Universidade
Estadual de LondRrina

ciéncias hioldgicas
toologia e botdnica

Andressa das Gracgas Silva

Alteragées histopatoldgicas de peixes como

biomarcadores da contaminac¢ado aquatica

Londrina
2004



Andressa das Gracas Silva

Alteracbes histopatologicas de peixes como

biomarcadores da contaminag¢do aquatica

Proposta de dissertacdo a ser
apresentada ao curso de Pos-
graduacdo em Ciéncias Bioldgicas,
da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial para
a obtencao do titulo de mestre.

Orientadora: Prof. Dr2. Claudia Bueno dos Reis Martinez

Londrina
2004



RESUMO

Silva A. G. Alteracdes histopatoléogicas de peixes como biomarcadores da
contaminagdo aquatica. 2004 Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biolégicas —

Area de Concentragéo Zoologia). Universidade Estadual de Londrina, Parana.

Muitos dos ribeirbes das grandes metropoles estdo contaminados com efluentes
industriais, domésticos e agricolas. O despejo indiscriminado e a liberagdo de
substancias consideradas de risco dentro destes ribeirbes podem levar a disturbios
no ambiente aquatico que podem ser considerados como uma grande fonte de
estresse para a comunidade biética. Os poluentes podem causar lesdes nos tecidos
e orgaos dos peixes que vivem em ambientes degradados. Assim, as analises
histopatoldgicas séo consideradas ferramentas sensiveis para detectar a presencga e
os efeitos de compostos quimicos em érgaos alvo. Neste trabalho, duas espécies de
lambaris do género Astyanax (Characidae, Tetragonopterinae) foram coletadas em
pontos diferentes de um ribeirdo urbano. A ocorréncia de alteragdes histopatologicas
foram avaliadas nas bréanquias, no figado e no rim de A. scabripinnis coletados em
cinco pontos do ribeirdo e para A. altiparanae, coletados em trés pontos do mesmo
ribeirdo, foram realizada analise histopatoldgica renal e analise morfométrica das
células interrenais. O estudo histopatoldégico revelou alteragbes severas nas duas
espécies estudadas. A. scabripinnis apresentaram nas branquias: elevacio epitelial,
hiperplasia e hipertrofia das células epiteliais das lamelas e do filamento, fuséo
lamelar e aneurisma; no figado: deplecao de glicogénio, vacuolizagdo nuclear e
citoplasmatica, hipertrofia nuclear e citoplasmatica, hiperemia e degeneracéao celular
e nuclear das células hepaticas; e no rim: vacuolizacao citoplasmatica, associada
com degeneragao granular e hialina, e necrose nos tubulos proximais e distais,
novos néfrons e alteragdes no corpusculo renal como a presenga de hemacias e a
reducdo do espago de Bowman. Os lambaris da espécie A. altiparanae
apresentaram as mesmas alteracbes no rim que A. scabripinnis e a analise
morfométrica das células interrenais destes peixes revelou um aumento na area da
célula e do nucleo e no diametro do nucleo, demonstrando estarem hipertrofiadas

quando comparadas com as células interrenais dos peixes de um local referéncia.



Estes resultados mostram a incidéncia de alteragdes histopatolégicas nos orgaos
dos A. scabripinnis, assim como no rim de A. altiparanae, e sugerem a estimulagao
cronica do eixo hipotalamo — hipdfise — células interrenais dos lambaris que vivem no
ribeirdo urbano, indicando claramente o comprometimento da saude destes peixes
em decorréncia da presencga de agentes toxicos na agua. Os parametros analisados
mostraram-se ferramentas sensiveis, que podem ser empregados como
biomarcadores para avaliagdo da contaminagdo aquatica em programas de

monitoramento ambiental.

Palavras chaves: histopatologia, peixe, branquias, figado, rim, contaminagao

aquatica.
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APRESENTAGAO

1. POLUIGAO DO AMBIENTE AQUATICO

Atualmente, com tanta interferéncia do homem na natureza, a poluicdo e a
contaminagdo do meio ambiente vém aumentando devido a crescente carga de
efluentes langados no ar, na agua e nos solos. O ecossistema aquatico é
considerado o mais suscetivel a poluicdo e contaminacao (Bertoletti, 1990). A
poluicdo aquatica estd comumente associada com a descarga de efluentes
domeésticos, industriais ou agricolas (Manson, 1996) e pode ocorrer de forma
intencional ou acidental, a partir de fontes naturais ou em decorréncia da atividade
humana (Jobling, 1995). Existem centenas, talvez milhares de poluentes que afetam
0 ambiente aquatico e cujos efeitos sdo preocupantes, a compreensao detalhada
dos efeitos destes diferentes tipos de efluentes nos corpos d’agua receptores é

essencial para o controle da poluigdo (Martinez & Cdlus, 2002).

1.1 Ribeirdao Cambé — Cidade de Londrina

A cidade de Londrina, localizada no norte do Estado do Parand, possui 81
fundos de vale que formam os corredores naturais para as aguas de 73 corregos e 8
ribeirbes que se distribuem em 7 microbacias hidrograficas. A do ribeirdo Cambé é
considerada a mais importante de todas e a acdo do homem utilizando como suporte
seus recursos naturais, resultou em adaptagées como os quatro lagos (lgapé |, Il, 1lI
e IV) e a represa do Parque Arthur Thomas. Atualmente, estes lagos desempenham
importante papel integrador das atividades de lazer, esporte e recreagdo para
populagao local e regional (Folha de Londrina, 1999).

Em Londrina a expansao urbano-industrial se deu, exatamente, na cabeceira
do ribeirdo Cambé, cujo curso d'agua corta parte da cidade. A microbacia do ribeirdo
Cambé apresenta uma area aproximada de 75,8 km?, nasce a noroeste do municipio
de Londrina e divide os municipios de Cambé e Londrina. Recebe agua de
aproximadamente vinte e nove tributarios até desaguar no ribeirdo Trés Bocas, um
afluente do rio Tibagi (Santos, 1984; Gominho, 2000).



O ribeirdao Cambé vem sofrendo constante degradagédo em consequéncia das
atividades humanas, que exercem influéncias negativas em suas aguas. A poluigao
industrial, agricola e doméstica, e o tratamento de esgoto deficiente, permitem que
grandes quantidades de substancias quimicas sejam langadas neste ecossistema.
(Gominho, 2000; Winkaler et al., 2001). Alteragdes no tragado original da bacia do
Cambé, bem como construgdes de barragens, canalizagdo, desmatamento e
auséncia de mata ciliar promoveram mudancgas na hidrologia da bacia e alteragcbes
no habitat (Gominho, 2000).

Sua nascente esta dentro de algumas propriedades rurais com plantagdes
proximas as margens, o que pode permitir o influxo de agrotoxicos e outros efluentes
agricolas. Além disto, proximo a nascente foi instalado um parque industrial de onde
provém os mais diversos efluentes, langados muitas vezes sem tratamento
adequado. Ao longo do ribeirdo localizam-se bairros dotados de infra-estrutura
precaria e existem também residéncias dentro dos vales, sendo que algumas
liberam esgoto diretamente no ribeirdo enquanto outras utilizam fossas muito
proximas e em nivel topografico pouco superior ao do ribeirdo, o que favorece
infiltracdes e a contaminagéo das aguas (Santos, 1984; Gominho, 2000).

Os efluentes sdlidos e liquidos langados no ribeirao Cambé e em seus
afluentes sdao, em sua maior parte, matéria organica, metais de origem industrial e
esgoto doméstico. As industrias despejam seus dejetos quase “in natura”, pois na
grande maioria o sistema de tratamento de esgoto é deficiente ou ainda inexistente
(Santos, 1984; Yabe & Oliveira, 1998).

Praticamente ndo ha mata ciliar ao longo dos ribeirdes da bacia, o que acelera
0S processos erosivos nas encostas dos vales. Além da poluicéo, o ribeirdao Cambé
também vem sofrendo processos erosivos associados a implantacdo de
equipamentos urbanos, como arruamentos, galerias de esgoto, area de lazer e
outros, bem como a terraplanagem para instalagédo de industrias e condominios.
Muitos destes problemas erosivos sao originados pela falta de planejamento urbano
(Sousa, 1990).

Varios estudos vém sendo desenvolvidos por discentes e docentes da
Universidade Estadual de Londrina, ao longo deste ribeirdo, na tentativa de avaliar o
impacto que poluicdo vem causando neste ecossistema (Santos, 1984; Sousa, 1990;
Yabe & Oliveira, 1998; Gominho, 2000; Silva, 2001; Winkaler, 2001; Almeida, 2001;
Winkaler et al., 2001).



2. PEIXES COMO BIOINDICADORES DA QUALIDADE DA AGUA

Quando peixes e outros organismos sao expostos a ambientes muito
degradados, os efeitos dos poluentes podem ser dramaticos. No caso de poluigao
severa pode haver mortalidade quase instantanea. Longos periodos de exposi¢éo a
ambientes menos degradados podem resultar na morte de alguns individuos dentro
de uma populagdo, ou ainda em prejuizos bastante visiveis. Por outro lado, a curta
exposicao a estressores ambientais pode resultar em alteragcbes que, mesmo nao
sendo letais, prejudicam a habilidade do peixe em realizar suas fungdes fisioldgicas
(Rand & Petrocelli, 1985; Jobling, 1995).

E muito comum a utilizagdo de invertebrados no monitoramento ambiental por
serem componentes majoritarios dos ecossistemas e apresentarem abundancia
populacional (Martinez et al., 1992; Péqueux, 1995). Entretanto, &€ crescente o
namero de trabalhos onde peixes sao empregados como bioindicadores da
qualidade dos ecossistemas aquaticos (Overstreet, 1988; Teh et al., 1997,
Schwaiger et al., 1997; Gundersen et al., 2000; Pacheco & Santos, 2002; Thophon et
al., 2003; Barcarolli & Martinez, 2004). Os peixes ocupam o0s mais diversos
ambientes aquaticos (Vazzoler, 1996; Lowe-Mc Connell, 1999) e sdo de grande
importancia comercial, ja que fazem parte da dieta em muitos paises e, em varios
outros, sao a principal fonte de proteinas da populacao (Silva Filho et al., 2000).
Varios trabalhos fazem uso destes animais para avaliar o efeito do estresse causado
por variagbes no ambiente aquatico (Overstreet, 1988; Teh et al., 1997; Gundersen
et al., 2000; Schwaiger, 2001), entretanto, ainda s&o poucos trabalhos com espécies
neotropicais (Ameida, 2001; Silva, 2001; Winkaler, 2001; Winkaler et al., 2001;
Martinez & Colus, 2002; Barcarolli & Martinez, 2004).

3. FORMAS DE AVALIAGAO DOS EFEITOS DOS XENOBIOTICOS

Os xenobiodticos sao definidos como substancias quimicas estranhas ao
sistema bioldgico. Muitos dos xenobidticos que séo despejados dentro dos corpos de
agua podem ser tdxicos para os organismos aquaticos. Se a exposicdo a um
xenobidtico sera ou nao letal vai depender da concentragdo da substancia na agua,

das caracteristicas da agua em relagdo ao pH, dureza, oxigénio dissolvido,



temperatura e condutividade, e do tempo de duragdao da exposicdo do peixe ao
agente toxico (Jobling, 1995).

Para se conhecer os efeitos dos xenobidticos para a biota aquatica, nas
ultimas décadas tém sido utilizados testes de toxicidades com organismos de aguas
continentais, estuarinas e marinhas, em condi¢des laboratoriais e/ou de campo
(Martinez & Colus, 2002). Os testes em laboratorio estdo envolvidos com a
investigacao dos efeitos do tempo de exposi¢cao e da concentragdo dos xenobidticos,
por exemplo, diferentes concentragcbes de uma substancia quimica e o tempo de
exposi¢ao do grupo de peixes a esta substancia (Jobling, 1995).

As coletas em campo também sdo componentes importantes para a avaliagao
e compreensado dos efeitos biolégicos e/ou ecoldgicos de agentes quimicos sob
condigdes naturais (Winkaler et al., 2001). Sob condi¢gdes de campo, os organismos
sdo expostos a uma multiplicidade de estressores quimicos e fisicos, que ocorrem
naturalmente com flutuagdes sazonais, que sao potencialmente estressores para o
organismo (Mayer et al.,1992). As principais vantagens dos estudos de campo
referem-se a incorporacdo de exposicao realistas, que vao determinar diretamente
os efeitos observados e a utilizagdo de ambientes naturais, que evitam a
necessidade de extrapolacdo dos resultados para o ecossistema (Graney et al.,
1995).

Entretanto, pesquisas de campo apresentam alguns problemas. Nas regides
temperadas estes problemas sao principalmente devido ao fato de que as condicbes
ambientais variam marcadamente com as diferentes estagées, como as condigdes
de luz, onde se tém dias mais longos no verao e mais curtos no inverno, além das
condi¢cbes de temperatura que pode variar de 0 a 20 °C. Nas regides tropicais as
variagdes nas condicdes de luz e temperatura sao mais brandas, entretanto se tem
uma variagdo na quantidade de chuvas, alterando a velocidade da correnteza nos
ambientes l6ticos e também interferindo no carreamento de poluentes para os
sistemas aquaticos. Estes fatores em conjunto, influenciam o estado fisiolégico dos
peixes e contribuem para o que é freqlentemente chamado de interferéncias
externas ou “background noise”. Fatores bioldgicos, como variagdo no estado
nutricional, também aumentam as dificuldades de interpretacéo e diferenciacdo dos
dados fisioldgicos de peixes coletados em locais poluidos e nao poluidos. A
diferenga de tempo entre os peixes coletados no comego ou no fim da coleta

também pode contribui para a variabilidade dos dados e entdo, um maior niumero de



peixes € necessario para fornecer material suficiente para as andlises estatisticas
(Johnsen et al. 1998).

De maneira geral, poucas pesquisas tém sido realizadas sobre o impacto dos
poluentes nos ecossistemas tropicais. No Brasil ainda sdo poucos os estudos de
campo que avaliam as respostas biolégicas de espécies nativas aos eventuais
contaminantes presentes no ambiente (Winkaler et al., 2001). Assim sendo, a
ecotoxicologia tropical necessita de mais estudos sobre os efeitos de contaminantes
em organismos aquaticos nativos da regido (Lacher Jr. & Goldstein, 1997; Ameida,
2001; Silva, 2001; Winkaler, 2001; Winkaler et al., 2001; Martinez & Colus, 2002).

4. RESPOSTA DE ESTRESSE EM TELEOSTEOS E AS CELULAS INTERRENAIS

Uma das principais caracteristicas de um animal saudavel é a sua habilidade
de reagir na presenga de estressor, pois as respostas gerais aos estimulos
estressores sao necessarias para o animal sobreviver e enfrentar as variaveis
ambientais (Lappivaara & Oikari, 1999).

