8C).

As Pi delimitam o espacgo vascular no interior das lamelas por meio das
extensodes de seu citoplasma que se unem pelas juncdes de membrana (Fig. 8A).
Apresentam nacleo polimorfico com heterocromatina periférica e nucléolo
evidente (Fig. 8A). O corpo celular da Pi apresenta formato cuboidal com quatro
prolongamentos citoplasmaticos contendo poucas vesiculas elétron-densas e
mitocondrias (Fig. 8B).

CM foram encontradas nos espagos interlamelares e nas lamelas
apresentando variagbes na sua morfologia. As CM localizadas nas lamelas
posuem formato e nucleo alongados e sao caracterizadas pela grande quantidade
de granulos com diferentes elétron-densidades no citoplasma. Ainda, foram
observadas poucas organelas no citoplasma, sendo identificadas mitocondrias e
algumas cisternas de reticulo endoplasmatico (Fig. 8A e 8B). No entanto, as CM
imaturas (CMI) apresentam nucleo com heterocromatina periférica mais evidente

e citoplasma com menor quantidade de granulos elétron-densos quando
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comparado as células maduras (Fig. 8A). Por sua vez, as CM localizadas entre as
lamelas localizam-se preferencialmente na superficie e apresentam forma de
calice, (sendo denominadas células globets na literatura), nucleo indentado e
presenca de reticulo endoplasmatico liso e aparelho de Golgi bem desenvolvidos
(Fig. 9C).

As CRM sé&o predominatemente localizadas entre as lamelas (Fig. 9A),
entretanto também foi observada no epitélio da lamela (Fig. 9B). Apresentam
nucleo irregular e é principalmente caracterizada pela abundancia de mitocéndrias
no citoplasma. Além disso, também apresentam aparelho de Golgi, cisternas do
reticulo endoplasmético rugoso e sistema vesico-tubular bastante desenvolvidos
(Fig. 9A).

Por sua vez, as CNE localizam-se entre as lamelas e proximas a lamina basal
do epitélio, organizando-se em nichos. O nucleo possui formato irregular com a
presenca de heterocromatina periférica e nucléolo evidente. No citoplasma
elétron-lucido é observada a presenca de microtubulos e vesiculas com maior
elétron-densidade periférica e contetdo de elétron-densidade intermediaria (Fig.

9D).



Figura 8. Eletromicrografia de transmissdo das branquias de P. argenteus. A: Lamelas

mostrando células pavimentosas (CPV), células pilares (Pi), células mucosas (CM), glébulos
vermelhos, e uma membrana basal conspicua. B. Pls em detalhe mostrando um ndcleo
polimdrfico, mitocéndrias e feixes de colageno no citoplasma. A membrana plasmética das
Pls delimitam sangue circulante. C. CPV sobre a membrana basal contendo nicleo alongado,
mitocdndrias, e sistema tubular de vesiculas e jun¢Bes de membrana,. CM: células mucosas,
CMI: células mucosas imaturas, CPV: células pavimentosas, ce: alongamentos citoplasma, e:
eritrocitos, ed: vesiculas elétron-densas, fc: feixe de colageno, g: complexo de Golgi, gd:
granulos elétron-densos, gl: glicocalix, jm: jungcdes membranares, mb: membrana basal, mi:
mitocdndrias, n: ndcleos de eritrocitos, nu: nucléolo, Pl: células pilares, r: eritrocitos, v:

sistema de vesiculo- tubular. Barra A: 1,6 um. Barra B: 1,7 um. Barra C: 2,9 um.
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Figura 9. Micrografias eletrdnicas de transmissé@o das células localizadas no filamento entre
as lamelas de P. argenteus. A: Células cloreto clara (CRM), contendo varias mitocondrias
acompanhadas de complexo de Golgi e sistema tubular de vesiculas bem desenvolvido. B:
MRC escura apresenta mitocondrias alongadas no citoplasma mais eletron-denso. C: Células
mucosas (CM) com vérias vesiculas elétron-densas na face apical e cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvido. Em destaque um complexo de Golgi, barra: 1 um.
D: Célula neuroepitelial (CNE) apresentando citoplasma elétron-licido, contendo vesiculas de
periferia elétron-densa e conteldo de densidade intermediaria e sistema vesiculo-tubular
desenvolvido. cp; cromatina periférica, g: complexo de Golgi, gd: granulos elétron-densos,
mi: mitocdndrias, nu: nucléolo, pi: células pilares, rl: reticulo endoplasmético liso, rr: reticulo
endoplasmatico rugoso, v: sistema vesiculo-tubular, vd: vesiculas com periferia elétron-densa

e conteudo de densidade intermédia. Barras A e C: 1um. Barras B e D: 2um.
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5. Alteracdes histopatolégicas encontradas no epitélio branquial de

P.argenteus coletados nos pontos de estudo

Alteracdes histopatoldgicas nas branquias de P.argenteus foram observadas
nos dois pontos de estudo e nos diferentes géneros. As lamelas apresentaram
fusé@o lamelar (Fig. 10A), hiperplasia lamelar (Fig. 10B), edema lamelar (Fig. 10C),
focos inflamatérios (Fig. 10D), aneurismas (Fig. 10E), descolamento de epitélio
(Fig. 10F). Cistos de parasitas também foram observados nos filamentos (Fig.

