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Resumo

As branquias dos peixes sdo biomarcadores da toxicidade ambiental que, frequentemente, sdo utilizados na
avaliac@o dos impactos causados por xenobidticos. O presente estudo visa avaliar a contaminagdo do reservatorio
Marechal Mascarenhas de Moraes, através da estimativa do indice de alteragdes morfoldgicas nas branquias
do Pimelodus maculatus causadas por agentes toxicos. Os exemplares de P. maculatus foram coletados em trés
pontos do reservatdrio da UHE Marechal Mascarenhas de Moraes. No proprio local de coleta, imediatamente, as
branquias dos individuos coletados foram retiradas e fixadas em Bouin. Elas foram coradas com Hematoxilina-
Eosina para analise em microscopia de luz. A quantificacdo das alteragdes foi realizada por estereologia, e os
indices das alteragdes foram estimados, classificando-se as lesdes de moderado a graves nos trés pontos de estudo.

Palavras-chave: Ecotoxicologia, Reservatdrios, Toxicidade, Xenobidticos

Abstract

Use of the gills of Pimelodus maculatus (Lacépéde, 1803) (Siluriformes, Pimelodidae) as a biomarker
of pollution in the reservoir of UHE Marechal Mascarenhas de Moraes, Minas Gerais, Brazil. The gills of
fish are biomarkers of environmental toxicity which are often used to assess the impacts of xenobiotics. This study
aims to evaluate the contamination of the reservoir Marechal Mascarenhas de Moraes, through the estimation of
the rate of morphological changes in the gills of Pimelodus maculatus caused by toxic agents. The specimens
of P. maculatus were collected from three points of the reservoir of UHE Marechal Mascarenhas de Moraes.
In the local of collection, immediately, the gills of the collected individuals were removed and fixed in Bouin.
They were stained with Hematoxylin-Eosin for light microscopic analysis. The quantification of changes was
carried out through stereology and the indices of change were estimated, classifying the lesions from moderate
to severe in the three points under study.
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Introducgao

Os indicadores fisioldgicos € comportamentais sao
frequentemente utilizados na avaliagdo dos impactos
causados pelos agentes toxicos em organismos Vvivos.
Uma grande variedade de danos causados pelos agentes
toxicos nas populagdes aquaticas pode ser observada,
como, por exemplo, as alteragdes histologicas e
morfologicas em 6rgdos como as branquias (MELETTI
et al., 2003).

Na superficie do arco branquial voltada para
a cavidade opercular, inserem-se duas fileiras de
filamentos branquiais (holobranquias), cujas superficies
dao origem a uma série de dobras que constituem as
lamelas, as quais s3o os sitios primarios das trocas de
gases na maioria dos peixes (SAKURAGUI, 2000).
Como as branquias desempenham papel fundamental
para as trocas gasosas e regulagdo osmoidnica, qualquer
alteracdo histopatologica pode afetar diretamente os
mecanismos de respiracdo e osmorregulacio, além de
prejudicar fungdes como a manutencéo dos equilibrios
acido-basico e osmético (MEYERS; HENDRICKS,
1985).

Alteragdes morfoldgicas nas estruturas das
branquias podem ser empregadas na investigacdo
da toxicidade de compostos quimicos especificos
e no monitoramento dos efeitos agudos, cronicos e
cronicos parciais, em ambientes aquaticos poluidos ou
contaminados, pois estas sdo drgdos-alvo dos peixes,
sendo considerados biomarcadores ambientais. Essas
alteragdes morfoldgicas podem ser usadas para monitorar
os efeitos subletais dos poluentes, especialmente,
naqueles casos nos quais/em que outros métodos de
avalia¢io ndo sdo satisfatorios (RIGOLIN-SA, 1998).

Embora os peixes sejam menos sensiveis que
os invertebrados a maioria dos agentes toxicos, sdo
utilizados para testes de toxicidade devido ao fato de
serem importante fonte de alimento para diversos povos.
Contudo, sua mortalidade ¢ visivel e pode despertar
fatores sentimentais em populagdes humanas que
dependem destes recursos. Além disso, sdo passiveis
de acumular substancias, e sua histologia e fisiologia
sdo proximas a dos humanos e dos demais vertebrados
existentes (MELETTI et al., 2003).
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Um dos principais peixes, representante da familia
Pimelodidae, que se pode utilizar alguns de seus
orgdo como biomarcador de contaminagdo ambiental,
¢ a espécie Pimelodus maculatus (Lacepéde, 1803)
(NOGUEIRA et al., 2008), conhecido popularmente
como mandi-amarelo. E abundante ¢ de grande
importancia na pesca comercial (LOLIS; ANDRIAN,
1996; AZEVEDO-SANTOS et al., 2010). Tem habito
alimentar onivoro com tendéncia a ictiofagia (MENIN;
MIMURA 1991; HAHN et al., 1998; BASILE-
MARTINS et al., 1986a; CALLISTO et al., 2002).