O estresse é definido como uma condigdao em que o equilibrio dindmico do
organismo, chamado de homeostase, € ameagado ou perturbado como resultado
das acdes de estimulos intrinsecos ou extrinsecos, comumente definidos como
estressores (Wendelaar Bonga,1997). Os estressores podem agir produzindo efeitos
que ameagam ou perturbam o equilibrio homeostatico do organismo,
desencadeando um conjunto de respostas fisioldgicas. Estas respostas podem ser
especificas para um determinado tipo ou um grupo de estressores semelhantes e
envolvem tipicamente todos niveis de organizagdo do animal, do molecular ao
organico (Jobling, 1995; Wendelaar Bonga, 1997).

Para peixes sdo considerados estimulos estressores as alteragdes rapidas e
extremas do ambiente fisico (temperatura, turbidez e salinidade); as interagdes intra
ou interespecificas (predagéao, parasitismo, intensa competi¢gao por espaco, alimento
ou parceiro sexual); a interferéncia humana, que inclui a pratica de aquicultura
(coletas em redes, manipulagdo, transporte e aglomeragao) e a poluicdo da agua
(presenga de contaminantes como metais e compostos orgéanicos téxicos). As

substancias quimicas podem ter efeitos tdéxicos em nivel tecidual e celular e acima



de um certo limiar, promover uma resposta integrada do estresse (Wendelaar
Bonga, 1997).

A resposta integrada ao estresse se distingue entre resposta primaria,
secundaria e terciaria. As respostas primarias sdo ativagdes dos centros cerebrais,
resultando na liberacdo das catecolaminas e corticosteréides, enquanto que as
respostas secundarias sao resultantes das acdes destes hormébnios, que levam ao
aumento do débito cardiaco, tomada de oxigénio, mobilizacdo de substratos
energéticos e disturbios no balango hidromineral. As respostas terciarias estendem-
se para o nivel do organismo e da populagado e incluem inibicado do crescimento, da
reproducdo e das respostas imunes, que reduzem a capacidade do animal para
tolerar estressores adicionais (Donaldson, 1981; Wendelaar Bonga, 1997).

Em peixes teledsteos a resposta ao estresse envolve o tecido enddcrino e
mostra muita similaridade com a resposta dos vertebrados terrestres (Quabius et al.,
2000). Estas respostas sao mediadas pelo eixo hipotalamo — hipdéfise — células
interrenais (HPI) e pelo eixo hipotalamo — sistema nervoso autbnomo — células
cromafins (HSC) (Donaldson, 1981; Wendelaar Bonga, 1997). A exposi¢cédo cronica
aos agentes toxicos ou aguas de baixa qualidade pode promover disturbios nas
fungdes fisiologicas relacionadas as respostas de estresse (Lappivaara & Oikari,
1999). O sistema enddcrino regula fungdes fisiolégicas horménio — dependentes
necessarias para sobrevivéncia do organismo e da espécie. Este sistema € um alvo
em potencial para os xenobibticos e sua vulnerabilidade deve-se em parte a precisao
dos mecanismos através dos quais o sistema enddcrino opera (Hontela, 1998).
Xenobidticos podem ter efeitos adversos diretos sobre as glandulas e tecidos
enddcrinos, ou seus efeitos podem ser indiretos através da alteracdo da homeostase
e atividade dos 6rgaos néo enddcrinos (Donaldson, 1981).

As células interrenais, localizadas no rim anterior, liberam os corticosterdides,
sendo o mais importante o cortisol, também chamado de horménio do estresse. O
aumento da concentragdo de cortisol no plasma, em resposta a algum estimulo
estressor, indica aumento da atividade das células interrenais, que pode ser avaliado
através de medidas da area da célula e do nucleo e do didmetro do nucleo das
células interrenais (Donaldson, 1981; Norris et al., 1997; Quabius et al., 2000;
Barton, 2000). O estresse crénico pode causar hiperplasia e hipertrofia das células
interrenais de teledsteos (Hontela et al., 1996; Norris et al., 1997; Hontela et al.,
1997; Quabius et al., 2000; Sloman et al., 2001).



5. BIOMARCADORES DE ESTRESSE QUIMICO

O estresse quimico pode alterar a capacidade do peixe de realizar varias
fungdes fisiolégicas que, uma vez caracterizadas, podem ser utilizadas como
biomarcadores de poluicdo aquatica (Jobling, 1995). Biomarcadores podem ser
definidos como alteragdes bioldgicas que expressam a exposicdo e os efeitos
téxicos dos poluentes presentes no ambiente e podem ser usados para identificar
sinais iniciais de danos aos peixes e sugerir relagdes de causa e efeito entre a
exposi¢cao aos contaminantes e os efeitos observados no organismo, e documentar
os efeitos integrados do estresse quimico nos peixes (Walker et al., 1996).

Em estudos de toxicidade, biomarcadores em nivel sub-organico (bioquimico,
fisioldgico e histologico) tém sido utilizados e considerados mais viaveis para avaliar
as respostas aos estressores. Estes biomarcadores podem permitir uma avaliagdo
mais rapida da saude dos organismos e podem ser indicadores da exposi¢céo ou dos
efeitos dos poluentes (Mayer et al, 1992). Atualmente biomarcadores
histopatologicos vém sendo utilizados para documentar e quantificar tanto a
exposicado quanto o efeito dos poluentes (Winkaler et al., 2001; Pacheco & Santos,
2002; Veiga et al., 2002; Meletti et al., 2003).

5.1 Biomarcadores histopatologicos

Alteragcbes histopatolégicas resultam de uma variedade de mudangas
bioquimicas e fisiolégicas no organismo, que podem levar a formagao de lesdes nas
células, nos tecidos ou 6rgaos (Hinton & Laurén, 1990; Hinton et al., 1992). As
alteragdes histopatologicas em tecidos de peixes sdo biomarcadores do efeito da
exposicdo aos estressores do meio ambiente. Esta categoria de biomarcadores
permite um exame especifico dos 6rgdos e das células alvo, e como eles séo
afetados sob condi¢des in vivo. Além disso, em avaliagdo de campo, a histopatologia
€ um método eficaz para detectar os diversos efeitos da exposi¢ao aguda ou crénica
nos varios tecidos e 6rgaos (Hinton et al., 1992).

Caracteristicas histopatoldgicas séo especificas de cada organismo e podem
expressar as condi¢cdes de vida do animal e representar o impacto causado no

organismo, pelo poluente. As mudangas histoloégicas sdo consideradas mais



sensiveis que os parametros relacionados apenas com o crescimento ou reprodugcao
do individuo (Teh et al., 1997). Biomarcadores histopatoldgicos vem sendo utilizados
em estudos de campo para avaliar o efeito toxico dos poluentes no ambiente
aquatico, e tém a capacidade de diferenciar lesbes nos 6rgaos, induzidas por
doencas e outros fatores do meio ambiente, daquelas provocadas pela exposi¢ao
aos poluentes (Schwaiger et a.l, 1997). Assim, as lesbes encontradas podem ser
utilizadas para monitorar os efeitos dos poluentes (Overstreet, 1988; Schwaiger,
2001).

6. ORGAOS ALVO PARA OS POLUENTES

Uma vez no ambiente aquatico, os poluentes podem ser absorvidos pelos
teledsteos por quatro vias, que sao: alimentagdo, branquias, ingestdo de agua e
através da pele, sendo que alimentagao e via branquial sdo as principais. Uma vez
incorporados, os poluentes podem ser acumulados nas branquias, no figado, no rim,
no intestino e no musculo. Uma boa parte desses poluentes é transferida para o
figado e rim, para serem biotransformados por meio de enzimas, para se tornar
hidrossoluvel e entdo ser excretada pela pele, através do muco, pelo intestino,
através das fezes, pelo rim, através da urina, ou pelas branquias (Heath, 1997).

Os peixes estdo em contato permanente com o ambiente aquéatico, por meio
das branquias, e no caso dos peixes marinhos, também por meio do intestino. Todos
ou quase todos os estressores afetam a estrutura branquial e também, direta ou
indiretamente, o balanco hidromineral que é uma das principais razdes para a
vulnerabilidade destes animais em aguas poluidas (Wendelaar Bonga, 1997). Além
das branquias, outros 6rgaos como o figado e o rim também sao indiretamente
afetados pelos poluentes, por estarem relacionados com o metabolismo e excre¢ao

dos xenobidticos, respectivamente.
6.1. Branquias
As branquias atuam como 6rgéo alvo dos peixes para os poluentes, por

estarem em contato permanente com o ambiente aquatico e apresentarem uma area

superficial muito grande, representada pelas lamelas (Poleksi¢ & Mitrovi¢-Tutundzi¢,



1994). As branquias exercem fungdes vitais nos teledsteos, tais como respiragéo,
osmorregulacdo e excregcao e ainda constituem o sitio de tomada e depuragéo de
contaminantes e o local onde a detoxificagdo e o metabolismo destes agentes
téxicos podem ocorrer. Consequentemente, alteragdes morfoldgicas podem ocorrer
em razéo da introdugédo de poluentes na agua e, portanto, estas alteragdes podem
ser utilizadas como parédmetros para o monitoramento ambiental (Heath, 1987,
Meyers & Hendricks, 1985; Poleksi¢ & Mitrovi¢c-Tutundzi¢, 1994; Schwaiger et al.,
1997; Schwaiger, 2001; Pacheco & Santos, 2002; Veiga et al., 2002; Meletti et al.,
2003).

As branquias dos peixes teleésteos sdo constituidas por quadro arcos
branquiais em cada lado da faringe. De cada arco branquial estendem-se duas
fileiras de filamentos branquiais ou lamelas primarias, e acima e abaixo destes
filamentos, a intervalos regulares, elevam-se as lamelas secundarias que sao sitios
de trocas gasosas. Cada lamela secundaria € constituida por células pavimentosas
apoiadas na membrana basal que revestem as células pilares. As células pilares
possuem prolongamentos ou flanges, que em contato com os prolongamentos das
células pilares adjacentes formam espacos por onde circula o sangue (Mallatt, 1985;
Takashima & Hibiya, 1995).

Nas branquias o sangue flui na lamela em diregdo oposta aquela da agua,
através de um plexo formado pelas células pilares. Este fluxo contracorrente ajuda
na utilizagédo eficiente do oxigénio, pois o0 sangue que abandona as lamelas esta em
intimo contato com a agua que apresenta maxima tensao de oxigénio e minima
tensao de dioxido de carbono (Schmidt—Nielsen, 1996; Heath, 1987). Entretanto, a
grande superficie epitelial que esta em contato com o meio externo e a alta taxa de
perfusdo também facilitam a entrada dos poluentes (Wendelaar Bonga, 1997;
Mallatt, 1985; Heath, 1987). Sendo assim, o epitélio branquial de peixes é um tecido
extremamente sensivel, altamente dindmico e metabolicamente ativo (Rankin et al.,
1982; Hinton et al., 1992; Poleksi¢ & Mitrovi¢c-Tutundzi¢, 1994;). Por estar em contato
direto com o meio externo e representar a barreira entre meio externo e meio
interno, este tecido é altamente susceptivel as alteragdes ambientais (Hinton &
Laurén, 1990; Poleksi¢ & Mitrovié-Tutundzi¢, 1994).

Os efeitos dos poluentes sobre a estrutura branquial vém sendo muito
estudados em peixes, coletados em ambientes poluido ou expostos a testes em

laboratdrio, e as alteragdes histopatoldgicas encontradas vém sendo utilizadas como
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um sensivel indicador da contaminagdo aquatica (Karan et al., 1998; Schwaiger, et
al., 1997; Coutinho & Gokhale, 2000; Ojha, 1999; Winkaler et al., 2001; Pacheco &
Santos, 2002; Mazon et al., 2002; Rosety-Rodriguez et al., 2002; Fanta et al., 2003).

Na presenga de poluentes, as branquias podem exibir modificagdes que sao
consideradas respostas de defesa, visto que algumas levam ao aumento da
distdncia entre o meio externo e o meio interno, diminuindo assim a area da
superficie em contato com o poluente. Porém, a dificuldade para a difusdao do
poluente para o meio interno ao mesmo tempo provoca uma redugao na difusdo dos
gases respiratorios, podendo provocar uma hipéxia no peixe (Mallat, 1985;
Fernandes & Mazon, 2003).

6.2.Figado

O figado é um o6rgao chave quando se considera a agao dos poluentes
quimicos sobre o peixe. E o primeiro érgdo na biotransformac&o dos xenobidticos e
provavelmente também para excre¢do de metais. Assim, muitos metais e outros
xenobidticos se acumulam no figado, de modo que suas células ficam expostas a
um nivel elevado de agentes quimicos que podem estar presentes no meio ambiente
ou em outros 6rgaos do peixe (Heath, 1987).

As células hepaticas tém varias funcdes vitais além da secrecao da bile e
metabolismo de xenobidticos. Elas apresentam um importante papel no metabolismo
das proteinas, lipidios e carboidratos e, além disso, estdo envolvidas na
hematopoiese e na producédo de anticorpos durante o periodo larval dos peixes.
Sobretudo, elas também servem como local de estocagem para alguns nutrientes
(Takashima & Hibiya, 1995; Paris-Palacios et al., 2000).

O figado da maioria dos peixes teledsteos € composto por dois lobos, o lobo
direito que esta ao lado da vesicula biliar, e o lobo esquerdo proximo ao bago. As
células que constituem o figado sao os hepatdcitos, as células epiteliais dos ductos
biliares, os macrofagos, as células sanglineas e as células endoteliais (Takashima &
Hibiya, 1995).

As principais células do figado, os hepatdcitos, sdo células poliédricas com
um ou dois nucleos grandes, esféricos e centralmente localizados, com nucléolo
evidente, e o citoplasma com granulagdes e aspecto vacuolizado. O citoplasma das

células hepaticas apresenta aspecto variavel, dependendo do estado nutricional do



11

individuo. Quando este se encontra bem alimentado, os hepatdcitos armazenam
quantidades significativas de glicogénio e processam grandes quantidades de
lipidios (Groman, 1982; Takashima & Hibiya, 1995). O metabolismo do glicogénio
esta vinculado as necessidades de carboidratos de todo o organismo.