10G).
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’

Figura 10. Alteracdes histopatologicas no epitélio branquial de P. argenteus. Em A, setas

apontando a presenca de fusdo lamelar. Em B, observa-se a presenca de lamelas
hiperplasicas (seta). Em C, presenca de focos de infiltrado inflamatério (seta). Em D,
descolamento de epitélio evidenciado pela seta. Em E, lamelas com presenga de aneurisma
(cabeca de seta) e edema (seta). Em F, presenca de cistos de parasitas (seta). Barra A, B, C,
D: 30 um. Barra E: 60 um. Barra F: 130 um.
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6. Andlise morfométrica das alteracdes histopatoléogicas no epitélio

branquial

As alteracbes histopatolégicas encontradas com maior frequéncia (fuséo
lamelar, hiperplasia, edema e focos de infiltrado inflamatdério), foram quantificadas
nos diferentes pontos de estudo, separando-as por género. As alteracOes
patologicas analisadas apresentaram comportamentos diferentes em relacdo ao
trecho mais impactado (JB) e o trecho de referéncia (JA), bem como, em relagao

aos géneros dos animais. Essas estao descritas abaixo em maior detalhamento.

6.1. Fusao lamelar

Animais do sexo masculino provenientes de JA apresentaram maior
ocorréncia de lamelas com a presenca de fusdo lamelar, enquanto ndo houve
diferenca significativa entre as fémeas dos diferentes pontos (Fig. 11A e 11B). No
trecho mais impactado do rio ndo houve diferenca significativa entre machos e
fémeas enquanto no trecho de referéncia, os machos apresentaram maior fuséo

lamelar que as fémeas (Fig. 11C e 11D).
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3 ndo ocorréncia

C ocorréncia
ndo ocorréncia

Figura 11. Gréaficos contendo a ocorréncia de lamelas fusionadas. Em A, notar a maior

ocorréncia de lamelas fusionadas em machos de JA e em B, a ocorréncia em fémeas nos

diferentes pontos (JB e JA). Em C, observar a ocorréncia de fusdo lamelar em diferentes

géneros no ponto JB, e em D, a maior ocorréncia em machos no ponto JA. JB: ponto

impactado, JA: ponto referéncia, * p < 0,0001.
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6.2. Hiperplasia lamelar

Animais dos dois géneros provenientes de JB apresentaram maior ocorréncia
de lamelas hiperplasicas quando comparados com o ponto de referéncia (Fig. 12A
e 12B). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os diferentes géneros

dentro de cada ponto de estudo (Fig. 12C e 12D).
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Figura 12. Graficos contendo a ocorréncia de lamelas que apresentaram hiperplasia. Em A,
notar a maior ocorréncia de hiperplasia lamelar em machos de JB, e em B, a maior
ocorréncia em fémeas em JB. Em C, observar a ocorréncia de lamelas hiperplasicas em
diferentes géneros no ponto JB, e em D, a ocorréncia nos diferentes géneros no ponto JA.

JB: ponto impactado, JA: ponto referéncia, * p < 0,0001.
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6.3. Edema lamelar

Animais do sexo masculino provenientes de JB e fémeas provenientes de JA
apresentaram maior ocorréncia de lamelas com edemas lamelares (Fig. 13A e

13B). Consequentemente, dentro de cada trecho foi observado o mesmo

comportamento (Fig. 13C e 13D).
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Figura 13. Graficos contendo a ocorréncia de edemas lamelares. Em A, notar a maior
ocorréncia de lamelas com edemas em machos de JB e em B, a maior ocorréncia em fémeas
de JA. Em C, observar a maior ocorréncia de edema lamelar em machos de JB, e em D, a

maior ocorréncia em fémeas de JA. JA: ponto referéncia, JB: ponto impactado. , * p < 0,01.
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6.4. Focos de infiltrado inflamatorio

Peixes provenientes do ponto de referéncia (JA) apresentaram maior
ocorréncia de focos inflamatérios nos espacos interlamelares quando comparados
com o trecho do rio impactado (JB) (Fig. 14A). Esse comportamento decorre da

maior ocorréncia de focos inflamatérios em fémeas de JA (Fig. 14B).
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Figura 14. Graficos mostrando a ocorréncia de focos inflamatérios nos espacos
interlamelares. Em A, maior ocorréncia de focos inflamatérios no ponto JA e em B, entre
animais de diferentes géneros coletados nos dois pontos de estudo. F: fémeas, JA: ponto
referéncia, JB: ponto impactado. M: machos. Valores representados por média £ EPM. * p <
0,05 e ** p <0,0001.
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7. Imunohistoquimica para S100 em células rodlet

As células rodlet que apresentaram imunomarcagdo para a proteina S100
foram observadas principalmente: no filamento entre as lamelas (Fig. 15A), abaixo
da lamina basal (Fig. 15B), em contato com a lamina basal (Fig. 15C), dentro do
seio da lamela (Fig. 15D), proximo aos vasos sanguineos e inclusive dentro dos
vasos (Fig. 15E) e na extremidade do filamento (Fig. 15F). Frequentemente,
marcacdo foi observada no citoplasma e na cépsula. Ainda assim foram

observadas células rodlets ndo marcadas para a proteina S100 (Fig. 15C e 15F).
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Figura 15. Micrografias de luz das branquias de P. argenteus submetidas a imunohistoquimica

para proteina S100 evidenciada em tons de marrons. Em A: Observar marca¢des na regido do
filamento entre as lamelas. B: Regido do filamento apresentando marcacéo abaixo da lamina
basal. C: Presenca de células marcadas para S100 em contato com a lamina basal. D: Célula
com marcacao dentro do seio vascular da lamela, barra. E: Regido interna do filamento com
células marcadas dentro e fora dos vasos, barra. F: Extremidade do filamento apresentando
nichos de células marcadas com S100. setas: marcag8es dentro de vasos sanguineos, cabeca
de seta: células rodlet que ndo apresentaram marcacgéo para S100. Barra A, B, C, E, F: 10 um.