E uma espécie com uma ampla distribui¢do
geografica, em diversas bacias hidrograficas da
América do Sul (FOWLER, 1954; BASILE-MARTINS
et al., 1986b; ALMEIDA et al., 2003), podendo ser
encontrada na Amazonia, Guianas, Venezuela, Peru,
Bolivia, Paraguai, Argentina, Bacia do Parana, do
Prata, Rio Uruguai e Rio Iguagu (GODOY, 1987).
Devido a grande faixa de sua ocupagio zoogeografica
e, consequentemente, facil captura, o P. maculatus e
suas branquias podem ser usados como marcadores de
contamina¢io ambiental nos varios sistemas aquaticos
da América do Sul.

No Rio Grande e seus afluentes, no Estado de Minas
Gerais, esta ¢ uma espécie comumente encontrada e
capturada, principalmente, por pescadores artesanais
(AZEVEDO-SANTOS et al., 2010), haja vista sua facil
captura neste rio, sua ampla distribui¢do geografica e a
comprovagdo de sua eficicia para avaliagdo da qualidade
da agua (NOGUEIRA et al., 2008). O presente estudo
visa avaliar a contaminagdo ambiental do reservatorio
Marechal Mascarenhas de Moraes, médio Rio Grande,
Minas Gerais, Brasil, através da determina¢do do
indice de alteragcdes morfologicas nas branquias de P,
maculatus.

Material e Métodos

A primeira coleta de peixes para analise
histopatoldgica foi realizada em junho/2008 (periodo seco);
a segunda coleta foi realizada em setembro/2008 (periodo
seco); € a terceira coleta foi realizada em dezembro/2008
(periodo chuvoso). Os peixes foram coletados em trés
pontos (sitios), escolhidos aleatoriamente na montante,
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no centro, ¢ na jusante, ao longo do reservatorio Marechal
Mascarenhas de Moraes. Os sitios de coleta foram
denominados como: sl: (20°33°13”S, 46°36°00”W);
s2: (20°28°127S, 46°50°45”W); s3: (20°17°32”S,
47°03°25”W) (Figura 1).

Os exemplares foram coletados com o auxilio de
uma rede malha 3,5 (entre nds opostos). As redes foram
esticadas no entardecer e recolhidas na manha do dia
seguinte. Os espécimes foram identificados como sendo
P. maculatus (Figura 2) através da chave dicotdmica
presente em Britski et al. (2006).

Foram coletados varios exemplares da espécie,
sendo que, por coleta, em cada més, e para cada sitio,

apenas branquias de cinco individuos foram utilizadas.
As branquias foram extraidas rapidamente, no proprio
local de coleta e, imediatamente, fixadas em bouim.

Os individuos utilizados como grupo controle
foram coletados em um tanque de piscicultura da Estacao
de piscicultura das Centrais Elétricas de Furnas.

As amostras de branquias foram lavadas com
solucdo salina 0,9%, fixadas em bouim, lavadas em
alcool 70% e desidratadas em banhos sucessivos de
alcool 70% e 100%, diafanizados com Xilol (PA).
Foram incluidas em parafina. Apds a polimerizagéo
da parafina, as branquias foram cortadas em cortes
seriados de 7-8um efetuados em micrétomo manual

0 510 20 30
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FIGURA 1: Localizagdo dos sitios de coleta na UHE Marechal Mascarenhas de Moraes, Minas Gerais, Brasil.
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FIGURA 2: TIlustragdo da espécie Pimelodus maculatus (Lacépéde, 1803) (Siluriformes; Pimelodidae). Fonte: Britski et al.

(2006).

Spencer A0 820 —301 com navalha de ago, corados com
Hematoxilina-eosina (HE) e observados em microscopio
de luz, para quantificagdo (WEIBEL, 1969; MAYHEW,
1972; HOWARD; REED, 1998).

Através da estereologia, foram quantificadas as
alteragdes morfologicas do tecido branquial, seguindo-se
um procedimento hierarquico, desde a preparacio das
pecas até a selec@o do corte para analise em microscopia
de luz, com a finalidade de garantir a aleatoriedade
amostral (HOWARD; REED, 1998).