Devido a sua fungdo no metabolismo de xenobidticos e sua sensibilidade a
poluentes do ambiente, o figado tem recebido atencdo especial em estudos
toxicoldgicos relacionados a contaminagao de diferentes espécies de peixes por
agentes quimicos organicos e inorganicos (Hinton et al., 1992). Assim, os efeitos
hepatotoxicos dos diversos agentes quimicos podem ser utilizados como
biomarcadores de contaminagdo aquatica (Hinton et al., 1992; Gundersen et al.,
2000). Na presenga de poluentes o figado pode desenvolver alteragdes histoldgicas
nos hepatécitos que podem ser usadas para o monitoramento de efeitos de
contaminantes (Hinton & Laurén, 1990; Hinton et al.,1992; Takashima & Hibiya,
1995; Anderson & Zeeman, 1995; Teh et al., 1997; Schwaiger et al., 1997; Brown et
al., 1998; Leadley, et al., 1998; Johnsen et al., 1998; Chang et al., 1998; Caballero et
al., 1999; Gundersen et al., 2000; Amorim et al., 2000; Paris-Palacios et al., 2000;
Schwaiger, 2001; Pacheco & Santos, 2002; Thophon et al., 2003; Fanta et al., 2003).
Assim, alguns parametros hepaticos, tais como alteragbes histopatolégicas e
deplecado de glicogénio, tém sido utilizados em programas de biomonitoramento
(Schwaiger, et a.l., 1997; Johnsen et al., 1998; Pacheco & Santos, 2002; Fanta et al.,
2003).

6.3.Rim

Em peixes dulcicolas a principal fungdo do rim é a excregdo de uma grande
quantidade de urina diluida. Assim, a urina dos peixes de agua doce é abundante e
com baixa concentragdo de eletrélitos (Takashima & Hibiya, 1995). Por receber
grande fluxo sanguineo o rim pode ser considerado, tal como as branquias, 6érgao
alvo para os poluentes (Hinton et al., 1992; Evans, 1993).

O rim dos peixes teledsteos localiza-se dorsalmente, junto da coluna
vertebral, e é divido em duas porgdes: anterior ou rim cefalico e a porgao posterior. A
por¢ao anterior do rim é homodloga a adrenal de mamiferos e apresenta dois tipos

especiais de células, as células interrenais e as células cromafins. A porgéo posterior
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do rim dos teledsteos, em associacdo com as branquias e intestino, realiza a
excrecao e a manutencao da homeostase dos fluidos corporais (Evans, 1993).

A estrutura morfolégica do rim dos teledsteos € em geral, caracterizada por
apresentar néfrons com corpusculo renal (glomérulo e capsula de Bowman) e
tubulos renais. O tubulo renal é dividido em duas por¢des uma proximal e uma distal.
O rim, quando observado ao microscopio de luz, apresenta-se em geral com
abundancia de tubulos e uma certa quantidade de glomérulos. No segmento
proximal, o epitélio tubular € composto por células cubdides com microvilosidades na
membrana apical, que é reconhecida, neste caso, como borda em escova. No
segmento distal, as células epiteliais ndo sé&o providas de microvilos e nao
apresentam borda em escova. Os glomérulos sado desenvolvidos e ricamente
vascularizados, juntamente com tubulos proximal e distal, tubulos e ductos coletores
(Groman, 1982; Takashima & Hibiya, 1995; Jobling, 1995; Evans, 1993).

Os rins constituem a principal rota de excrecao para os metabdlitos de varios
xenobidticos aos quais o peixe tenha sido eventualmente exposto (Hinton et al,,
1992). O rim elimina produtos quimicos durante o curso de formacdo da urina,
alguns através da filtragcdo glomerular, outros por reabsorcdo ou ainda pelos
processos de secregao tubular (Jobling, 1995; Evans, 1993). Muitos xenobioticos
presentes no sangue seriam pequenos o suficiente para ser removidos pela filtracao
glomerular, no entanto estas substéncias quimicas podem ficar ligadas as proteinas
plasmaticas, reduzindo assim o processo de eliminacdo por este caminho, pois as
proteinas plasmaticas sao retidas no glomérulo. Assim, a excregao pela urina de
muitos compostos quimicos e metais é impedida pela afinidade as proteinas. Além
disso, substancias quimicas apolares no filtrado glomerular podem ser reabsorvidas
por difusdo passiva através da membrana tubular (Spacie & Hamelink, 1995).

Cada estrutura do rim dos teledsteos realiza uma fungao especifica na
produgdo de urina, regulacdo osmoética e hormonal no animal. Nos teledsteos
dulcicolas, os glomérulos, responsaveis pela ultrafiltragdo do sangue, estdo mais
concentrados na porgao posterior do rim, onde ocorre extensa reposi¢ao de ions
durante o fluxo do filtrado ao longo dos tubulos renais, produzindo fluido filtrado que
dara origem a urina (Jobling, 1995; Takashima & Hibiya, 1995; Evans, 1993). A
elevada taxa de filtragdo, aliada a reabsor¢do de solutos organicos no tubulo

proximal e a reabsorgao de cloreto de sodio no tubulo distal e ducto coletor, gera
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uma urina com aproximadamente 10% da concentragcdo do plasma (Evans, 1993;
Jobling,1995; Schmidt-Nielsen,1996).

Lesdes no tecido renal podem ser indicagdes de toxinas especificas e assim
podem ser utilizados como indicadores para o monitoramento de efeitos de
contaminantes (Overstreet, 1988; Hinton & Laurén, 1990; Schwaiger et al., 1997).
Entretanto, se comparado com as branquias e o figado, as alteragbes
histopatoldgicas renais em peixes vém sendo utilizadas ainda de forma muito timida
como biomarcadores histolégicos da contaminagdao aquatica (Hinton et al., 1992,
Ribeiro et al., 1996; Schwaiger, et a.l., 1997; Silva, 2001; Pacheco & Santos, 2002).

7. OBJETIVOS DESTE TRABALHO

Considerando-se a importancia dos estudos de campo para o monitoramento
ambiental e a necessidade de se conhecer os efeitos da exposi¢cao crbnica aos
poluentes em espécies de peixes neotropicais, o presente trabalho propbs a
avaliacdo da ocorréncia, do tipo e da intensidade das eventuais alteragbes
histopatolégicas branquiais, hepaticas e renais em uma espécie de lambari
(Astyanax scabripinnis) e as eventuais altera¢cdes no rim anterior e posterior do
lambari do rabo amarelo (Astyanax altiparanae). Para tanto, os animais foram
coletados em quatro pontos ao longo do alto do ribeirdo Cambé e em dois lagos
formados por este mesmo ribeirdo, lagos Igapé | e V. Estes locais estao localizados
no perimetro urbano da cidade de Londrina (PR) e tém sofrido muita influéncia
antropica com o comprometimento da qualidade da agua.

As duas espécies de lambaris foram escolhidas para este trabalho por se
tratarem de espécies neotropicais, representativas do ribeirdo Cambé. Além disto, o
fato de A. altiparanae e A. scabripinnis ocorrerem em diversos tipos de ambiente
permite supor que as espécies tenham grande plasticidade ecofisiologica e de
utilizacdo de habitas, e ainda sejam tolerantes a um amplo espectro de variagéo de
diversos parametros fisicos e quimicos da agua (Bertaco et al., 1998), sendo,

portanto adequadas para o monitoramento ambiental.
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ARTIGO 1

Alteragdes histopatolégicas nas branquias, figado e rim de

Astyanax scabripinnis de um ribeirao urbano

Andressa das Gracgas Silva e Claudia B. R. Martinez
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Alteragoes histopatolégicas nas branquias, figado e rim de

Astyanax scabripinnis de um ribeirdo urbano

Andressa das Gracas Silva' & Claudia B. R. Martinez
Laboratério de Ecofisiologia Animal, Departamento de Ciéncias Fisiolégicas e "Mestrado em
Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana. C.P. 6001. CEP:
86051-990. E-mail:andregracas@hotmail.com

Resumo: Neste trabalho foram avaliadas as alteragdes histopatoldgicas nas branquias, no
figado e no rim de lambaris (Astyanax scabripinnis Characidae), coletados em cinco pontos
do ribeirdao Cambé. Os animais provenientes dos cinco pontos apresentaram alteragdes
histopatologicas severas nos trés 6rgaos analisados. Estas incluem nas branquias: elevacao
epitelial, hiperplasia e hipertrofia das células epiteliais das lamelas e pavimentosas do
filamento, fusdo lamelar e aneurisma; no figado: deplegao de glicogénio nos hepatdcitos dos
lambaris dos pontos A, B e D, vacuolizagdo nuclear e citoplasmatica, hipertrofia nuclear e
citoplasmatica, hiperemia e degeneragdo celular e nuclear nas células hepaticas; € no rim:
vacuolizagdo citoplasmatica, associada com degeneragao granular e hialina e necrose nos
tubulos proximais e distais, alteragdes no corpusculo renal tais como a presencga de hemacia
e reducdo do espaco de Bowman. A alta incidéncia de alteragbes histopatoldgicas nos
orgaos dos lambaris coletados no ribeirdao Cambé indica claramente o comprometimento da
saude destes peixes e da qualidade da agua destes locais e mostra que os parametros
analisados podem ser empregados como biomarcadores da contaminagdo ambiental.

Palavras-chave: histopatologia, rim, branquias, figado, peixe, contaminagéo aquatica.

INTRODUGAO

Muitos dos ribeirdes das grandes metrépoles estdo contaminados com
efluentes industriais, domésticos e agricolas. As aguas destes ribeirbes urbanos
normalmente contém uma variedade de poluentes organicos e inorganicos, incluindo
solventes, 6leos, detergentes, corantes, metais pesados, pesticidas, plasticos e
sélidos em suspensdo. O despejo indiscriminado e a liberagdo de substancias
consideradas de risco dentro dos ribeirbes podem levar a disturbios no ambiente
aquatico que podem ser considerados como uma grande fonte de estresse para a

comunidade biética (Donaldson, 1981).
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O presente estudo enfatiza o uso da histopatologia para avaliar os efeitos da
poluicdo quimica e outros estressores sobre as condigdes gerais da saude de peixes
e 0 uso de pequenos peixes incluidos inteiros para estudos histopatologicos
(Pacheco & Santos, 2002). Alteragbes histopatologicas em peixes tém sido
largamente utilizadas como indicadores da poluigdo quimica em ambientes marinhos
e dulcicolas (Schwaiger et al, 1997; Teh et al, 1997). Biomarcadores
histopatoldgicos tém sido utilizados para descrever a condigdo da saude dos peixes
de locais poluidos em relagdo aqueles de locais ndo poluidos (Overstreet, 1988; Teh
et al., 1997; Schwaiger, 2001, Meletti et al., 2003).

As branquias, o figado e o rim sdo érgaos vitais para os peixes, por estarem
relacionados com respiracdo e osmorregulagcao; metabolismo dos xenobidticos;
excrecao e manutencdo da homeostase dos fluidos corporais, respectivamente.
Portanto, alteragdes nestes 6rgaos comprometem o funcionamento normal do
organismo e podem ser utilizadas como parametros para o monitoramento ambiental
(Meyer & Hendricks, 1985; Schwaiger, 2001; Gernhofer et al., 2001).

O objetivo deste estudo foi detectar as alteragdes histopatologicas em érgéos
alvo (branquias, figado e rim) de uma espécie de lambari (Astyanax scabripinnis)
coletados durante um ano em diferentes pontos de um ribeirdo urbano, que tém

sofrido influéncia antrépica em diferentes niveis.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos animais

No periodo de novembro de 2001 a setembro de 2002, lambaris da espécie
Astyanax scabripinnis (Jenyns, 1842) (Characiforme Characidae) foram coletados
em 5 pontos do ribeirdo Cambé (nascente, pontos A, B, C, D), localizados no
perimetro urbano de Londrina, norte do Estado do Parana (Fig.1). A nascente esta
localizada dentro de propriedades rurais e esta sujeita a entrada de agrotoxicos e

outros efluentes agricolas; o ponto A, recebe esgoto doméstico; o ponto B, recebe
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efluentes de uma industria de café soluvel; o ponto C, recebe efluentes de uma
cooperativa agroindustrial, além de efluentes domésticos; o ponto D, esta sujeito a
descarga de esgoto domeéstico, industrial além de agrotéxicos. Exemplares adultos
de lambaris (massa: 5,3 £ 2,07 g; comprimento total: 6,75 £ 0,91 cm; n = 92) foram
coletados em todos os pontos utilizando-se equipamentos de pesca artesanal

(tarrafas, pucgas, redes de espera e peneiras).

BACIA DO RIBEIRAO CAMBE
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Fig. 1. Mapa mostrando a regido do municipio de Londrina, Estado do Parana, onde foram
realizadas as coletas no alto ribeirdo Cambé (N é a nascente e A, B, C e D sdo os outros
pontos de coleta).
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Processamento histolégico

Dos peixes capturados, aqueles que apresentaram massa corporea de até 5 g
e comprimento total de até 4,5 cm foram incluidos inteiros. Neste caso, o animal foi
fixado em solugédo de Bouin por 20 h, seccionado longitudinalmente em duas
metades para a retirada da bexiga natatéria e colocado novamente no fixador por
mais 4 horas. Apos fixagdo o material foi descalcificado em solugcdo de EDTA 7%
submetida a uma corrente elétrica de 80 mA por 48 h. Os peixes maiores tiveram as
branquias, o figado e o rim retirados, fixados em solugdo de Bouin por 8 h e
incluidos em parafina, assim como os animais inteiros para microscopia de luz
comum. Os cortes de 5 um de espessura foram corados com hematoxilina e eosina
(HE) para descricao morfoldgica. Alguns cortes do animal inteiro e do figado foram
submetidos a reacdo de PAS (Periodic Acid Schiff) e contra corados por
hematoxilina, segundo Melo (1980).

As alteragdes histopatolégicas foram avaliadas semiquantitativamente de
duas formas: a) Calculo do Valor Médio de Alteragdo (VMA), com base na incidéncia
de lesdes, de acordo com Schwaiger et al. (1997). Para tanto, atribuiu-se um valor
numérico para cada animal conforme a escala: grau 1 (auséncia de alteragcao
histopatoldgica), grau 2 (ocorréncia de lesbes pontualmente localizadas) e grau 3
(lesdes amplamente distribuidas pelo 6rgdo); b) Calculo do indice de Alteracéo
Histopatologica (IAH), com base na severidade de cada lesdo. Para tanto, as
alteragdes foram classificadas em  estagios progressivos quanto ao
comprometimento das fungbes do orgdo: alteracbes de estagio |, que nao
comprometem o funcionamento do o6rgdo; de estagio Il, mais severas e que
prejudicam o funcionamento normal do 6rgao; e de estagio Ill, muito severas e
irreversiveis, adaptado de Poleksic & Mitrovic — Tutundzic (1994). Um valor de |IAH
foi calculado para cada animal através da formula: IAH =10° =/ + 10" /I + 10 21,
sendo /, Il e Il correspondente ao numero de alteracées de estagio |, Il e lll,
respectivamente. O valor médio de IAH foi dividido em 5 categorias por Poleksic &
Mitrovic- Tutundzic (1994): 0-10 = funcionamento normal do tecido; 11-20 =
danificacdo leve para moderada do tecido; 21-50 = modificagdo moderada para
severa do tecido; 51-100 = modificacdo severa do tecido; maior que 100 =

danificagao irreparavel do tecido. Este indice permitiu a comparagédo da severidade
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das lesdes branquiais, hepaticas e renais entre os peixes coletados nos diferentes

locais.