Barra D: 8 um.
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7.1. Caracterizacédo das diferentes fases de maturacéo das células rodlet por

microscopia eletrénica de transmisséao

As células rodlet foram observadas em varios estadios de desenvolvimento no
epitélio branquial de P.argenteus. As células jovens estdo localizadas
principalmente na regido basal do filamento e apresentam capsula mais delgada,
poucos granulos no citoplasma e predominancia de eucromatina no nucleo. Além
disso, observa-se que as células jovens apresentam formato circular e a maioria
dos granulos possuem somente o centro elétron-denso (Fig. 16A). As células de
maturacédo intermediaria ja apresentaram espessamento da capsula membranosa
e aumento da quantidade de grénulos no citoplasma. Alguns gréanulos, nesse
estadio de desenvolvimento, apresentam substancia de menor elétron-densidade
ao redor do centro elétron-denso. Além disso, também observa-se a presenca de
vesiculas em contato com a regido interna da capsula (Fig.16B). No estadio
avancado de desenvolvimento, as células rodlets localizam-se preferencialmente
na superficie do epitélio estratificado do filamento, em contato com o meio
externo. Possuem formato alongado, ocorrendo o deslocamento do nucleo para a
regido basal da célula (Fig. 16C). Ainda, a capsula encontra-se muito
desenvolvida e menos espessa apenas na regido apical da célula que passa a
conter grande concentracdo de mitocondrias (Fig. 16D e 16E). Nos espagos
interlamelares, células com caracteristicas apoptéticas sdo encontradas proximas
as células rodlet em desenvolvimento (Fig 17A). Na figura 17B € observada a
fusdo de vesiculas, contendo particulas de diferentes eletrondensidades, com a

capsula (Fig. 17B).
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Figura 16. Eletromicrografias de células rodlet em diferentes estadios de desenvolvimento no

epitélio branquial de P. argenteus. A: Célula rodlet jovem. B: Celula rodlet em estadio
intermediario de desenvolvimento. C: Célula rodlet madura em corte longitudinal. D: Detalhe
mostrando o acimulo de mitocéndrias na regido apical de uma célula rodlet madura. E: Célula

rodlet em corte transversal apos degranulagdo. Barra A e C: 0,5 um. Barra B: 0,25 um. Barra D

e E: 0,15 um.
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Figura 17.

Eletromicrografias de células rodlet. Em A observa-se a associa¢do das células
rodlets com células em apoptose, e em B: a fusdo dos granulos com a capsula da célula.

Barras: 1,4um e 0,05 pum.
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7.2. Quantificacdo da ocorréncia de células rodlet em espacos

interlamelares

Animais provenientes do ponto impactado (JB) apresentaram maior ocorréncia
de células rodlets nos espacos interlamelares quando comparados ao trecho de
referéncia (JA) (Fig. 18A). Esse comportamento é resultante da maior ocorréncia

de células rodlet em espécimes machos de JB (Fig. 18B).
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Figura 18. Gréfico contendo a percentagem de espacos interlamelares com a presenca de
células rodlet. Em A, notar a maior ocorréncia de rodlets em animais de JB e em B, entre o0s
diferentes géneros nos dois pontos de estudo. F: Fémeas, JA: ponto referéncia, JB: ponto

impactado, M: machos. Valores representados por mediana. * p < 0,0001.
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8. Quantificacdo bioquimica de mieloperoxidase (MPO) e peroxidase

eosinofilica (EPO)
8.1. Mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidade apresentou-se mais eleveda em animais
provenientes do ponto de referéncia (JA) devido aos maiores valores de
absorbancia obtidos (Fig. 19A). Este resultado decorre provavelmente dos baixos

valores de absorbéancia obtidos em machos provenientes do ponto JB (Fig. 19B).
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Figura 19. Gréficos contendo a taxa de absorbancia de MPO em branquias de animais dos
diferentes géneros coletados nos dois pontos de estudo. Em A, observar maior taxa de
absorbancia de MPO no trecho JA, e em B, considerando os géneros nos diferentes pontos.

F: fémeas, JA: ponto referéncia, JB: ponto impactado, M: machos. Valores representados por
média + EPM. * p < 0,01 e ** p < 0,0001.
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8.2. Peroxidase eosinofilica (EPO)

A atividade da peroxidase eosinofilica apresentou o mesmo comportamento
observado para MPO, apresentando atividade mais elevada em animais
provenientes do ponto de referéncia (JA) (Fig. 20A). De forma similar, esse
comportamento possivelmente decorre da menor atividade da enzima em

espécimes machos de JB (Fig. 20B).
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Figura 20. Gréficos contendo a taxa de absorbancia de EPO em branquias de animais dos
diferentes géneros coletados nos dois pontos de estudo. Em A, observar a maior taxa de
absorbancia de EPO em JA, e em B, considerando os géneros nos diferentes pontos. F:
fémeas, JA: ponto referéncia, JB: ponto impactado, M: machos Valores representados por
média + EPM. * p < 0,01 e ** p < 0,0001.