A classificagdo das alterac¢des histopatoldgicas nas
branquias foi realizada segundo a aquela proposta por
Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) (Tabela 1)

TABELA 1: Valores dos indices das alteracdes com os
efeitos nos orgdos.

Indices das

~ Efeitos
alteracoes
0-10 Orgdo com funcionamento normal
11-20 Orgdo com alteragdes leves a moderadas
21-50 Orgdo com alteragdes de moderadas a
graves
>100 Orgdo com danos irreversiveis
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Resultado e Discussao

No tecido branquial dos individuos de P. maculatus
coletados em junho, setembro e¢ dezembro de 2008,
observou-se alteragdes como: proliferacdo de células
epiteliais entre lamelas secundarias, tendo, como
consequéncia, a redugdio da area respiratoria; fusdo
parcial no topo e ao longo das lamelas secundarias;
proliferacdo de células nas lamelas secundarias e dilatagio
de capilares sanguineos, provocando espessamento destas
estruturas e dificil distingdo das células pilares, assim
como deslocamento de epitélio e hipertrofia. Com menos
intensidade, também foram encontradas aneurismas e
fusdo total de lamelas (Figura 3).

As alteragdes foram mais severas nos individuos
coletados em setembro e dezembro de 2008 do que
naqueles coletados em junho de 2008, periodo no qual
os individuos apresentaram alteragdes com intensidade
menores, refletindo diferencas no indice AH.

O indice estimado das alteragdes nos tecidos
branquiais de P. maculatus foi classificado como de
alteracdo moderada para grave (Tabela 2). Embora este
resultado, moderado para grave, tenha sido constatado
nos trés pontos do estudo, pode-se observar que houve
uma pequena diferenga no més de setembro (Figura 4).
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FIGURA 3: A — Branquia de um organismo sem alteragdo morfoldgica. Notar os espacos interlamelares
bem definidos (x) e o epitélio estratificado (setas); as lamelas secundarias bem desenvolvidas
(LS) e o epitélio respiratdrio justaposto nas lamelas secundarias (ER); Seio Venoso Central
(SVCQ); Eritrocito (E) Célula pilar (CP). Coloragéo: HE. Escala: 100pm. B — Corte longitudinal
ao filamento branquial. Observar dilatacdo de capilares sanguineos causando espessamento das
lamelas (x) e desarranjo de células pilares. Detalhe no Seio Venoso Central (SVC). Coloragéo:
HE. Escala: 50um. C — Corte longitudinal ao filamento branquial dos individuos coletados
em Dezembro/08. Notar o aneurisma lamelas (An). Coloragdo: HE. Escala: 50um. D — Corte
longitudinal ao filamento branquial dos individuos de Pimelodus maculatus coletados no
reservatorio Marechal Mascarenhas de Moraes em Setembro de 2008. Observar Hipertrofia
celular (seta). *indica dilatagdo de capilares; Detalhe: Cartilagem (C); Colora¢do: HE. Escala:
50um. E — Corte longitudinal ao filamento branquial dos individuos de Pimelodus maculatus
coletados no reservatorio Marechal Mascarenhas de Moraes Junho/08. Notar o desprendimento
do epitélio respiratorio das lamelas (setas). Coloragéio: HE. Escala: SOpum. F — Corte longitudinal
ao filamento branquial dos individuos coletados em dezembro/08. Observar intensa proliferagao
de células epiteliais na regido respiratoria e fusdo parcial e total de lamelas secundarias (setas).
Detalhe: Seio Venoso Central (SVC). Coloragdo: HE. Escala: 50um.

No tecido branquial, as alteragdes mais frequentes  (1994), caracterizam-se por lesdes de primario estagio.
neste estudo foram: hiperplasia das células epiteliaisna  No presente estudo, a presenca de parasitas no tecido
base das lamelas secundérias e ao longo das lamelas;  branquial também foi considerada como lesdo de
fusdo parcial das lamelas secundarias; dilatagdo de primeiro estagio. Ja a fusdo completa de lamelas e
capilares sanguineos e deslocamento de epitélio. Tais  aneurismas, como de segundo grau.
alteracdes, segundo Poleksic e Mitrovic-Tutundzic
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TABELA 2: Indice das alteragdes histologicas nas
branquias da espécie Pimelodus maculatus
coletados no reservatorio Marechal
Mascarenhas de Moraes.