Determinagdo dos metais e matéria organica na agua e sedimento

Em cada local de amostragem foram determinados alguns parametros fisicos
e quimicos da agua (temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade) e foram
coletadas amostras de agua (3 L) e sedimento (50 g) para a determinagdo da
concentracdo de metais e matéria organica. As amostras de agua que foram
destinadas as analises de metais foram fixadas com &cido cloridrico e resfriadas.
Para analise de metais na agua e sedimento, as amostras foram inicialmente
concentradas com &cido em placas aquecedoras e mantidas refrigeradas (4°C) até o
momento da leitura. As analises da concentracdo de metais (cromo, cobre, zinco,
niquel, aluminio e cobalto) foram realizadas em espectrofotdmetro de absorgao
atdbmica (Varian, Spectr AA-10 plus) em triplicatas.
Para a determinagcdo da matéria organica foi utilizado o método gravimétrico,
sendo o material resultante da filtragdo das amostras de agua (500 mL) e o
sedimento (2 g) incinerados em mufla por 1 hora a 400°C e as analises feitas em

triplicatas.

Analise estatistica

Os resultados (médias + DP) de VMA e IAH obtidos para os animais de cada
local estudado, foram comparados entre si utilizando-se teste paramétrico (ANOVA)
ou nao paramétrico (Kruskall-Wallis), dependendo da distribuicdo dos dados,
seguido de um teste de comparagdes multiplas, quando necessario. Foram

considerados significativos valores de P<0,05.
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RESULTADOS

Os resultados das medidas fisico-quimicas da agua nos pontos de coleta
estao apresentados na Tabela 1. Dos locais amostrados o ponto D apresentou o

menor valor de OD e o ponto C o maior valor de condutividade.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas da agua dos locais de coleta.

Locais de coleta 0.D. Temp. pH Condutividade
(mg0,.mg™) °C uS.cm”
Nasc. 5,33+ 0,21 20,18+ 1,89 6,47 +0,21 66,50 + 22,63
A 5,28 + 1,83 2270+1,37 6,70+£0,52 92,88 £ 23,55
B 7,76 £ 10,61 2242+201 7,39+044 98,38+ 17,61
C 7,73 +1,18 20,86 +£253 7,59+0,69 214,00+ 51,79
D 459 +0,72 2226+2,00 7,41+064 174,83+42389

Os valores sdo as médias + DP das medidas de cada local.

Os resultados da analise da matéria organica e dos metais na agua e no
sedimento dos cinco pontos de amostragem estdo apresentados na Tabela 2. Dos
metais analisados no sedimento, as concentragdes mais elevadas foram observadas
no ponto D, com excecdo do niquel e cobalto. A concentragdo de metais na agua
nao pbéde ser determinada pois os valores estavam muito abaixo dos niveis de
deteccao do espectrofotbmetro utilizado, razdo pela qual os resultados dessa analise

nao estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdo de matéria organica na agua e sedimento e metais no
sedimento dos locais de coleta no ribeirdao Cambé.

Matéria organica Metais no sedimento (mg.kg™)
Local (m’;fgl_., ) (msge;g:, Al Ni cu Zi cCr Co
Nasc. 0,005 103 1778,3 53 45,5 325 25 03
A 0,004 90 1470,8 3,7 37,8 38,0 20 0,6
B 0,003 95 2009,3 4,5 49,5 49,5 1,8 0,8
C 0,003 110 2048,3 5,5 55,3 440 40 1,0
D 0,003 95 2075,3 1,5 68,3 1193 43 0,7
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Analise histopatolégica

Uma variedade de alteragbes histopatolégicas foi observada nos o6rgaos

examinados dos lambaris dos cinco pontos de coleta.

Branquias

As branquias de Astyanax scabripinnis sdo compostas de quatro arcos
branquiais em cada lado da cavidade bucal e cada arco é constituido de inumeros
filamentos branquiais. As lamelas secundarias elevam-se acima e abaixo do
filamento, a intervalos regulares, e sao constituidas por células pavimentosas
apoiadas na membrana basal que revestem as células pilares (Fig. 2a e 2b).

Os peixes coletados nos cincos pontos apresentaram varias alteracoes
histopatolégicas no tecido branquial. Elevacdo do epitélio lamelar com redugdo da
distancia interlamelar e inicio de fusao lamelar, rompimento das células pilares e
constricdo do seio sanguineo (Figs. 2b e 2d). Mudangas vasculares, caracterizadas
por aneurisma ou congestdo vascular, com o rompimento do sistema de células
pilares em algumas areas das lamelas (Figs. 2c e 2d). Hiperplasia do epitélio do
filamento levando ao seu espessamento descontrolado (Fig. 2f) e hipertrofia das
células pavimentosas e das células epiteliais do filamento (Figs. 2e e 2g). Excessiva
proliferacéo de células no epitélio do filamento causando fusao lamelar total (Figs. 2e
e 2q). Estes tipos de alteragdes foram observados nos peixes coletados em todos os
pontos, mas em menor quantidade nos animais do ponto A. Também foi observada a
presenca de parasitos em 10% de todas os animais coletados. As alteragbes
observadas neste trabalho foram classificadas quanto ao grau de severidade e

comprometimento da fungao branquial em alteragcdes de estagio | e Il (Tabela 3).
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TABELA 3. Classificagao das alteragdes histopatoldgicas das branquias quanto ao
tipo e localizagdo das lesbes e dos estagios em que se inserem de acordo com
Poleksi¢ & Mitrovié-Tutundzi¢ (1994).

ALTERAGOES HISTOLOGICAS BRANQUIAIS ESTAGIO

-—

. Hipertrofia e hiperplasia do epitélio branquial
= Hipertrofia do epitélio respiratério I
= Elevagdo das células do epitélio I
= Hiperplasia do epitélio lamelar I
= Desarranjo lamelar I
= Fusédo incompleta de varias lamelas I
= Fusdo completa de varias lamelas I
= Fusdo completa de todas as lamelas Il
= Ruptura do epitélio lamelar 1
= Espessamento descontrolado do tecido proliferativo 1
2. Mudancgas nas células de cloreto e mucosas
= Hiperplasia e hipertrofia das células de cloreto I
Hiperplasia e hipertrofia das células de muco I
. Alteragdes nos vasos sangiiineos
Dilatacao do seio sanglineo I
Constrigao do seio sangtiineo I
Congestéao vascular I
Aneurisma lamelar Il
Rompimento do sistema de células pilares [l
. Parasitas Branquiais
Presenca de parasitas I
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Fig. 2. Fotomicrografia do tecido branquial de Astyanax scabripinnis coletados na nascente
(a), no ponto A (b e d), no ponto B (c), no ponto C (f) e no ponto D (e, g). (a) Filamento
branquial sem alteragcbes patolégicas, destacando a lamela (seta branca), o filamento
branquial (cabega da seta) e as células pilares (seta preta); (b) elevagao epitelial (asterisco),
constricdo do seio sangiiineo (cabega da seta), fusdo lamelar parcial (seta preta), células
pavimentosas (cabeca da seta branca) e rompimento do sistema de células pilares (seta
branca); (c) aneurisma (seta); (d) detalhe do rompimento do sistema de células pilares (seta)
e elevacgao epitelial (asterisco); (e) detalhe da hipertrofia das células epiteliais da lamela
(cabecga da seta); lamela (seta preta), fusdo completa de todas as lamelas (asterisco); (f)
hiperplasia do epitélio filamentoso (seta preta) e espessamento descontrolado do tecido
proliferativo (seta branca); (g) fusdo completa das lamelas (estrela) e hipertrofia das células
epiteliais da lamela (seta). Escala barra = 25 ym. H & E.
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Os valores de VMA calculados para os peixes dos cincos pontos variaram
entre 2,3 a 2,7, indicando uma incidéncia de lesdes de moderada para amplamente
distribuidas pelas branquias e nao houve diferenca significativa entre os valores de
VMA obtidos para os cinco pontos de coleta (Fig. 6a).

Para o indice de alteragdes histopatolégicas (IAH) branquiais também nao
houve diferenga significativa entre os pontos de coleta (Fig. 6b). Os valores médios
de IAH obtidos para os animais dos cinco pontos variaram de 22,5 (peixes da
nascente) a 25,6 (peixes do ponto C), indicando a ocorréncia de alteragdes de
estagio | e algumas de estagio Il, que sdo menos severas, mas, entretanto,

promovem o comprometimento de moderado para severo da fungao branquial.

Figado

O tecido hepatico dos lambaris coletados na nascente e no ponto C foi
caracterizado pela presenga de grande quantidade de glicogénio dentro de vacuolos
nos hepatdécitos (Fig. 3a). Predominantemente, no figado dos lambaris dos pontos A,
B e D ocorreu uma nitida redugdo dos depodsitos de glicogénio dentro dos
hepatécitos (Fig. 3b). As principais alteragdes encontradas nos hepatécitos dos
lambaris dos cinco pontos de coleta foram: degeneragéo celular (Fig. 4a) e nuclear;
hipertrofia celular e nuclear, nucleos ou células atrofiadas (Fig. 4b) e vacuolizagao
citoplasmatica (Fig. 4d). Observou-se também hiperemia, caracterizada pelo
aumento do fluxo sangliineo no 6rgao e deslocamento do nucleo para a periferia da
célula hepatica (Fig. 4d). Em alguns lambaris coletados na nascente e nos pontos A
e C foi observado vacuolizagdo nuclear (Fig. 4b) e necrose (Fig. 4c). Também foi
observado em alguns lambaris de todos os pontos de amostragem estagnacao biliar
e centros de melanomacréfagos. As alteragdes observadas foram classificadas
quanto ao grau de severidade e comprometimento da fungdo hepatica, sendo a

maioria de estagio | e Il, com excecgéo da necrose que é de estagio lll (Tabela 4).
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TABELA 4. Classificagdo das  alteragdes  histolégicas do  figado
quanto ao tipo e localizagao das lesdes e dos estagios em que se inserem, adaptado
de Poleksi¢ & Mitrovi¢-Tutundzi¢ (1994).

ALTERAGOES HISTOLOGICAS HEPATICAS ESTAGIO

-—

. Alteragao nos hepatoécitos
= Nucleo na periferia da célula
= Deformacéao do contorno celular
= Deformacao do contorno nuclear
= Hipertrofia celular
= Hipertrofia nuclear
= Atrofia celular
= Atrofia nuclear
= Centros de melanomacréfagos
= Vacuolizacio citoplasmatica
= Vacuolizagao nuclear Il
= Degeneracao citoplasmatica Il
= Degeneragao nuclear ]
Rompimento celular ]
Estagnacao biliar I
. Alteragdes nos vasos sangiiineos
Hiperemia Il
. Necrose
Necrose focal [l

W RN =

Fig. 3. Fotomicrografia do tecido hepatico de Astyanax scabripinnis coletado no ponto C (a)
e no ponto A (b). (a) acumulo de glicogénio dentro dos hepatdcitos (seta) e (b) vacuolizagao
nos hepatdcitos, caracterizado pela deplecdo de glicogénio (seta). Escala barra = 25 pym.
PAS.
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Fig. 4. Fotomicrografia do tecido hepatico de Astyanax scabripinnis coletado na nascente
(a), no ponto A (b), no ponto C (c) e no ponto D (d). (a) degeneragéo das células hepaticas
(seta); (b) vacuolizagéo nuclear (seta), atrofia nuclear (cabega da seta) e hipertrofia nuclear
(seta branca); (c) necrose focal (seta); (d) hiperemia (seta) e vacuolizagéo citoplasmatica
(cabeca da seta). Escala barra = 25 ym. H&E.

O VMA obtido para as alteragdes hepaticas (Fig. 6¢) foi significativamente
menor nos animais do ponto B (2,1) em relagado ao ponto D (2,7) (P=0,015), o que
mostra uma incidéncia de alteracées de moderadas para amplamente distribuidas no
tecido hepatico.

O valor de IAH hepatico, obtido para os peixes do ponto B foi
significativamente menor que os valores de IAH dos demais pontos (P=0,015) (Fig.
6d). O IAH variou de 21,5 para os peixes do ponto B a 35,6 para os peixes do ponto
C, mostrando que a maioria das alteragdes observadas no figado dos lambaris nédo
sdo muito severas, entretanto, no ponto A e C foi observada a ocorréncia de

necrose, que é uma alteragcéo de estagio lll, severa e irreversivel.
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Rim

O rim posterior de Astyanax scabripinnis € composto de numerosos
corpusculos renais com glomérulos desenvolvidos e um sistema de tubulos. O
segmento proximal € recoberto por células colunares altas, com nucleo basal e
membrana apical com borda em escova. O segmento distal & recoberto por células
epiteliais colunares grandes e claras, com nucleo central e ndo possui borda em
escova. O ducto coletor tem o didmetro maior que o do segmento distal, contém
células epiteliais com nucleo basal e também nao possui borda em escova.

O rim dos lambaris coletados nos cinco pontos apresentou uma grande
quantidade de alteragbes histopatologicas. As lesdes predominantes no rim foram:
vacuolizagao citoplasmatica, associada com degeneragdo granular e hialina e
necrose nos tubulos proximais e distais (Figs. 5a, 5b e 5c¢), hipertrofia do nucleo e
das células dos tubulos, rompimento das células dos tubulos, degeneragao tubular,
redugao no calibre do tubulo e oclus&o da luz tubular (Fig. 5a), regeneragao tubular
(Fig. 5f), presenca de novos néfrons (Fig. 5g) Alteragcdes glomerulares também
foram observadas, tais como dilatagdo dos capilares do glomérulo (Fig. 5e), que
levou ao aumento do glomérulo, que resultou na redugédo do espago da capsula de
Bowman (Figs. 5d e 5e) e na presenga de hemacias no espago de Bowman (Fig.
5d). Algumas vezes foi observado um grande acumulo de sangue no capilar do
glomérulo e no espago de Bowman que foi denominado de hemorragia (Fig. 5e).
Foram observadas alteragdes renais de estagio |, Il e lll, de acordo com o grau de

severidade e comprometimento da fungao renal, conforme mostra a Tabela 5.
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Tabela 5. Classificagdo das alteragcbes histologicas do rim quanto ao tipo e
localizag&o das lesdes e dos estagios em que se inserem, modificado de Poleksi¢ &
Mitrovi¢-Tutundzi¢ (1994).