Animais do trecho JB apresentaram correlacdo positiva moderada e linear
entre a atividade da MPO e EPO (Fig. 21A). O valor da correlacdo para machos e
fémeas (r = 0,5) foi inferior ao obtido quando foram analisadas apenas fémeas do
mesmo ponto de coleta (r = 0,7) (Fig. 21B). Nao foi observada correlacdo
significativa entre os valores de absorbancia de MPO e EPO de machos do ponto

JB e entre os diferentes géneros em JA.
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Figura 21. Gréaficos mostrando correlacao linear positiva entre a taxa de absorbancia de MPO
e a de EPO. Em A, correlacdo observada no trecho JB e em B, em fémeas coletadas em JB.
r: coeficiente de correlacéo.

9. Histoquimica de MPO

A marcacédo para MPO néo foi homogeneamente distribuida nas branquias. A
atividade da enzima localizou-se principalmente abaixo da lamina basal (Fig.
22A), ao longo do filamento (Fig. 22B), no vaso lamelar (Fig. 22C), em
aneurismas (Fig. 22D) e em granulomas (Fig. 22E e 22F). A distribuicdo de
frequéncia dessas localizacdes de acordo com scores (0-6) indica que espécimes
machos do trecho JB apresentaram maior ocorréncia de marcacdo de MPO
associado a regido abaixo da lamina basal (Fig. 23A), as lamelas (Fig. 23C) e aos
granulomas (Fig. 23D), enquanto os machos de JA apresentaram maior
ocorréncia de marcacao nos filamentos (Fig. 23B). As marcagOes em regides de

aneurisma apresentaram maior ocorréncia em JA (Fig. 23E).
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Figura 22. Micrografias de luz das brdnquias de P. argenteus apresentando marcagdo em

negro para MPO. A: Regido do filamento abaixo da lamina basal. B: Regido do filamento
marcada para MPO acima da lamina basal entre as lamelas. C: Células postitivas para MPO
dentro do seio da lamela e abaixo da lamina basal. D: Lamelas contendo aneurismas
marcados positivamente para MPO. E e F: Granulomas com células marcadas para MPO.
cabeca de seta: marcacao dentro da lamela, g: granuloma, setas: marcacgfes abaixo da lamela

basal. Barra A: 20 um. Barras B, C, D, E: 30 um. Barra F: 10 pm.
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Figura 23. Gréaficos mostrando a distribuicdo de frequéncia de estruturas marcadas pela
histoquimica para MPO em espécimes machos. Em A, frequéncia observada na regido abaixo da
lamina basal em JB e em JA. Em B, frequéncia observada no filamento em JB e em JA. Em C,
frequéncia observada na regido abaixo da lamela em JB e em JA. Em D, frequéncia observada em
granulomas em JB e em JA em em E, frequéncia observada em aneurismas nos dois pontos de
estudo. 0-6: scores de ocorréncia das estruturas com presenca de MPO. 0: auséncia de estrutura

marcada e 6: maxima ocorréncia de estrutras marcadas.
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10. Avaliacdo da distribuicdo das células mucosas do tipo A, B e C e do

muco presente no espaco interlamelar

Os animais coletados no trecho impactado (JB) apresentaram diminuicao
proxima a 2 vezes do volume do filamento ocupado por células mucosas do tipo
A, e cerca de 3 vezes nos espacos interlamelares ocupados por muco do tipo A
(Tab. 6). Essa diminui¢éo de volume do filamento ocupado pelas células mucosas
do tipo A ocorreu nos espécimes machos (Tab. 7), enquanto a diminuicdo do
volume ocupado por muco do tipo A nos espacos interlamelares foi evidenciado

nas fémeas (Tab. 8).

Entretanto, no trecho JB, os animais machos apresentaram aumento do
volume das lamelas ocupado por células mucosas do tipo C (Tab. 7), tendéncia
similar a das fémeas do mesmo trecho (Tab. 6). Os machos de JB também
apresentaram tendéncia no aumento de volume do filamento ocupado pelas
células do tipo C (Tab. 5), a qual ndo observada nas fémeas do mesmo ponto
(Tab. 8). Aléem disso, os machos de JB também apresentaram um aumento do

volume dos espacos intelamelares ocupado por muco do tipo B (Tab. 7).
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Tabela 6. Volume ocupado pelos diferentes tipos de muco nas diferentes regides da branquia

entre os pontos de estudo.

Tipo A (%) Tipo B (%) Tipo C (%)
Ponto JB JA JB JA JB JA
Filamento 3,7+0,5° 6,2+0,7 40+0,5 40+0,6 0,4+0,2 0,1+0,1
Lamela 1,6 +0,3 1,7+0,3 3,3+0,6 24+0,6 0,4+0,1 0,3+0,1

Espaco interlamelar 6,2+1,0° 19,3+ 50 6,2+1,0 11,2+2,0 0,4+0,.2 0,7+0,3

Valores representados pelas médias + EPM. a: valores significativos entre os pontos de estudo (p
<0,05). JB: imediatamente abaixo da represa de Trés Marias e JA: rio S&o Francisco apés

confluéncia com o rio Abaeté.

