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Abstract. Use of the gills of Astyanax altiparanae (Garutti & Britski, 2000) (Teleostei, Characidae) as biomarker
of environmental pollution in the reservoir UHE Furnas-MG - Brazil. The present study had the objective of
analyzing the pollution effects at the UHE Reservoir in Furnas — MG, using the gills of Astyanax altiparanae as
biomarkers, through the histopathological lesion rate in the branchial tissue and estimating the reversibility
rate after being transferred to clean water during a period of 30 days. The samples of Astyanax altiparanae were
collected in the UHE reservoir in Furnas — MG for the branchial filament excretion. Fixed with Bouin, impregnated
with paraffin and stained with Hematoxylin-eosin to be analyzed in light microscopy. The average rate of branchial
alterations was 31,2 and the effects on the gills were moderate to serious lesions. the gills samples kept in
clean water for 30 days were analyzed by light microscopy and presented alteration rate of 20,4; and the lesions
were thus classified as light to moderate. The kinds of histopathological lesions analyzed in the samples
collected in the reservoir indicate that the fish are answering to a non-specific environmental contamination to
a xenobiotic and the criterion of reversibility in this study has shown that the pollution and reservoir contamination,
depending on the intensity, are reversible.
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Resumo. O presente estudo teve o objetivo analisar os efeitos da polui¢do no reservatério UHE Furnas — MG, utilizando
as branquias de Astyanax altiparanaecomo biomarcadores, através do indice das lesdes histopatoldgicas no tecido branquial
e estimando o indice de reversibilidade apds ser transferido para agua limpa durante um periodo de 30 dias. Os exemplares
de Astyanax altiparanaeforam coletados no reservatério da UHE Furnas - MG e transportados vivos para o laboratério da
FESP/UEMG-campus de Passos-MG para extracao do filamento branquial. Fixados com Bouin, incluidas em parafina e
coradas com Hematoxilina-Eosina para anédlise em microscopia de luz. O indice médio das altera¢des branquiais foi de
31,2 e os efeitos nas branquias foram lesdes moderada para grave. As branquias dos exemplares mantidos em agua limpa
no periodo de 30 dias foram analisados por microscopia de luz apresentaram um indice de alteracdo de 20,4 e as lesdes
classificadas como leve para moderada. Os tipos de lesdes histopatoldgicas analisados nos exemplares coletados no
reservatério indicam que os peixes estdo respondendo a contaminagdo ambiental ndo especifica a um xenobidtico e o
critério de reversibilidade nesse estudo mostrou que a poluigdo e contaminagao do reservatorio, dependendo da intensidade,
sdo reversiveis.

Palavras-chave: reservatério; biomarcador; histopatologia; branquias; Astyanax altiparanae.
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INTRODUCAO

Os efeitos de contaminantes em peixes podem
se manifestar em varios niveis de organizagdo
bioldgica, incluindo disfungdesfisioldgicas, alteragdes
estruturais em 6rgaos e tecidos e modificagbes
comportamentais que levam ao prejuizo do
crescimento e reproducdo (Adams, 1990).

Estasrespostas bioldgicas ao estresse provocado
pelos poluentes podem ser utilizadas paraidentificar
sinais iniciais de danos aos peixes e podem ser
denominadas biomarcadores.

Ahistopatologia representa uma resposta de nivel
superior, refletindo alteragBes prévias nas fungdes
fisiologicas e/ ou bioquimicas (Hinton et al., 1992).
Tecidos como branquias e figado séo freqlientemente
utilizadosem taisandlises (Arellano et al., 2001; Rosety-
Rodriguezet al., 2002).

Biomarcadores histopatoldgicos de exposicéo
axenobidticos tém sido amplamente reconhecidos
como ferramentas valiosas para deteccéo de efeitos
crénicos adversos nos organismos aquéticos, apos
exposicao a contaminantes, ajudando a identificar
orgaos alvos da toxicidade e os mecanismos de
acdo, (Myerset al., 1998).

Além disso, os efeitos em niveis histoldgicos sdo
visiveis apds exposicao a baixas concentragdes de
substancias toxicas em comparagao a outras
medidas de toxicidade, tais como mortalidade e
mudancgas comportamentais (Wester et al., 2002).

As branquias da maioria de peixesteledsteos sao
formadas por quatro arcos branquiais nos quais
esto inseridas duasfileiras de filamentos branquiais
ou lamelas primarias, as quais sdo denominadas
holobranquias. Na regido interbranquial se
encontram 0s vasos sanguineos, musculos e
terminagbes nervosas, sendo compostas
basicamente por trés tipos de células, as
pavimentosas ou respiratorias, as células de cloreto
(que sdo responsaveis pelas trocas ibnicas) e as
células mucosas (que desempenham a funcéo de
protecdo das branquias a partir de producéo de
muco) (Newman & Jgoe, 1994).

O epitélio ndo respiratorio é formado por \arias
camadas de células, enquanto que o epitélio

respiratério (lamelas secundérias) € formado por duas
camadas de células pavimentosas (Perry & Laurent,
1993), sendo que o epitélio respiratério representaa
maior parte da superficie branquial (96%), e o restante
(4%) é constituido pelo epitélio dos filamentos
branquiais (n&o respiratorio) (Laurent & Dunel, 1980).