ALTERAGOES HISTOLOGICAS RENAL

ESTAGIO

-—

. Alteracdes tubulares

Degeneragao granular
Hipertrofia celular
Hipertrofia nuclear
Vacuolizagao celular
Dilatacdo da luz tubular
Tubulos em regeneragao
Rompimento celular
Degeneragéo hialina
Ocluséo da luz tubular
Degeneragéo tubular
Novos néfrons

2. Alteragoes glomerulares

Dilatagao dos capilares

Espessamento do endotélio capilar

Aumento do volume glomerular

Reducgéao do espago de Bowman

Presenca de hemacias no espaco de Bowman

Extravasamento de sangue no espago de Bowman (hemorragia)

3. Necrose

Necrose focal
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Fig. 5. Fotomicrografia do tecido renal de Astyanax scabripinnis coletado na nascente (a, b,
c), no ponto A (d), no ponto B (e), no ponto C (f) e no ponto D (g). Notam-se varias
alteragdes como: (a) necrose (seta) e oclusao da luz tubular (seta branca) no (a’) detalhe da
necrose; (b) degeneracéo hialina (seta); (c) degeneragdo granular (seta); (d) redugcéo do
espago de Bowman (seta branca) e presenga de hemacia no espago de Bowman (seta); (e)
dilatagdo dos capilares do glomérulo (seta), que resultou no acimulo de sangue no capilar
do glomérulo e no espago de Bowman que é chamado de hemorragia (seta branca); (f)
regeneragao tubular (seta); (g) novo néfron (seta). Escala da barra = 25 ym. H & E.
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Os valores de VMA calculados para os peixes dos cinco pontos
permaneceram entre 2 e 3 (Fig. 6e), indicando uma incidéncia de lesdes de
moderada para amplamente distribuidas pelo rim e ndo houve diferenga significativa
entre os pontos.

O IAH renal variou de 80,5 + 54,1 para os peixes do ponto A a 132,6 + 47,6
para os peixes provenientes do ponto B, indicando a maior ocorréncia de alteragdes
de estagio Il e de estagio Ill, que causam modificagées severas no tecido, sendo que
algumas podem promover danos irreparaveis ao rim. O valor de IAH obtido para os
peixes do ponto B foi significativamente maior que os valores obtidos para os demais
pontos (P= 0,031) (Fig. 6f).



Valor Médio de Alteragoes
Histopatologicas
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Indice de Alteragdes Histopatologicas

(b)

Branquias

160 -

120 -

80

IAH

Nasc A B (o4 D
(d) Figado
160 -
120 -
é 80 -

Nasc A B C D
()
Rim

160 - *
120
% 80
40
0

Nasc A B C D

Fig. 6. Valor médio de alteragdes histopatoldgicas branquial (a), hepatica (c) e renal (e) e
indice de alteragdes histopatolégicas branquial (b), hepatica (d) e renal (f). As barras
representam as médias e a linha vertical o erro padrdao. O # indica diferente do pontoBe o *

indica diferente dos demais pontos.
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DISCUSSAO

A andlise fisico-quimica tem sido empregada para avaliar a qualidade da
agua. A temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade sdo frequentemente
utilizados para avaliar a poluicdo da agua, assim como os dados de matéria organica
e metais na agua e no sedimento (MacDonald et al., 2000; Pandey et al., 2003).

Dentre os locais amostrados, o ponto D apresentou o menor valor de OD (4,6
mgOz.L'1), 0 que provavelmente tem relagdo com uma maior demanda por oxigénio
na agua nesse local, o que é corroborado pelos valores de M.O. e condutividade,
que sao elevados nesse ponto. Entretanto, nenhum dos locais amostrados
apresentou valores de OD considerados criticos (menores que 4,0 mg O..L™).
Valores de condutividade acima de 100 ps.cm™, como observado nos pontos C e D,
tém sido relatados para locais muito impactados (CETESB, 2001) e podem refletir
uma diminuigdo na qualidade da agua (Olsen et al., 2001).

Os valores encontrados para cromo, niquel e zinco no sedimento de todos os
locais de coleta, foram menores que as concentragdes limites (CL) para estes metais
(MacDonald et al., 2000), ou seja, concentragdes abaixo das quais os efeitos toxicos
dos metais para os organismos sdo pouco provaveis. Os valores encontrados para o
cobre foram maiores que a concentracao limite para este metal em todos os pontos,
porém menores que a concentragao de efeito provavel (CE para o Cu: 149 mg.kg'1),
ou seja, valor acima do qual o efeito téxico do cobre é esperado (MacDonald et al.,
2000). Tais resultados classificam o sedimento dos locais de coletas como nao
téxicos para organismos vivos em relagdo aos metais presentes.

Nao se tem determinado os valores de CL e CE paro o cobalto e o aluminio, o
que dificulta a analise desses metais. Para o aluminio, entretanto, as altas
concentracdes encontradas podem ser reflexo das caracteristicas naturais do solo
da regiao de Londrina. Como o pH da agua do ribeirdao Cambé tende a ser mais
basico que acido, e praticamente nao sofre variagdo sazonal, muito pouco desse
metal deve estar disponivel, ja que o aluminio tem sua toxicidade aumentada em
aguas acidas (Barcarolli & Martinez, 2004).

O presente trabalho mostrou que a inclusao de peixes pequenos inteiros € um

método pratico e de custo relativamente baixo que permitiu a avaliagdo simultéanea
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de alteragdes em varios 6rgaos (branquia, figado e rim) utilizando uma espécie de
peixe nativa como organismo teste na avaliagdo da qualidade da agua. Os lambaris
coletados em todos os pontos do ribeirdo Cambé apresentaram alteragcbes
histopatologicas nos trés 6rgaos examinados.

Os efeitos dos contaminantes ambientais sobre as branquias dos lambaris
sdo particularmente graves, ja que as branquias servem como o principal érgao para
a respiracdo e regulacao osmotica e ibnica. O prejuizo do funcionamento das
branquias durante a exposi¢cao aguda a algum poluente presente no ambiente pode
levar o peixe a morte (Hinton & Laurén, 1990; Hinton et al., 1992; Thophon et al.,
2003). O primeiro sinal de patologia branquial inclui a elevagao epitelial, que foi a
alteracdo mais frequentemente encontrada nas branquias dos lambaris do ribeirdo
Cambé. Esta alteracdo caracteriza-se pela elevagcdo de uma lamina continua do
epitélio lamelar para longe do sistema de células pilares, aumentando assim a
distancia entre o meio externo e o sangue. Ocorre a formagao de um espago que
pode ser preenchido por agua, podendo levar a formacédo de um edema (Wendelaar
Bonga, 1997; Thophon et al., 2003). Esta alteragéo ¢ interpretada como uma reagao
inicial das branquias ao estresse quimico, causado por uma variedade de poluentes.
A elevacao epitelial diminui a vulnerabilidade da area superficial das branquias,
entretanto, pode prejudicar a eficiéncia das trocas gasosas e transporte iGnico
(Mallat, 1985; Winkaler et al., 2001).

A hiperplasia, também encontrada nas branquias dos peixes dos cinco locais
de coleta, caracteriza-se pelo aumento na proliferacdo das células, podendo levar a
fusdo das lamelas e, mais raramente, dos filamentos (Heath, 1987; Hinton et al.,
1992). A fusdo lamelar € um mecanismo natural de defesa para proteger o epitélio
da lamela do contato direto dos agentes toxicos (Heath, 1987; Ojha, 1999). A
elevacao epitelial, hiperplasia e fusdo lamelar sdo conhecidas por serem alteragdes
inespecificas que podem ser causadas por uma variedade de estressores, tais como
metais, amonia, fendis, infec¢gdes por microorganismos e presenga de ectoparasitos
(Mallat, 1985; Hinton & Laurén, 1990; Hinton et al., 1992).

As lamelas branquiais dos lambaris coletados no Cambé também
apresentaram alteragbes vasculares, como congestdo vascular e aneurisma. O
aneurisma normalmente resulta do colapso do sistema de células pilares, que
prejudica a integridade vascular com a liberagdo de grande quantidade de sangue

que empurra o epitélio lamelar para fora (Heath, 1987; Hinton & Laurén, 1990).
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Outras alteracbes encontradas nas branquias dos lambaris dos cinco pontos de
coletas foram, hipertrofia, desarranjo lamelar e constricdo do seio sanguineo.

A maioria destas alteragcbes também foram observadas nas branquias de
Barbatula barbatula coletados em dois ribeirdes alemaes impactados com pesticidas
e metais pesados (Schwaiger et al., 1997) e de Astyanax altiparanae coletados em
diferentes ribeirdes urbanos (Winkaler et al., 2001). Outros trabalhos ja mostraram a
ocorréncia destas alteragdes nas branquias de peixes expostos experimentalmente a
diferentes poluentes. Por exemplo, em branquias de Lates calcarifer submetido a
exposicdo aguda e subcrénica de cadmio (Thophon et al., 2003); de Anguilla
anguilla expostos a diferentes concentragdes de resina acida e de efluente de fabrica
de papel e celulose (Pacheco & Santos, 2002); de Oncorhynchus mykiss
alimentados com cloreto de mercurio (Handy & Penrice, 1993); de Cyprinus carpio
expostos ao sulfato de cobre (Karan et al., 1998); de Salmo ftrutta expostos a varias
concentragdes de detergente anidnico (Abel, 1976) e de Prochilodus scrofa expostos
ao cobre (Mazon et al., 2002; Cerqueira & Fernandes, 2002).

A analise estatistica dos dados de VMA e IAH das branquias ndo mostrou
diferengas significativas entre os pontos de coleta. Foi observado neste 6rgdo uma
incidéncia de lesdes de gravidade de moderada para severa, na maioria das vezes
amplamente distribuida nas branquias dos lambaris de todos os pontos do ribeirao
Cambé. Estes resultados reforcam as observagdes de Winkaler et al. (2001) que
mostraram que as alteracdes branquiais de lambaris do ribeirdo Cambé ocorrem em
maior quantidade e de forma expressiva quando comparadas as alteragdes de
peixes de um local de referéncia.

O tecido hepatico desempenha iniUmeras fungdes vitais no metabolismo como
ja@ mencionado anteriormente, tais como: metabolismo de carboidratos,
armazenamento de lipidios, tendo um papel crucial na sintese e oxidagcado de acidos
graxos (Hinton & Laurén, 1990; Stevens & Lowe, 1995). Além de sua fungao
digestiva, as células hepaticas armazenam glicogénio, sintetizam proteinas
plasmaticas (Heath, 1987) e também constituem o principal centro de detoxificacao
do organismo (Heath, 1987; Hinton et al., 1992; Landis & Yu, 1995; Takashima &
Hibiya, 1995). Sendo assim, as lesbes neste 6rgao podem acarretar complicagbes
severas para o metabolismo do organismo. A concentracdao de xenobidticos no
figado, a excregao desses agentes ou de seus metabdlitos através da bile ou ainda a

conversao dessas substancias nos hepatdcitos, contribuem para a vulnerabilidade
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do figado a injurias quimicas (Heath, 1987; Hinton et al., 1992). Por isso, as
alteragdes histopatoldgicas no figado de peixes sdo biomarcadores eficientes que
indicam a exposig¢ao prévia do animal a estressores presentes no ambiente (Hinton
& Laurén, 1990; Hinton et al., 1992).

As alteragdes histopatologicas hepaticas constatadas neste trabalho, bem
como a pronunciada deplegcdo de glicogénio observada no figado dos lambaris dos
pontos A, B e D, ja foram citadas em outros estudos realizados com peixes
provenientes de locais contaminados (Teh et al., 1997; Schwaiger et al., 1997).

A reducdo na quantidade de glicogénio dentro dos hepatocitos pode
representar o inicio de uma resposta n&o especifica ao estresse (Hinton & Laurén,
1990), induzidas em peixes por diferentes compostos (Schwaiger et al., 1997;
Gundersen et al., 2000; Paris-Palacios et al., 2000). Varios estimulos desfavoraveis
podem induzir mudangas enddcrinas que podem levar a prejuizos metabdlicos,
como por exemplo a redugcao dos depésitos de glicogénio. Longos periodos de
mobilizacdo das reservas energéticas podem contribuir para aumentar a
susceptibilidade a doengas (Takashima & Hibiya, 1995; Paris-Palacios et al., 2000).
No presente estudo, a deplecéo de glicogénio observada nos hepatdcitos dos peixes
coletados nos pontos A, B e D pode ser interpretada como uma resposta nao
especifica ao estresse. Por outro lado, a intensa vacuolizagdao observada nos
hepatécitos dos lambaris da nascente e do ponto C, esta relacionada a um maior
acumulo de glicogénio no figado destes animais, evidenciado pela reagdo de PAS.
Estes resultados sugerem que as condigbes ambientais da nascente e do ponto C
nao estao interferindo nos estoques de glicogénio dos lambaris.

As alteragbes histopatoldgicas hepaticas observadas no presente estudo
foram degeneracao celular e nuclear, vacuolizagao citoplasmatica e nuclear, atrofia
nuclear, hiperemia, hipertrofia nuclear e citoplasmatica, necrose em alguns animais,
entre outras. Estas patologias parecem constituir uma resposta comum de peixes em
ambientes aquaticos degradados ou em testes em laboratério com agrotoxico ou
metais (Hinton & Laurén, 1990; Hinton et al., 1992; Takashima & Hibiya, 1995; Teh
et al., 1997; Schwaiger et al., 1997; Brown et al., 1998; Leadley et al., 1998; Johnsen
et al., 1998; Chang et al., 1998; Caballero et al., 1999; Gundersen et al., 2000; Paris-
Palacios et al., 2000; Schwaiger, 2001; Pacheco & Santos, 2002; Thophon et al.,
2003; Fanta et al., 2003).
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A hipertrofia ou atrofia dos hepatdécitos reflete o estado funcional do figado e é
notavelmente diferente em estados hiper ou hipofuncionais. A hipertrofia celular ou
nuclear indica a grande atividade da célula em decorréncia da presenca de algum
composto quimico ou auséncia de alguma substancia (Meyer & Hendricks, 1985;
Hinton et al., 1992; Takashima & Hibiya, 1995) e pode resultar em necrose (Fanta et
al., 2003; Takashima & Hibiya, 1995).