Tabela 7. Volume ocupado pelos diferentes tipos de muco nas diferentes regides das branquias

de machos coletados nos dois pontos de estudo.

Tipo A (%) Tipo B (%) Tipo C (%)
Ponto JB JA JB JA JB JA
Filamento 3,8+0,7° 8,0+1,8 40+0,5 50+0,6 0,5+0,2* 0,1+0,01
Lamela 1,6+0,5 1,5+0,6 2,3+0,7 1,3+0,6 0,5+0,2° 0,1+0,01

Espaco interlamelar 9,5+3,2 196+94 115+15% 42+04 05%03 0,9+0,9
Valores representados pelas médias + EPM. a: valores significativos entre os pontos de estudo. *:

p = 0,07. JB: imediatamente abaixo da represa de Trés Marias e JA: Rio S&o Francisco apés

confluéncia com o rio Abaeté. Trasnformacéo — log(y) e teste t (p < 0,05).

Tabela 8. Volume ocupado pelos diferentes tipos de muco nas diferentes regides das branquias
de fémeas coletadas nos dois pontos de estudo.

Tipo A (%) Tipo B (%) Tipo C (%)
Ponto JB JA JB JA JB JA
Filamento 5020 55%0,7 43+1,0 4,1+0,8 0,02+0,02 0,06 +0,03
Lamela 1,6+04 24+0,7 4,3+0,7 28+0,7 0,4 +0,2* 0,4 +0,08

Espaco interlamelar 54+16% 192+ 6,7 8820 12,7+ 3,0 0,1+0,1 0,6 +0,3

Valores representados pelas médias + EPM. a: valores significativos entre os pontos de estudo. *:
p = 0,058. JB: imediatamente abaixo da represa de Trés Marias e JA: Rio Sao Francisco apés
confluéncia com o rio Abaeté. Transformacéo — log(y) e teste t (p <0,05).
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DISCUSSAO

1. Condi¢gdes ambientais nos pontos de estudo no Rio S&o Francisco

A concentracdo de alguns metais encontrados na agua e sedimento dos
pontos de coleta no Rio Sdo Francisco apresentaram valores superiores aos
estabelecidos pela resolucdo do CONAMA 357/2005 e pelos Valores Guia de
Qualidade de Sedimento (VGQS) respectivamente.

Dessa forma no sedimento, o presente estudo mostrou que o ponto JB
apresentou concentraces de Cd acima do PEC (Problable Effect Level), 3,5
mg/Kg, enquanto que o trecho referéncia (JA) apresentou concentracdes dentro
do estabelecido para o TEC (Threshold Effect Level), 0,6 mg/Kg . Em relacdo ao
As, o ponto JB apresentou concentracdes quase trés vezes maiores ao
estabelecido para o PEC (17 mg/Kg), enquanto em JA, o trecho de referéncia
desse estudo, apresentou-se no limite maximo estabelecido para o PEC e cerca
de 3 vezes maior que o estabelecido para o TEC (5,9 mg/kg). Em 2007, um
estudo realizado no mesmo ponto de coleta (JB) apresentou concentracdo de As
no sedimento inferiores a 5 mg/Kg, o que representa um aumento de quase 10
vezes na concentracdo desse metal no ponto estudado (Silva, 2007). Dessa
forma, a toxicidade baseada no VGQS sugere que no ponto JB exista
probabilidade elevada de incidéncia de efeitos adversos para a biota aquatica,
associada as concentracoes de As e Cd.

De acordo com a Portaria n® 715/MINTER/IBAMA, os pontos estudados do rio
Sao Francisco, possuem agua de classe Il. Dessa forma, segundo parametros

estabelecidos na resolucdo do CONAMA 357/2005, as concentracbes de Cd
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presentes na agua em JB foram 2,3 vezes maiores que 0 maximo estabelecido
para as aguas de classe Il (1ug/L). Estudos anteriores, no mesmo ponto de
estudo (JB) e na mesma estacdo do ano, ndo apresentaram violacdo dos
parametros para a concentragdo de Cd na agua (Silva, 2007; Ribeiro, 2010).

Em relagcdo ao Mn, o ponto de estudo JB apresentou concentragbes 2 vezes
maiores que o permitido, enquanto em JA, a concentracdo encontrada foi cerca
de 1,3 vezes maior que o permitido para aguas de classe Il (100 ug/L). Dessa
forma, segundo o indice de Contaminac&o por Toxicos (ICT), as aguas do rio S&o
Franscisco no ponto JB apresentam contaminacdo alta (ANA, 2009).
Adicionalmente, ambos os pontos de estudo (JB e JA) apresentaram pH acido o
que aumenta a biodisponibilidade dos metais no ambiente (Ribeiro, 2010) e os
maiores valores de condutividade apresentandos em JB indiretamente sugere a
maior contaminagao desse ponto de estudo.

O As e o Cd, os principais contaminantes encontrados na agua e sedimento
nesse estudo, ocupam o 1° e o 7° lugar respectivamente na lista das substancias
toxicas prioritarias para a espécie humana, segundo a “Agency for Toxic
Substances and Desease Registry” (Priority List of Hazardous Substance, 2011).
Entretanto, a concentracdo de metais no ambiente ndo € considerada nas
legislacdes brasileiras que determinam o indice de balneabiliade das aguas e o
panorama da qualidade de &guas superficiais do Brasil visando o abastecimento
publico, podendo assim comprometer a saude humana e dos animais (CONAMA
N° 274/2000; ANA, 2005; ANA, 2009). Mesmo n&o se considerando esse fator, o

ultimo relatério sobre o Panorama da Qualidade das Aguas no Brasil apontou que
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nas proximidades do ponto JB, o valor do IQA era de 67, representando aguas de
qualidade razoavel (ANA , 2005).