(TAH) Indice de alteragdes histologicas
Coleta: Junho/2008

Localidade

sl 46,90

s2 26,02

s3 25,14
Coleta: Setembro/2008

sl 59,60

s2 44,04

s3 64,28
Coleta: Dezembro/2008

sl 53,32

s2 34,86

s3 30,48

FIGURA 4: Valores de IAH calculados a partir das alteracdes

observadas nas branquias de Pimelodus maculatus.

Segundo Rigolin-Sa (1998), a proliferagdo do
epitélio respiratorio, assim como a hiperplasia maciga e
fusdo lamelar, dentre outras mudangas, ¢ um mecanismo
tipico de defesa das branquias, que promovem o aumento
da barreira agua e sangue. A proliferagdo epitelial ¢ uma
resposta inicial do aparelho branquial. A hiperplasia ¢
uma resposta inicial do aparelho branquial caracterizadas
pelo aumento das fungdes das células e dos tecidos,
provocados pela alteragdo das atividades fisiologicas
destes (SMART, 1976). Sdo mecanismos tipicos de
defesa das bradnquias que promovem o aumento da
barreira agua-sangue reduzindo e, até mesmo, impedindo
a passagem da agua entre as lamelas secundarias
caracterizados pela “fus@o das lamelas secundarias”.
Esta perda da superficie respiratoria pode resultar em
morte por anoxia (RAND; PETROCELLLI, 1985).

Outra alteragdo epitelial importante foi o
deslocamento epitelial da lamela secundaria observado
com maior intensidade nos individuos coletados em
setembro de 2008, constituindo uma das primeiras
alteragdes observadas nas branquias dos peixes nos caso

Revista Biotemas, 24 (3), setembro de 2011

de exposi¢do aguda a agentes toxicos (HEATH, 1987;
MULLER; LLOYD 1994), como: 6leos, detergentes,
amonia, fenois, acidos; e metais como: mercurio, niquel,
cadmo, zinco ¢ cobre. Tais altera¢des também foram
observadas por Rigolin-Sa (1998) nas branquias dos
peixes expostos a toxicidade aguda com agrotoxicos.

Nos exemplares que ocorreram a dilatagdo dos
capilares das lamelas secundarias, foi observada, com
frequéncia, congestdo vascular. Segundo Meletti et al.
(2003), sendo caracterizada pela paralisacdo do sangue,
em razdo do pequeno didmetro desses capilares, que
raramente sd3o observados em condigdes normais, ou
seja, com mais de dois eritrocitos ocupando o limen.

No presente estudo, o indice estimado das alteracdes
nos tecidos branquiais de P. maculatus foi classificado
como moderado para grave, ocorrendo modificacdo
branquial. Lupi et al. (2006) classificaram as lesdes
nas branquias daqueles exemplares de Oreochromis
niloticus coletados no cérrego Bebedouro-SP em lesdes
moderadas para grave, sendo que, depois de ocorrida a
transferéncia dos exemplares para agua limpa, por 30
dias, as lesdes foram reversiveis.

Diversos trabalhos t€ém demonstrado que as
alteragcdes em tecidos branquiais sdo ferramentas
confiaveis e eficientes para detectar e monitorar
ambientes que sofrem influéncia de atividades antropicas
(TRIEBSKORN, 1998; GERNHOFER et al., 2001;
FRACACIO et al., 2003), bem como para prever
possiveis riscos ambientais (PEAKALL, 1994; ADAMS
et al., 2000). Segundo Laurent e Perry (1991), as
alteracdes morfoldgicas das branquias, em resposta a
mudancas ambientais, podem representar estratégias
adaptativas para conservacdo de algumas fung¢des
fisiologicas.

Na avalia¢do ambiental do reservatdrio, na qual
foram utilizados os tecidos branquiais de P. maculatus
como biomarcador coletados em junho, setembro
e dezembro de 2008, constatou-se apresentacdo de
alteragdes mais severas nos individuos coletados em
setembro ¢ dezembro de 2008 em relagdo aqueles
coletados em junho de 2008.

Assim, as lesdes histopatologicas observadas
indicam que os peixes do presente estudo estdo
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respondendo aos efeitos de xenobiodticos ndo identificados,
presentes na agua ¢ no sedimento do reservatdrio
Marechal Mascarenhas de Moraes. Ademais, confirmam
a eficacia do uso das branquias da espécie P. maculatus
como biomarcador de contamina¢do ambiental.
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