A hiperemia pode indicar um processo de adaptacédo que leva ao aumento do
fluxo sangliineo no tecido hepatico, facilitando o transporte de macroéfagos para as
regides danificadas deste tecido e também melhorando a oxigenag¢ao destas areas
ou ainda, pode indicar um mecanismo auxiliar na desintoxicagado. Assim, a hiperemia
e a presengca dos melanomacréfagos podem ser consideradas indicadores de
estresse em peixes decorrente da presenca de agentes quimicos (Anderson &
Zeeman, 1995). No presente trabalho, a hiperemia e os melanomacréfagos
observados no figado dos lambaris dos cinco locais do ribeirdo Cambé sugerem que
todos os pontos amostrados sofrem algum grau de contaminagao quimica.

Alteragbes como degeneragao nuclear e celular e deformagéo do contorno
celular podem indicar disfungdes induzidas por algum agente téxico, uma vez que
areas metabolicamente ativas do figado ficam reduzidas, levando a uma possivel
reducao geral nas fungbes desempenhadas por este 6rgao (Hinton & Laurén, 1990;
Hinton et al., 1992; Takashima & Hibiya, 1995; Teh et al., 1997)

Os valores de VMA hepatico obtidos para os lambaris do ribeirdo Cambé
indicou a ocorréncia de lesdes pontuais a amplamente distribuidas, principalmente
nos peixes provenientes do ponto D e o IAH indicou que a maioria das alteragdes
observadas s&o severas e que prejudicam o funcionamento do figado.

O rim dos lambaris dos cinco pontos de coleta foi o 6rgao que apresentou
uma maior quantidade de alteracbes e mais severas, quase todos os peixes
apresentaram degeneragdo granular seguida por degeneragdo hialina e
acompanhada por necrose das células epiteliais dos tubulos, entretanto um namero
maior de peixes do ponto B teve suas células necrosadas. Estas alteragdes sao
similares aquelas descritas para Oncorhynchus tshawytscha injetado com
eritromicina (Kiryu & Moffitt, 2001), para Prochilodus lineatus expostos a
concentragbes subletais de triclorfon (Veiga et al., 2002), para Salmo ftrutta e

Barbatula barbatula expostos a agua de dois ribeirdes contaminados com pesticidas,
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PCB, PAH e metais (Gernhofer et al., 2001; Schwaiger, 2001) e para Lates calcarifer
submetido a exposi¢ao aguda e subcrénica de cadmio (Thophon et al., 2003).

Em virtude do rim ser um o6rgdo que recebe grande fluxo sangliineo a
presenca de compostos quimicos no sangue pode levar a algumas mudancas
patolégicas na capsula de Bowman, como proliferacédo anormal das células epiteliais
e 0 espessamento da Iamina basal, levando a redugéo do espaco de Bowman. Além
disso, pode ocorrer o aparecimento de células sanglineas ou agregados de células
sanguineas ou de matéria estranha no espago de Bowman (Hinton et al., 1992;
Takashima & Hibiya, 1995). As vezes o excesso de hemaécias nos capilares pode
levar ao rompimento desses vasos e, nesse caso, € comum encontrar hemacias no
espaco de Bowman (Takashima & Hibiya, 1995). As lesdes observadas no
corpusculo renal dos lambaris coletados no Cambé podem prejudicar a filtragcao
glomerular e refletem condigcbes anémalas do corpusculo renal (Meyer & Hendricks,
1985; Hinton & Laurén, 1990). Estas alteragdes sdo similares aquelas encontradas
em Anguilla anguilla exposta a diferentes concentragbes da resina acida e de
efluente de fabrica de papel e celulose (Pacheco & Santos, 2002), em Prochilodus
lineatus expostos a concentragcbes subletais de triclorfon (Veiga et al., 2002), em
Salmo trutta e Barbatula barbatula expostos a agua de dois ribeirbes contaminados
com pesticidas, PCB, PAH e metais (Gernhofer et al., 2001) e em Trichomycterus
brasiliensis exposto por quatro horas ao mercurio orgénico (Oliveira Ribeiro, et
al.,1996).

Tubulos renais pré-existentes podem ser freqliientemente regenerados apés
serem danificados por algumas doengas (Takashima & Hibiya, 1995). Segundo
Hinton & Laurén (1990) a regeneragao tubular em peixes pode ser uma boa
indicacdo de adaptacido e recuperagao. Neste trabalho, no rim dos lambaris dos
cinco locais de amostragem foram observados tubulos em regeneragdo, que
também foi observado em salmao real (Oncorhynchus tshawytscha) injetado com
eritromicina (Kiryu & Moffitt, 2001). Apds dano renal induzido por agentes toxicos,
pode haver a produgdo de néfrons inteiramente novos (Reimschuessel, 2001;
Takashima & Hibiya, 1995). O novo néfron demora varias semanas para
amadurecer, desenvolvendo os segmentos proximal e distal e tornando se cada
mais eosindfilo quando se distinguem as células do estagio adulto (Cormier et al.,
1995). A presencga de novos néfrons em peixes pode indicar que o comprometimento

fisiologico destes ndo esta impedindo qualquer regeneragao tecidual (Takashima &
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Hibiya, 1995). Pode-se encontrar novos néfrons em peixes de aguas n&o poluidas, o
que difere de um ambiente impactado é quantidade desta estrutura no animal. Neste
estudo, este tipo de estrutura foi encontrado em grande quantidade nos lambaris de
todos os pontos. Novos néfrons também foram observados em peixes da espécie
Ameiurus nebulosus e Microgadus tomcod coletados em ribeirbes contaminados
(Cormier et al., 1995) e em Carrassius auratus exposto ao hexaclorobutadieno,
gentamicina e cloreto de mercurio e também em Oncorhynchus mykiss exposto ao
tetracloroetileno (Reimschuessel, 2001).

A andlise do VMA mostrou que as lesdes renais dos lambaris de todos os
pontos estavam, na maioria dos casos, amplamente distribuidas pelo 6rgdo. Os
animais do ponto B apresentaram IAH significativamente maior que dos peixes dos
demais pontos de coleta. Entretanto, lesées renais severas e irreversiveis foram
observadas em lambaris de todos os pontos do ribeirdo Cambé, indicando que o
tecido renal esta sofrendo danos severos e em alguns casos irreparaveis.

Dos trés érgéos analisados o rim foi 0 que demonstrou mais sensibilidade aos
eventuais contaminantes do ribeirdo Cambé, seguido do figado e das branquias, que
foi o 6rgdo com menor comprometimento morfolégico.

A alta incidéncia de alteragdes histopatoldgicas nos lambaris procedentes do
ribeirdo Cambé, indica claramente o comprometimento da saude destes peixes em
decorréncia da presenca de agentes toxicos na agua destes locais. Estes resultados
mostram a necessidade de acdes mais efetivas por parte do poder publico no que se
refere ao controle da emisséo de cargas poluidoras e ao planejamento urbano. Este
trabalho também evidenciou que as analises histopatoldgicas branquiais, hepaticas e
renais sao ferramentas sensiveis e adequadas que podem ser utilizadas como

biomarcadores em programas de monitoramento ambiental.

CONCLUSAO

¢ A maioria das lesdes encontradas nas branquias dos lambaris coletados
nos cinco locais de amostragem € considerada leve e de possivel

regressao, se a qualidade da agua melhorar. As lesbes hepaticas dos
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lambaris dos cinco pontos de coleta sdo consideradas mais graves que as
branquiais, e podem afetar o funcionamento deste 6rgao. Ja as alteragdes
renais foram as mais severas e podem causar danos irreparaveis ao
tecido, mostrando portanto ser esse o0 6rgdo mais sensivel a acdo dos
poluentes.

e A inclusdo de peixes pequenos inteiros € um método pratico e de custo
relativamente baixo que permite a avaliagdo simultadnea de alteragbes em
varios orgaos, utilizando o peixe como organismo teste na avaliagdo da
qualidade da agua.

e A alta incidéncia de alteragdes histopatologicas nos lambaris procedentes
de todos os pontos estudados do ribeirdao Cambé, indica claramente o
comprometimento da saude desses peixes e da agua desses locais,
provavelmente em fungdo de uma maior concentragao de agentes toxicos.

e Anadlises histopatolégicas branquiais, hepaticas e renais podem ser
utilizadas como biomarcadores em programas de monitoramento

ambiental.
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Resumo: O presente estudo enfatiza o uso da andlise histopatolégica do rim e analise
morfométrica das células interrenais da porgéo anterior do rim, para avaliar os efeitos da
contaminagdo aquatica em um ribeirdo urbano, utilizando-se o lambari do rabo amarelo
(Astyanax altiparanae, Characiformes). O estudo histopatologico revelou alteragdes severas
no rim dos lambaris do ribeirdo, tais como: necrose, degeneragao hialina, reducdo do
espago de Bowman e novos néfrons. A analise morfométrica das células interrenais destes
animais revelou um aumento na area da célula e do nucleo e no didmetro do nucleo,
demonstrando estarem hipertrofiadas quando comparada com as células interrenais dos
peixes de um local referéncia. Estes resultados indicam uma maior incidéncia de alteragdes
histopatolégicas renais e estimulagdo crénica do eixo hipotalamo — hipofise — células
interrenais (HPI) dos lambaris que vivem no ribeirdo urbano. Os parametros analisados
mostraram-se ferramentas sensiveis que podem ser empregados como biomarcadores para
avaliagdo da contaminacao aquatica em programas de monitoramento ambiental.

Palavras chaves: histopatologia, rim, célula interrenal, peixe, contaminagao aquatica.

INTRODUCAO

Rios, ribeirbes e cérregos que estdo localizados no perimetro urbano, vém
sofrendo com a poluicdo ambiental, pois recebem descarga de varias formas de
poluentes, como por exemplo, efluentes industriais, despejo de esgoto doméstico e
até escoamento de agrotdxicos. Os poluentes podem causar lesdes nos tecidos e
orgaos dos peixes que vivem em ambientes degradados (Overstreet, 1988;
Schwaiger et al., 1997; Teh et al., 1997). Assim, as analises histopatolégicas sao
consideradas ferramentas sensiveis para detectar a presenca e os efeitos de
compostos quimicos em orgaos alvo (Schwaiger, 2001).

O rim dos teledsteos, em associagao com as branquias e intestino, realiza a

excregao e a manutencado da homeostase dos fluidos corporais e por receber grande
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fluxo sanglineo pode ser considerado, assim como as branquias, 6rgao alvo para os
poluentes (Hinton et al., 1992; Evans, 1993). Esse 6rgdo € extremamente
importante, porque além da produgao de urina, constitui a principal rota de excrecéo
para os metabdlitos de varios xenobidticos aos quais o peixe tenha sido
eventualmente exposto (Hinton et al.,, 1992). Lesdes no tecido renal podem ser
indicacbes de toxinas especificas, e assim podem ser utilizadas como indicadores
dos efeitos dos contaminantes (Overstreet, 1988; Hinton & Laurén, 1990; Schwaiger
et al.,, 1997). Na presenca de poluentes o rim pode apresentar varias alteracdes
histologicas (Meyer & Hendricks, 1985; Hinton & Laurén, 1990; Hinton et al., 1992;
Cormier et al., 1995; Takashima & Hibiya, 1995; Schwaiger et al., 1997; Meletti et al.,
2003). As alteragbes histopatoldgicas renais em peixes vém sendo utilizadas como
biomarcadores da contaminagao aquatica (Hinton et al., 1992; Oliveira Ribeiro et al.,
1996; Schwaiger, et a.l., 1997; Pacheco & Santos, 2002).

A porcéo anterior do rim € homodloga a adrenal de mamiferos esta relacionada
com o sistema endécrino do animal e com as respostas ao estresse, que sao
mediadas pelo eixo hipotalamo — hipéfise — células interrenais (HPI) e pelo eixo
hipotalamo — sistema nervoso autbnomo — células cromafins (HSC) (Donaldson,
1981; Wendelaar Bonga, 1997). As células interrenais liberam os corticosteroides,
sendo o mais importante o cortisol, também chamado de horménio do estresse. O
aumento da concentragdo de cortisol no plasma, em resposta a algum estimulo
estressor, indica aumento da atividade das células interrenais, que pode ser avaliado
através de medidas da area da célula e do nucleo e do didmetro do nucleo das
células interrenais (Donaldson, 1981; Norris et al., 1997; Quabius et al., 2000). O
estresse crbénico pode causar hipertrofia no tecido interrenal dos teledsteos (Norris et
al., 1997; Quabius et al., 2000).

Considerando-se a importancia dos estudos de campo para o monitoramento
ambiental e a necessidade de se conhecer os efeitos da exposigdo crdnica aos
poluentes em espécies neotropicais, o presente trabalho avaliou a ocorréncia, o tipo
e a intensidade das eventuais alteragdes histopatolégicas no rim, bem como as
alteragbes morfométricas no tecido interrenal, de lambaris da espécie Astyanax

altiparanae, coletados em um ribeirdo urbano impactado.
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MATERIAL E METODOS

Local de estudo e coletas dos animais

De novembro de 2001 a setembro de 2002, lambaris, Astyanax altiparanae
Garuti & Britski, 2000 (Characidae, Tetragonopterinae), foram coletados em 3 pontos
do ribeirdao Cambé (Pontos I, Il e Ill), todos localizados no perimetro urbano de
Londrina, norte do Estado do Parana, (Fig.1). O ponto | € um local bastante
impactado, recebe efluentes de uma cooperativa agroindustrial, além de efluentes
domésticos; o ponto Il, € um local impactado principalmente devido a descarga de
esgoto doméstico e industrial; o ponto lll, localizado préximo a um coérrego que
recebe efluentes de uma fabrica de baterias. Foi utilizado como local de referéncia a
estacdo de piscicultura da Universidade Estadual de Londrina, onde os tangues
estao livres de contaminantes, neste local foi realizado uma coleta em setembro de
2003. Um total de 145 lambaris (massa: 19,25 * 6,96 g; comprimento total: 10,52 +
1,27 cm) foram coletados nos 3 pontos e na referéncia, utilizando-se equipamentos
de pesca artesanal (tarrafas, pucas, redes de espera e peneiras). Os peixes
capturados, apds serem sacrificados por sec¢cao medular, foram pesados e medidos

e o rim (porgao anterior e posterior) foi retirado com auxilio de material de dissecgao.
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BACIA DO RIBEIRAO CAMBE
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Fig. 1. Mapa mostrando a regido do municipio de Londrina, Estado do Paranda, onde foram
realizados as coletas no alto ribeirdo Cambe (1, Il e il sdo os pontos de coleta).

Determinagao dos metais e matéria organica na agua e sedimento

Em cada local de amostragem foram determinados os seguintes parametros
fisicos e quimicos da agua: temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade.
Nos pontos |, Il e Ill foram coletadas amostras de agua (3 L) e sedimento (50 g) para
a determinagao da concentragdo de metais e matéria organica. As amostras de agua
que foram destinadas as analises de metais foram fixadas com &acido cloridrico e
resfriadas.