A concentracdo de metais no ponto JB provavelmente aponta a influéncia da
empresa (Votorantim Metais Zinco S.A), uma vez que 0sS pontos de amostragem
da &gua e sedimento ocorreram a jusante do local de descarga dos efluentes
tratados da empresa e da foz do cérrego Consciéncia, onde se localiza a
barragem de rejeitos desativada, que apresenta estrutura abalada e presenca de
vazamentos (Silva, 2007). Além disso, a menor concentracdo de metais no ponto
JA pode decorrer também do transporte, diluicdo e distribuicdo dos metais ao

longo do rio (Oliveira e Horn, 2006; Silva, 2007; Ribeiro, 2010).

2. Branquias de Prochilodus argenteus

~

A estrutura das branquias da espécie em estudo € semelhante a estrutura
geral das branquias de teledsteos (Wilson and Laurent, 2002; Evans et al, 2005).
Entretanto, ultraestruturalmente, as células do epitélio branquial apresentam
algumas diferencas em relacdo a outros teledsteos. As CPV de P. argenteus
apresentaram em seu citoplasma vesiculas elétron-densas que ja haviam sido
descritas para peixes ndo teledésteos como o hagfish (Laurent, 1984; Mallat e
Paulsen, 1986) e mais recentemente observadas em tilapia Oreochromis niloticus
(Monteiro et al, 2010). Essas vesiculas, ndo descritas em outros tele6steos com
excecdo dos ja citados, sugerem que as CPVs também desempenhem alguma

funcao secretdria no epitélio branquial.
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As células cloreto (CC) apresentaram morfologia semelhante a de outros
teleosteos. Entretanto ndo foi possivel observar claramente os subtipos das
células cloreto como demonstrado em outros teledsteos (Pisam et al, 1990; Perry,
1997; Maina, 1991; Monteiro et al, 2010).

Por sua vez, as células mucosas (CM) de P.argenteus apresentaram em seu
citoplasma granulos com diferentes elétron-densidades e isso pode estar
correlacionado com os diferentes tipos e grau de glicosilagdo das proteinas
sintetizadas por essas células, conforme mostrado pela histoquimica de PAS-AB
(2,5) nesse estudo. Granulos com diferentes elétron-densidades também foi
observado em células mucosas de carpas (Iger et al, 1994).

As células neuroenddcrinas (CNE) de P.argenteus foram observadas proximas
a lamina basal e dos vasos sanguineos, como descrito por Dunel-Erb (1982) e
também nas trutas (Coolidge et al, 2008). Essa localizacao justifica-se pela fungéo
de quimioreceptor de O, e CO; (Jonz e Zaccone, 2009; Quin et al, 2010).
Entretanto, em algumas espécies de teledsteos como o Carassius auratus,
Hoplias lacerdae, e Hoplias malabaricus, essas células também foram
encontradas no epitélio das lamelas, sugerindo possivel envolvimento das
mesmas em funcdes paracrinas (Coolidge et al, 2008).

Dessa forma, a estrutura do epitélio branquial de P. argenteus ndo possui
diferencas significativas de outros teledsteos. Isso permite a comparacdo de
estudos utilizando os biomarcadores apresentados em outras espécies de

teléosteos bem como em outros locais impactados.
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3. Histopatologias da branquia de P. argenteus como biomarcadores de

impacto ambiental

As histopatologias encontradas no presente estudo sao frequentemente
observadas em branquias de organismos expostos a ambientes contaminados ou
em ensaios laboratoriais de exposi¢cado aos contaminantes (Domingos et al, 2007,
Costa et al, 2009; Abdel-Moneim et al, 2012). Adicionalmente, as histopatologias
refletiram as condicfes ambientais dos dois pontos estudados, bem como machos
e fémeas apresentaram diferente susceptibilidade aos contaminantes, atribuida as
dissimilaridades das ocorréncias das histopatologias em animais provenientes do
mesmo ponto de estudo. Dessa forma, o presente estudo mostra que o género
dos animais exerce influéncia nas respostas dos biomarcadores histopatolégicos
nas branquias de P. argenteus. Entretanto, poucos estudos na literatura
consideram a variabilidade dos biomarcadores analisados quanto ao sexo dos
animais (Veja-Lopez et al, 2007; Linde-Arias et al, 2008; Sanchez et al, 2008).

Os animais machos provenientes do ponto referéncia (JA) apresentaram maior
ocorréncia de lamelas apresentando fusdo lamelar. Esse mecanismo de
adaptacdo pode estar relacionado com maiores concentracdes de oxigénio
dissolvidas na agua (8,7 mg.L™") que desencadeiaria a proliferacdo de células
entre as lamelas, diminuindo a superficie de contato com o ambiente (Sollid et al,
2003; Nilsson, 2007). Entretanto, a fusdo lamelar pode ser decorrente da
hiperplasia lamelar ou da presenca de células inflamatérias entre as lamelas

(Abdel-Moneim et al, 2012). No presente estudo, a ocorréncia de lamelas



80

apresentando hiperplasia foi maior em espécimes do ponto contaminado (JB) e a
ocorréncia de espacos interlamelares com presenca de focos inflamatérios foi
maior em fémeas do ponto de referéncia (JA), corroborando a hipétese de que a
fusdo lamelar, no presente estudo, pode estar atuando como mecanismo
fisioldgico para a manutengéo do equilibrio osmético.

Peixes expostos a sedimentos e dgua contaminados com metais tais como
Cd, As, Cu, Pb apresentaram alta incidéncia de lamelas com hiperplasia e
edemas (Domingos et al, 2007; Pandey et al, 2008; Costa et al, 2009; Abdel-
Moneim et al, 2012). No presente estudo, a maior ocorréncia de hiperplasia
lamelar em branquias de animais provenientes de JB, pode ser estar associada
as altas concentracfes de As e Cd no sedimento e agua. A hiperplasia lamelar,
caracterizada pelo espessamento do epitélio das lamelas, atua como barreira ao
acesso dos poluentes a circulacdo sanguinea e por consequéncia sua distribuicdo
sisttmica (Richmonds e Dutta, 1989; Ortiz et al, 2003). Adicionalmente, a
hiperplasia lamelar € um marcador ambiental menos influenciado pelo sexo dos
animais, uma vez que ambos 0S sexos apresentaram maior ocorréncia dessas
alteracdes no ponto contaminado, facilitando a interpretacdo dos dados, caso
esse parametro seja aplicado em programa de monitoramento ambiental no local
(Burger et al, 2007).

Entretanto, o edema lamelar apresentou alta variabilidade quanto ao género
dos peixes. Esse comportamento sugere que 0sS machos poderiam estar

acumulando mais metais nos tecidos que as fémeas, conforme descrito para
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diversas espécies de peixes na literatura (Burger, 2007; Burger et al, 2007; Vahter

et al, 2007).
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4. Elementos da imunidade inata como marcadores de impacto ambiental

4.1. Atividade de MPO e EPO

A presenca de MPO em neutrofilos de teledsteos foi descrita no sangue
periférico de zebrafish (Bennet et al, 2001). No presente estudo, os animais
provenientes do ponto contaminado (JB) apresentou menor atividade da MPO,
com marcacdao localizada principalmente abaixo da lamina basal do filamento, em
granulomas e dentro do seio lamelar. Essa localizacdo, associada a menor
atividade da MPO e aos outros parametros imunolégicos analisados (EPO,
células rodlet e mucosas), sugere que os animais machos de JB apresentam-se
na fase cronica do processo inflamatorio. Dessa forma, a maior atividade de MPO
nos animais fémeas do mesmo ponto indica que esses animais respondem de
forma diferente as mesmas condicbes ambientais. Em mamiferos, os genes
codificantes da enzima MPO apresentam polimorfismos que variam de acordo
com o género dos animais. O alelo MPO-463A, cria um sitio de ligacéo adicional
para o receptor de estrégeno no promotor para MPOA, em que o estrogeno
aumenta a atividade do promotor para MPOA (Liu et al, 2004). A influéncia do
estrogeno no aumento da atividade da mieloperoxidase em granulécitos de
mulheres também foi evidenciada no trabalho de Jansson (1991). Dessa forma,
sugerimos que em P.argenteus a atividade da mieloperoxidase é influénciada pelo
sexo do animal, reforcando a necessidade de considera-los inclusive ao

determinar biomarcadores de impacto ambiental. Diferentemente, no ponto de
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referéncia (JA) ambos 0s géneros apresentaram maior atividade da MPO
localizada preferencialmente nos filamentos, caracterizando possivel fase aguda
de processo inflamatorio.

Apesar dos machos de JB apresentarem menor atividade da enzima EPO, o
que sugere imunossupressdo, a andlise dos outros paradmetros imunol6gicos
indicam que esses animais se encontram-se em estadio de resolugdo do
processo inflamatério. A imunossupressdao nos animais pode aumentar a

susceptibilidade dos organismos aquéaticos a infec¢des (Zelicoff et al, 1995).

4.2. Células rodlet

O presente estudo mostrou que as células rodlet apresentam diferentes
estadios de desenvolvimento no epitélio de branquial. Além disso, as células em
estadios iniciais de desenvolvimento apresentaram marcacao para a proteina
S100 na capsula e no citoplasma da célula. No presente estudo, células rodlet em
estadios iniciais de desenvolvimento apresentaram capsulas delgadas e formato
arredondado enquanto nos estadios tardios foi marcante a presenca de capsulas
espessas e fibrosas, além do formato alongado, conforme descrito em diversas
espécies de teledsteos (Leino, 1974; Mazon et al, 2007; Bielek, 2008; Vigliano et
al, 2009). Adicionalmente, os granulos das células rodlets de Psetta maxima L.
apresentam marcacao para S100 na regido central dos granulos elétron-densos e
na capsula (Vigliano et al, 2009). Dessa forma, no presente estudo sugerimos

que, além de desempenhar a funcéo de estimular a nucleagéo e polimerizacéao de
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microtubulos (DePasquale, 2012), essa proteina também é um componente
estrutural da capsula. Micrografias eletronicas de transmissao de células em
estagio intermediario de desenvolvimento sugere a fusdo dos granulos elétron-
densos com a capsula. Adicionalmente, a marcacdo para S100 na capsula e nos
granulos dessas células no mesmo estadio de desenvolvimento corroboram essa
hipotese. As células rodlets maduras de P. argenteus ndo apresentaram
marcacao evidente para S100, similar a fraca marcacao obtida por imunogold
realizada por Vigliano e colaboradores (2009), o que sugere que essa proteina
nado se encontra em grande quantidade na capsula de células rodlets maduras.