Para analise de metais na agua e sedimento, as amostras foram inicialmente
concentradas e mantidas refrigeradas (4°C) até o momento da leitura. As andlises da

concentragédo de metais (cromo, cobre, zinco, niquel, aluminio e cobalto) foram
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realizadas em espectrofotdbmetro de absorgdo atdémica (Varian, Spectr AA-10 plus)
em ftriplicatas.

Para a determinacao da matéria organica foi utilizado o método gravimétrico,
sendo o material resultante da filtragdo das amostras de agua (500 mL) e o
sedimento (2 g) incinerados em mufla por 1 hora a 400°C e as analises feitas em

triplicatas.

Analise histopatolégica

O rim (por¢ao anterior e posterior) foi fixado em Bouin (12h) e incluido em
parafina. Os cortes de 5 um foram corados com hematoxilina e eosina para
descricdo morfolégica em microscopio de luz comum. Foram analisados 10 cortes
para cada animal. As alteragbes histopatolégicas foram avaliadas
semiquantitativamente de duas formas: a) Calculo do Valor Médio de Alteragao
(VMA), com base na incidéncia de lesdes, de acordo com Schwaiger et al. (1997).
Para tanto, atribuiu-se um valor numérico para cada animal conforme a escala: grau
1 (auséncia de alteracao histopatoldgica), grau 2 (ocorréncia de lesdes pontualmente
localizadas) e grau 3 (lesdes amplamente distribuidas pelo érgéo); b) Calculo do
indice de Alteragéo Histopatoldgica (IAH), com base na severidade de cada les3o.
Para tanto, as alteragcdes foram classificadas em estagios progressivos quanto ao
comprometimento das fungbes renais: alteragbes de estagio |, que nao
comprometem o funcionamento do 6rgao; de estagio Il, mais severas e que
prejudicam o funcionamento normal do 6rgao; e de estagio Ill, muito severas e
irreversiveis, adaptado de Poleksic & Mitrovic — Tutundzic (1994). Um valor de IAH
foi calculado para cada animal através da formula: IAH =10° =/ + 10" =11 + 10% 2/,
sendo /, Il e Ill correspondente ao numero de alteracbes de estagio |, Il e lll,
respectivamente. O valor médio de IAH foi dividido em 5 categorias por Poleksic &
Mitrovic- Tutundzic (1994): 0-10 = funcionamento normal do rim; 11-20 = danificagao
leve para moderada do rim; 21-50 = modificagdo moderada para severa do rim; 51-
100 = modificacdo severa do rim; maior que 100 = danificagdo irreparavel do rim.
Este indice permitiu a comparagédo da severidade das lesdes renais entre os peixes

coletados nos diferentes locais.
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Analise do tecido interrenal

Dos 145 animais 51 foram submetidos a analise morfométrica do tecido
interrenal, sendo oito peixes da referéncia, sete peixes do ponto I, vinte e dois peixes
do ponto Il e quatorze peixes do ponto Ill. De uma lamina do rim anterior de cada
peixe, dez areas com células interrenais foram fotografadas por uma camara digital
(Motic Cam). De cada foto, 6 células foram analisadas, medindo-se a area da célula
e do nucleo (um2) e o didmetro do nucleo (um), utilizando-se o software Motic 2000.
Com estes dados calculou-se, para cada célula, a razao da area do nucleo/area da

célula.

Analise estatistica

Os resultados (médias + DP) de VMA e IAH e das dimensdes das células
interrenais obtidos para os animais de cada local estudado, foram comparadas entre
si utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) e testes de comparagdo multiplas

(SNK), sendo considerados significativos valores de P<0,05.

RESULTADOS

Os resultados referentes ao pH, temperatura, OD e condutividade da agua,
determinados para cada local, assim como, as medidas de matéria organica da agua
e do sedimento e metais no sedimento, estdo apresentadas na Tabela 1. Os locais
amostrados n&do apresentaram valores criticos de OD (menores que 4,0 mg.L™").
Entretanto, notou-se que no ponto Il, o valor de OD foi baixo. Todos os locais

apresentaram valores de condutividade acima de 100 pus.cm™.
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Os pontos | e Il apresentaram valores de matéria organica no sedimento
maiores que o ponto lll. As concentracbes mais elevadas dos metais analisados no
sedimento foram observadas nos pontos | e Il. As analises de metais na agua dos
locais amostrados apresentaram resultados abaixo do limite de deteccdo do

aparelho, ndo sendo, portanto apresentados na tabela.

Tabela 1. Valores médios de pH, oxigénio dissolvido (OD), temperatura,
condutividade, concentragédo de matéria organica na agua e sedimento e metais no
sedimento dos locais de coleta.

Parametros fisicos e Matéria Metais no sedimento
quimicos da agua organica (mg.kg™)
Local O.D. Temp pH Cond H;0O Sed Al Ni Cu Zi Cr Co
mg L °c uS.cm™ mg.dL'1 mg.g'1

| 7,73 20,86 7,59 232 0,004 110 2048 55 553 44 40 1,0

Il 459 2226 741 160 0,004 95 2076 53 683 119 43 07

1] 6,92 19,70 7,58 177 0,003 26 876 15 135 24 18 0.3

Analise histopatolégicas

A ndo ser pela presengca de degeneragédo hialina em algumas células do
epitélio tubular e de oclusdo da luz tubular em alguns tubulos, os peixes da
referéncia ndo apresentaram muitas alteragdes morfolégicas no rim. Nos peixes
coletados nos pontos |, Il e Ill foi observado vacuolizagédo citoplasmatica (Fig. 4),
associada com degeneragao granular e hialina e necrose nos tubulos proximais e
distais (Fig. 2). Também foi observado nos peixes destes locais, dilatagdo dos
capilares do glomérulo (Fig. 3a), que levou a um aumento do glomérulo, que resultou
na redugao do espacgo da capsula de Bowman (Fig. 3a) e na presenca de hemacia
no espago de Bowman (Fig. 3a). Algumas vezes também foi observado um grande
acumulo de sangue no capilar do glomérulo e no espago de Bowman que foi
chamado de hemorragia. Outras alteragbes como oclusdo da luz tubular (Fig. 2),
hipertrofia do nucleo (Fig. 4) e hipertrofia celular dos tubulos, rompimento das células
dos tubulos, desarranjo das células dos tubulos (Fig. 4), degeneragao tubular,
regeneracgao tubular (Fig. 2b) e presenga de novos néfrons (Fig. 3b), também foram
observados no rim dos lambaris dos pontos I, Il e lll. As alteracbes observadas

foram classificadas quanto ao grau de severidade e comprometimento da fungao
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renal, conforme mostra a Tabela 2. Foram observadas alteracdes de estagio |, Il e
[l

Tabela 2. Classificagdo das alteragbes histologicas do rim quanto ao tipo e
localizagéo das lesdes e dos estagios em que se inserem, modificado de Poleksi¢ &
Mitrovi¢-Tutundzi¢ (1994).

Alteracdes Histolégicas Renal Estagio
. Alteragodes tubulares
= Degeneragéao granular I
= Hipertrofia celular I
* Hipertrofia nuclear I
= Vacuolizacao celular |
I
I

-

» Dilatagcao da luz tubular

= Tubulos em regeneragéo

*» Rompimento celular Il
»= Degeneragao hialina Il
*= Oclusao da luz tubular Il
* Degeneragéo tubular Il
* Novos néfrons Il
2. Alteragoes glomerulares

» Dilatacao dos capilares |
= Espessamento do endotélio capilar I
= Aumento do volume glomerular I
» Redugédo do espaco de Bowman Il
= Presenga de hemacias no espago de Bowman Il
» Extravasamento de sangue no espago de Bowman (hemorragia) Il
3. Necrose

Necrose focal "
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Fig. 2. Fotomicrografia do rim de Astyanax altiparanae coletado no ponto Il. Notam-se
varias lesdes nos tubulos. Necrose (asterisco); degeneragao hialina (seta); degeneragao
granular (seta branca), oclusdo da luz tubular (cabega da seta) e regeneragao tubular
(estrela). (a) detalhe da necrose e (b) detalhe da regeneracdo tubular e degeneracéo
granular. Escala da barra =25 ym. H & E.

Fig. 3. Fotomicrografia do rim de Astyanax altiparanae coletados no ponto |. (a) Corpusculo
renal com alteragdes patoldgicas. Nota-se dilatagdo dos capilares do glomérulo (asterisco),
que resultou na redugdo do espago da capsula de Bowman (seta) e na presenga de
hemacia no espago de Bowman (seta branca). (b) Novo néfron desenvolvido (seta). Escala
da barra=25 ym. H & E.
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Fig. 4. Fotomicrografia do rim de Astyanax altiparanae coletado no ponto Ill. Nota-se
varias lesbes nos tubulos. Vacuolizagdo citoplasmatica das células epiteliais do
tubulo distal (seta branca); hipertrofia nuclear das epiteliais do tubulo distal (seta) e
desarranjo das células epiteliais dos tubulos (cabega da seta). (a) detalhe da
vacuolizagao citoplasmatica e (b) detalhe da hipertrofia nuclear das epiteliais do
tubulo distal. Escala da barra=25 ym. H & E.

Os valores de VMA calculados para os peixes dos pontos |, Il e Ill e da
referéncia permaneceram entre 2 e 3 (Fig. 5a), indicando a incidéncia de lesdes de
moderada para amplamente distribuidas pelo rim. Entretanto, os 3 pontos se
diferenciaram da referéncia, pois os valores de VMA obtidos foram significativamente
maiores (F=10,29; P<0,001).

Os pontos I, Il e Ill também se diferenciaram do local de referéncia em relacao
ao indice de alteragdes histopatoldgicas (IAH). Os valores obtidos para os animais
dos 3 pontos de coleta foram significativamente maiores (F=8,93; P<0,001) do que
os valores de IAH dos animais da referéncia (Fig. 5b). O IAH dos animais da
referéncia foi de 38,22 + 9,38, o que indicou a ocorréncia de alteragdes de estagio |
e algumas de estagio Il. Ja os valores de IAH obtidos para os pontos |, Il e Il (109,68
+ 53,34; 98,44 + 49,33 e 129,48 + 55,33, respectivamente), indicando uma maior
ocorréncia de alteragbes de estagio Il e de estagio Ill, que sdo mais severas e que

prejudicam o funcionamento normal do 6rgéo sendo algumas irreversiveis.
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(a) Valor médio de alteracdes (b) indice de alteragées
histopatologicas histopatolégicas
3 * 160 -
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Fig. 5. (a) Valor médio de alteragbes histopatoldgicas e (b) indice de alteragdes
histopatolégicas. As barras representam as médias e a linha vertical o erro padrao. O *
indica valor significativamente diferente da referéncia (P< 0,001).

Descri¢do e analise morfométrica das células interrenais

O rim anterior de A. altiparanae € composto de lobos bilaterais fundidos
localizados anteriormente a bexiga natatéria e ventrolateralmente a coluna vertebral
(Fig. 6). Este 6rgao contém os tecidos interrenal, cromafins e linféide (Fig. 7a e 7b).
O tecido interrenal estad associado com a veia cardinal posterior e seus ramos. As
células interrenais nao apresentam uma forma definida. Estas células podem ser
cilindricas, poligonais ou ovéides. Quando coradas com HE, o citoplasma é
eosindfilo aparentemente homogéneo, enquanto o nucleo € quase sempre redondo e
basofilo com nucléolo evidente (Fig. 7c). As células interrenais dos peixes dos
pontos |, Il e Ill apresentaram vacuolizagao citoplasmatica e hipertrofia nuclear e

celular (Fig. 7c e d).
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Fig. 6. Localizagédo do rim em Astyanax altiparanae. (a) esquema da localizagdo do rim e (b)
Fotomicrografia do rim anterior (asterisco) e rim posterior (seta). Escala barra = 0,3 cm.

-
Fig. 7. Fotomicrografia do rim anterior de A. altiparanae coletado na referéncia (a e b) e nos
ponto | e Ill (c e d). (a) Tecido interrenal dos animais da referéncia (seta), tecido linféide
(seta branca) e eritrocitos (estrela); (b) células cromafins (seta); (c) célula cromafim (dupla
seta); (c) e (d) células interrenais com hipertrofia nuclear (cabega da seta) e celular (seta) e
vacuolizagdo citoplasmatica (seta branca). Escala barra = 25 ym. H&E.
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A analise morfométrica das células interrenais indicou que as médias da area
da célula e do nucleo, e do diametro do nucleo, obtidas para os peixes coletados nos
pontos I, Il e lll foram significativamente maiores que dos peixes da referéncia (F=
6,59; 5,37; 11,21; respectivamente; P<0,001). A razao area do nucleo/area da célula
foi significativamente menor nos peixes coletados no ribeirdo Cambé (P<0,001), em

relagdo a referéncia (Fig. 8).
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Fig. 8. Analise morfométrica das células interrenais do rim anterior de A. altiparanae
coletados nos pontos |, Il e Il e na referéncia. (a) Areas celulares. (b) Areas nucleares
dessas células. (c) Diametro nuclear dessas células. (d) Calculo da razao: nucleo/célula. As
barras representam as médias e a linha vertical o erro padrdo. * indica valor
significativamente diferente daquele obtido para os animais da referéncia (P<0,001).

DISCUSSAO

A analise fisico-quimica tem sido empregada para avaliar a qualidade da
agua. A temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade sado frequentemente
utilizados para avaliar a poluigdo da agua, assim como os dados de matéria organica
e metais na agua e no sedimento (MacDonald et al., 2000; Pandey et al., 2003).
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Dentre os locais amostrados, o ponto Il apresentou o menor valor de OD (4,6
mgL™"), o que provavelmente tem relacdo com uma maior demanda por oxigénio na
agua nesse local. Entretanto, nenhum dos locais amostrados apresentou valores de
OD considerados criticos (menores que 4,0 mg O,.L™"). Valores de condutividade
acima de 100 us.cm'1, como observado nos pontos | e Il, tém sido relatados para
locais muito impactados (CETESB, 2001) e podem refletir uma diminuigdo na
qualidade da agua (Olsen et al., 2001).

No presente estudo, apenas os valores encontrados para o cobre nos pontos |
e Il foram maiores que a concentragao limite (CL) para este metal, porém menores
que a concentracdo de efeito provavel (CE), ou seja, valor acima do qual os efeitos
téxicos do cobre sao esperados (MacDonald et al., 2000). Os valores encontrados
para cromo, niquel e zinco no sedimento de todos os locais de coleta, foram
menores que as concentracdes limites (CL) para estes metais (MacDonald et al.,
2000), ou seja, concentragdes abaixo das quais os efeitos toxicos dos metais para
0S organismos sao pouco provaveis. Tais resultados classificam o sedimento dos
locais de coletas como nao téxicos para organismos vivos em relagdo aos metais
presentes.