Em teledsteos, as células rodlets sdo descritas em diversos processos
inflamatoérios causados por microorganismos, parasitas e até mesmo ambiente
contaminado por metais. Entretanto, ndo esta claro na literatura a funcéo exercida
por essa célula dentro do processo inflamatério (Dezfuli et al, 2003; Reite, 2005;
Dezfuli et al, 2007; Mazon et al, 2007).

No processo inflamatério em mamiferos, a fagocitose de células apoptoticas
geram sinais que suprimem a ativagdo de macroéfagos pro-inflamatérios,
contribuindo para a resolucdo do processo inflamatério (De Lorenzo et al, 2010).
Estudo realizado por De Lorenzo et al, mostra que a proteina S100A9 presente
em neutréfilos de mamiferos, e também liberada por neutréfilos em apoptose,
esta envolvida na sinalizacdo da supressdo de macrofagos pro-inflamatorios,
atuando assim na resolucdo da inflamacéo (De Lorenzo et al, 2010). A proteina
S100A9 também estimula a liberacdo de granulos de gelatinase e nédo de

granulos azurofilicos (contendo MPO) em neutréfilos, o que indica que essa
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proteina estimula a migracdo celular (Simard et al, 2010). Dessa forma, o
presente trabalho sugere que as células rodlet estdo envolvidas no processo de
resolucdo do processo inflamatério em P. argenteus. A grande ocorréncia das
células rodlets em machos provenientes do ponto contaminado (JB) esta
associada a menor atividade da enzima MPO, o que indiretamente pode indicar
apoptose de neutréfilos ou a nao liberagdo dos granulos azurofilicos, além de
provavel supressdo dos macréfagos pro-inflamatérios pelas células rodlets.
Ademais, foi observada maior frequéncia de granulomas nos machos do ponto
contaminado (JB). De fato; foi observada a presenca de células rodlets, células
em apoptose e macrofagos no espaco interlamelar utilizando-se microscopia

eletrbnica de transmisséao.
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4.3. Células mucosas

A hiperplasia das células mucosas no epitélio branquial de teledsteos tem
sido frequentemente observada em ambientes impactados por derramamento de
Oleo (Giari et al, 2012), infeccdes por parasitos (Dezfuli et al, 2010) e também por
contaminacgao por pesticidas (Teh et al, 1997; Paulino et al, 2012). A exposi¢cao
aguda do Prochilodus lineatus ao herbicida atrazina mostrou hiperplasia de
células mucosas do tipo A no filamento (Paulino et al, 2012). Entretanto, no
presente estudo, os peixes do ponto contaminado (JB) apresentaram diminuicao
de volume do filamento ocupado por células mucosas do tipo A.

Por outro lado, houve tendéncia ao aumento do volume ocupado por células
do tipo C no filamento dos animais machos, mas esse aumento é muito pequeno
e nao substitui o descréscimo do volume ocupado por células mucosas do tipo A.
Esse comportamento também foi observado no teledésteo Abramis brama
proveniente de ambiente contaminado por derramamento de Oleo, porém esse
estudo ndo considerou as possiveis diferencas entre os géneros dos animais
(Giari et al, 2012). Houve ainda aumento do volume das lamelas ocupadas por
células do tipo C em machos do ponto contaminado. As glicoproteinas acidas
sulfatadas e carboxiladas presentes nessas células possuem maior viscosidade e
podem servir de barreira fisica para a entrada dos poluentes pelas lamelas (lger
et al, 1994). Além disso, sugere-se que a hiperplasia lamelar observada em
machos de JB pode ser parcialmente explicada pela proliferacdo desse tipo

celular. Esse resultado, a semelhanca a outros parametros da resposta imune
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inata analisados indicam de que machos de JB apresentam-se em resolucdo do

processo inflamataorio.

CONCLUSOES

A hiperplasia lamelar foi a Unica alteragdo histopatologica ndo influenciada
pelo sexo dos peixes, apresentando relagcdo positiva com o trecho
contendo as concentracdes elevadas de Cd e As.

e As maiores frequéncias de fusdo lamelar foram observadas em peixes do

sexo masculino no trecho de maior concentracdo de oxigénio dissolvido.

O edema lamelar foi a Unica caracteristica a apresentar diferencas entre os

géneros em todos os pontos estudados.

As maiores frequéncias de infiltrados inflamatorios, células mucosas tipo A
e atividades de EPO e MPO, que séo inversamente relacionadas a
ocorréncia de células rodlet e células mucosas tipo C, sugerem que esses
elementos podem estar relacionados ao processso de resposta imune
inata.

e Diferentemente do observado para a atividade de EPO, a atividade de
MPO e células mucosas do tipo A e B apresentam-se influenciadas pelos
géneros dos peixes.

e Os parametros analisados podem ser utilizados como biomarcadores de

gualidade do ambiente aquatico, considerando-se que O SexX0o exerce

influéncia nos mesmos.
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