Nao se tem determinado os valores de CL e CE paro o cobalto e o aluminio,
o0 que dificulta a analise desses metais. Para o aluminio, entretanto, as altas
concentracées encontradas podem ser reflexo das caracteristicas naturais do solo
da regiao de Londrina. Como o pH da agua do ribeirdao Cambé tende a ser mais
basico que acido, e praticamente nao sofre variagdo sazonal, muito pouco desse
metal deve estar disponivel, ja que o aluminio tem sua toxicidade aumentada em
aguas acidas (Barcarolli & Martinez, 2004).

Este estudo enfatiza o uso da analise histopatoldgica para avaliar os possiveis
efeitos de contaminantes no rim, em uma espécie de peixe, coletado em um ribeirao
urbano. As alteragdes histopatolégicas dos lambaris dos pontos |, Il e lll, foram
claramente diferentes dos lambaris da referéncia em relagado ao tipo, a severidade e
a quantidade das lesbes observadas na porcdo posterior do rim. As lesdes
encontradas nos animais da referéncia foram alteragdes leves, como a degeneragao
granular nas células epiteliais dos tubulos, enquanto que lesées encontradas nos
animais dos pontos I, Il e lll foram mais severas e em alguns casos irreversiveis,

como a necrose nas células epiteliais dos tubulos. Estes resultados sdo semelhantes
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as conclusdes de Schwaiger et al. (1997) ao coletar peixes da espécie Barbatula
barbatula em dois ribeirdes alemaes impactados com pesticidas e metais pesados.

Os tipos de lesdes histopatoldgicas observados nesse estudo indicam os
possiveis efeitos dos agentes téxicos presentes na agua e no sedimento do ribeirdo
Cambé. Uma alta incidéncia de vacuolizacdo citoplasmatica, associada com
degeneragdo granular e hialina e necrose nos tubulos proximais e distais foi
observada nos peixes coletados neste ribeirdo. Degeneragdo granular e hialina
foram as alteragdes que apareceram em maior quantidade nos pontos |, Il e lll.
Estas mudangas degenerativas podem ser o resultado de material téxico no filtrado
glomerular (Meyer & Hendricks, 1985; Rand, 1995). Na degeneracao granular, que
pode ocorrer no epitélio dos tubulos proximais e distais, a célula epitelial sofre
hipertrofia, o citoplasma exibe alguns granulos, o contorno celular ndo pode ser visto
claramente e o calibre do lumen diminui (Takashima & Hibiya, 1995; Rand, 1995).
Na degeneracéo hialina ocorrem granulos eosindfilos no citoplasma das células do
tubulo renal, estes granulos sdo de tamanhos irregulares e seu acumulo pode levar a
necrose. Os granulos podem ser produzidos sozinhos dentro das células ou
formados pela reabsorgéo excessiva de substancias protéicas, filtradas através de
glomérulos danificados (Hinton & Laurén, 1990; Takashima & Hibiya, 1995). Injurias
celulares podem resultar na queda do nivel de ATP intracelular, que por sua vez
compromete a bomba de cation da célula, permitindo o influxo de sédio, cloreto,
célcio e agua, com consequente aumento do volume celular e prejuizos para a
membrana celular, com efluxo de alguns ions (K*), enzimas e outras proteinas.
Muitas dessas mudancas degenerativas na célula sao reversiveis (Meyer &
Hendricks, 1985; Hinton & Laurén, 1990; Takashima & Hibiya, 1995; Rand, 1995).
Estes tipos de alteragdes celulares também foram observados em Oncorhynchus
tshawytscha injetado com eritromicina (Kiryu & Moffitt, 2001), em Prochilodus
lineatus expostos a concentragdes subletais de triclorfon (Veiga et al., 2002) e em
Salmo trutta e Barbatula barbatula mantidos em gaiolas em dois riachos alemaes
contaminados com pesticidas, befenilas policloradas (PCBs), hidrocarbonetos
poliaromaticos (PAH) e metais (Gernhofer et al., 2001).

O acumulo de granulos eosindfilos no citoplasma da célula (degeneragéo
hialina) também pode resultar em necrose (Takashima & Hibiya, 1995). Neste
trabalho, a maioria dos lambaris coletados nos trés pontos do ribeirdo Cambé

apresentou degeneracgao hialina seguida de necrose, entretanto um numero maior
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de peixes do ponto Ill teve suas células necrosadas. Degeneragao hialina seguida
de necrose também foi observada em Oncorhynchus tshawytscha injetado com
eritromicina (Kiryu & Moffitt, 2001), em peixes da espécie Barbatula barbatula
coletados em dois ribeirbes alemées impactados com pesticidas e metais pesados
(Schwaiger et al., 1997) e em Prochilodus lineatus expostos a concentragoes
subletais de triclorfon (Veiga et al., 2002).

Uma das etapas do processo de degeneracgao celular pode ser a hipertrofia
nuclear e/ou citoplasmatica das células epiteliais dos tubulos renais, onde as células
apresentam-se com formas e tamanhos irregulares. Os lambaris coletados nos
pontos I, Il e Ill apresentaram uma maior freqliéncia destas alteracbes que os
animais coletados no local de referéncia. Estas alteragbes também foram
observadas em peixes da espécie Barbatula barbatula coletados em dois ribeirbes
alemaes impactados com pesticidas e metais pesados (Schwaiger et al., 1997), em
Trichomycterus brasiliensis exposto por doze horas ao mercurio organico (Oliveira
Ribeiro, et al., 1996) e em Prochilodus lineatus expostos a concentragdes subletais
de inseticida (Veiga et al., 2002).

O acumulo de certos materiais no lumen dos tubulos proximais ou distais
pode levar a oclusdo da luz tubular, assim como o aumento no volume das células
epiteliais pode resultar na redugéo do lumen levando ao estreitamento da luz tubular
(Takashima & Hibiya, 1995). Estes tipos de alteragdes prejudicam a passagem do
filtrado, além de comprometer o processo de reabsorgédo e secregao tubular (Meyer
& Hendricks, 1985; Hinton & Laurén, 1990). Assim como as outras alteragdes
citadas, estas também ocorreram em maior quantidade nos lambaris coletados nos
pontos |, Il e lll. Estas alteracoes também foram observadas em peixes da espécie
Barbatula barbatula coletados em dois ribeirdes alemaes impactados com pesticidas
e metais pesados (Schwaiger et al., 1997) e em carpa com a doenga de “sekoke” e
tratada com aloxan (Takashima & Hibiya, 1995).

Em virtude de o rim ser um 6rgdo que recebe grande fluxo sanglineo a
presenca de compostos quimicos no sangue no rim pode levar a algumas mudangas
patoldgicas na capsula de Bowman, como proliferagdo anormal das células epiteliais
e 0 espessamento da lamina basal, levando a reducéo do espaco de Bowman. Além
disso, pode ocorrer o aparecimento de células sanglineas ou agregados de células
sanguineas ou de matéria estranha no espago de Bowman (Hinton et al., 1992;

Takashima & Hibiya, 1995). As vezes o excesso de hemécias nos capilares pode
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levar ao rompimento destes vasos e, neste caso, € comum encontrar hemacias no
espagco de Bowman (Takashima & Hibiya, 1995). Neste trabalho, os lambaris
coletados nos pontos |, Il e lll, foram os que apresentaram maior incidéncia destas
alteragdes, que refletem condicdes andmalas do corpusculo renal (Meyer &
Hendricks, 1985; Hinton & Laurén, 1990). Alteragcdes no corpusculo renal, como
dilatagdo dos capilares do glomérulo, aumento do espago de Bowman e
degeneracdo glomerular foram encontradas em Anguilla anguilla exposta a
diferentes concentragdes da resina acida e a efluente de fabrica de papel e celulose
(Pacheco & Santos, 2002). Redugéo do espag¢o de Bowman também foi encontrada
em Prochilodus lineatus expostos a concentragdes subletais de inseticida (Veiga et
al., 2002), em Salmo trutta e Barbatula barbatula mantidos em gaiolas em dois
riachos aleméaes contaminados com pesticidas, PCB, PAH e metais (Gernhofer et al.,
2001) e em Trichomycterus brasiliensis exposto por quatro horas ao mercurio
organico (Oliveira Ribeiro, et al.,1996).

A recuperacao de algumas alteragdes renais € caracterizada pela restauragao
da aparéncia e fungcdo normal do tecido, devido a proliferacdo de tipos celulares
especificos (Meyer & Hendricks, 1985). Tubulos renais pré-existentes podem ser
freqientemente regenerados apds serem danificados por algumas doencas
(Takashima & Hibiya, 1995). Segundo Hinton & Laurén (1990) a regeneracgao tubular
em peixes pode ser uma boa indicacao de adaptacio e recuperacio. Neste trabalho,
no rim dos lambaris dos trés locais de amostragem, foram observados tubulos em
regeneracdo. Regeneragdo tubular também foi observada em Oncorhynchus
tshawytscha injetado com eritromicina (Kiryu & Moffitt, 2001).

Apds dano renal induzido por agentes téxicos, pode haver a producédo de
néfrons inteiramente novos. Normalmente o rim dos peixes contém aglomerados de
células basdfilas localizados no intersticio, freqientemente proximos ao ducto
coletor. Induzidos por compostos quimicos estes aglomerados podem desenvolver-
se em novos néfrons (Reimschuessel, 2001; Takashima & Hibiya, 1995). O novo
néfron demora varias semanas para amadurecer, desenvolvendo os segmentos
proximal e distal e tornando se cada mais eosindfilo quando se distinguem as células
do estagio adulto (Cormier et al., 1995). A presenga de novos néfrons em peixes
pode indicar que o comprometimento fisiolégico destes ndo esta impedindo qualquer
regeneracgao tecidual (Takashima & Hibiya, 1995). Pode-se encontrar novos néfrons

em peixes de aguas nao poluidas, o que difere de um ambiente impactado é
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quantidade desta estrutura no animal. Neste estudo, este tipo de estrutura foi
encontrado em maior frequiéncia nos lambaris coletados no ribeirao Cambé. Novos
néfrons também foram observados em peixes da espécie Ameiurus nebulosus e
Microgadus tomcod coletados em ribeirées contaminados (Cormier et al., 1995) e em
Carrassius auratus exposto ao hexaclorobutadieno, gentamicina e cloreto de
mercurio e também em Oncorhynchus mykiss exposto ao tetracloroetileno
(Reimschuessel, 2001).

No presente trabalho, a comparac¢ao dos valores de VMA e IAH, mostrou uma
maior frequéncia de alteragbes no tecido renal de A. altiparanae nos 3 pontos do
ribeirdo Cambé, indicando que estes locais estdo impactados, provavelmente devido
a presenca de poluentes, acumulo de matéria organica e nutriente, e que os peixes
que vivem neste ambiente estdo expostos a um estresse crénico.

Embora a resposta ao estresse em teledsteos esteja especificamente
relacionada com a liberagdo do cortisol, poucos estudos tém sido realizados
utilizando a analise histolégica dos tecidos interrenal e cromafim (Gundersen, et al.,
2000). As células interrenais sdo homédlogas ao cortex da adrenal dos mamiferos e
responsaveis pela sintese dos corticosteroéides, principalmente o cortisol (Donaldson,
1981; Wendelaar Bonga, 1997; Hontela, 1998). Alguns estudos mostraram que
parametros histolégicos das células interrenais sao bons indicadores de estresse
cronico (Donaldson, 1981; Norris et al., 1997; Hontela et al., 1997). A determinagao
da hipertrofia das células interrenais pode ser uma boa ferramenta para avaliagéo do
nivel de estresse crénico que uma populacdo de peixe € exposta (Norris et al.,
1997).

Neste trabalho, a analise morfométrica das células interrenais mostrou que os
peixes dos pontos I, Il e lll apresentaram um aumento na area da célula e do nucleo
e no didmetro do nucleo das células interrenais, quando comparado com a
referéncia. Entretanto, das trés medidas, a area da célula foi a que mais aumentou,
enquanto a area e o didmetro do nucleo tiveram um aumento em torno de 15%, a
area da célula teve um aumento em torno de 30% em relagdo a referéncia. Este
aumento deve estar relacionado com a hiperatividade desta célula, induzida
provavelmente pela presenga de poluentes, ou seja, pode ser um indicativo da
estimulagao crénica do eixo HPI (hipotalamo-hipofise-células interrenais) (Norris et
al., 1997). A hipertrofia das células interrenais se deu provavelmente porque quando

estas sdo estimuladas suas mitocOndrias tornam-se maiores e mais numerosas e
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formam ribossomos centrais e cristas vesiculares que levam a um aumento no
tamanho destas células. Donaldson (1981) também relatou um aumento no diametro
do nucleo das células interrenais de salmonideos expostos a uma variedade de
contaminantes. O aumento no didmetro e na area do nucleo das células interrenais
também foi observado em exemplares de Salmo frutta coletados em local
contaminado com metais pesados (Norris et al., 1997). As células interrenais de
Polyodon spathula apresentaram hipertrofia nuclear e citoplasmatica apds exposigao
a PCBs e ao clordano (Gundersen, et al., 2000). Por outro lado, a atrofia das células
interrenais, assim como a diminuicdo da area total ou do nucleo dessas células
foram observadas em Esox lucius e Perca flavescens expostos a BKME, em
Oncorhynchus mykiss e Oreochromis mossambicus expostos e alimentados com
PCBs (Hontela et al., 1997; Quabius et al, 2000), indicando uma disfungao
enddcrina ocorrida nestas espécies de peixes expostas cronicamente a estressores
quimicos em seu ambiente. Ja no presente trabalho constatou-se a estimulagao do
eixo HPI em resposta ao estresse cronico. Talvez estas diferentes respostas se
devam a diferencas na intensidade e no tipo do estressor quimico ao qual o peixe

esta cronicamente exposto.

CONCLUSAO

A maior incidéncia de alteragbes histopatolégicas renais nos lambaris
coletados no ribeirdao Cambé indicam claramente o comprometimento da saude
desses peixes e da qualidade da agua deste local. Os tipos de lesbes observadas
mostram que os peixes estdo sofrendo os efeitos dos agentes téxicos presentes na
agua e sedimento. Os resultados da analise morfométrica das células interrenais
indicam a hiperatividade desta célula e pode ser um indicativo da estimulacéo
cronica do eixo HPI (hipotalamo-hipofise-células interrenais). Assim, constatou-se
que as analises histopatologicas e morfométricas do rim sao ferramentas sensiveis
que podem ser utilizadas como biomarcadores para avaliacdo da contaminagao

aquatica em programas de monitoramento ambiental.
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