As brénquias sdo responsaveis por fungdes vitais
como respiracdo, osmorregulacdo e excrecdo. O contato
permanente com o ambiente aquético e suagrande area
de superficie sdo as principais razdes que tornam as
brénquias dos peixes um 6rgdo-alvo da poluicéo.
Geralmente, devido aessas caracteristicas, € o primeiro
0rgdo a reagir a condi¢cbes ambientais desfavoraveis
(Poleksic & Mitrovic -Tutundzic, 1994). Portanto, a
utilizacdo de biomarcadores histopatoldgicos pode ser
umaferramentabastante Util paraaavaliagdo dos efeitos
da contaminagdo ambiental no reservatorio.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar
os efeitos da poluicdo no reservatorio UHE Furnas -
MG, utilizando as branquias como biomarcadores;
determinar o indice de alteragdes histopatoldgicas nas
brénquias de Astyanax altiparanae causadas pela
poluicdo ambiental e verificar se as alteracbes
histopatoldgicas nas branquias de Astyanax atiparanae
s80 reversiveis apos os exemplares serem transferido
para &gua limpa durante um periodo de 30 dias.

MATERIAL E METODOS

Origem e acondicionamento dos peixes

Foram coletados dez exemplares de Astyanax
altiparanae, popularmente chamado de Lambari-
do-rabo-amarelo, no reservatério da UHE Furnas
— MG, localizado a (20°40°'24.05” S46°15'42.38" O).
Apdsa coleta os exemplares foram transportados para
o laboratorio de reproducédo de peixes da FESP/
UEMG onde cinco exemplares foram sacrificados
imediatamente por secgdo medular tendo suas
branquias coletadas e processadas para anélise em
microscopiade luze cinco exemplares permaneceram
30 dias em tanques de 500 L com &gua limpa, com
fluxo continuo de &gua e aeragdo constante, com foto
periodo 12h:12h claro/escuro, temperatura de 25°C
+ 1°C para verificar areversibilidade das lesoes.
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Andlise histopatolédgica e microscopia de luz

Para a andlise histopatolédgica das branquias foi
retirado o segundo arco branquial, lavadas com
solucéo salina 0,9%, fixado em Bouin (24 horas),
lavado em acool 70% (+2 horas) e desidratado em
banhos sucessivos de alcool 70% e 100%. Apds a
desidratacdo, amostras foram incluidas em parafina.
Apdsa polimerizagdo da parafina, as branquias foram
seccionadas em cortes seriadosde 6 - 7 im efetuados
em micrétomo manual Spencer A0 820 — 301 com
navalha de aco, colocados em laminas de vidro,
corados com Hematoxilina e eosina (HE) e observados
em microscopio de luz.

Para avaliagéo das histopatologias branquiais,
foi seguido um procedimento hierarquico na
preparacdo das pecas, com a finalidade de
garantir a aleatoriedade amostral. Assim, a peca
principal foi dividida em blocos e esses foram
fracionados, retirando-se aleatoriamente um
desses ultimos blocos, que foi processado
histologicamente. As alteracdes histopatoldgicas
foram analisadas em 10 secc¢des, num total de
50 filamentos branquiais por peixe.

Indice de alteracBes histopatolégicas

Utilizou-se o indice IAH (indice de alteracfes
histolégicas), utilizado por Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic (1994) na avaliacdo de efeitos crénicos da
poluicdo nas branquias de trés espécies de ciprideos.
Esse indice foi baseado em uma lista de alteragdes
branquiais, e cada tipo de alteragéo foi classificado,
conforme a severidade, em estagios |, Il e lll.

De acordo com os autores, os estagios foram descritos:

Estagio I: Alteracbes leves que permitam a
recuperacdo da estrutura e da funcéo dos tecidos
branquiais caso haja melhoria nas condicdes
ambientais. “Sob condigdes ambientais inalteradas
tais lesbes devem persistir e, no caso de exposi¢oes
a longo prazo, as alteragGes provavelmente
progrediréo para o segundo estagio.”

Estagio Il: Alteracdes mais severas que
comprometem a funcdo dos tecidos; lesdes reparaveis
no caso de melhoria da qualidade da agua, exceto
guando grandes areas nas branguias forem danificadas;
lesbes que, em situagdo de poluicdo crénica ou de

aumento no nivel de polui¢do ou, ainda, de deterioracéo
de outras condi¢gbes ambientais (temperatura, pH, OD,
etc.), colocam em risco asfungdes branquiais, podendo
levar a alteragBes do terceiro estagio.

Estagio Ill: Alteragbes que ndo permitem a
restauracéo da estrutura branquial. “Mesmo com
melhoriadaqualidade daégua, ou com fim daexposicéo
a0 dano das fungBes branquiais vitais e ate &morte.”

A partir da classificacdo das lesdes em estagios,
os autores assumiram empiricamente que acinética
das alteragdes tem crescimento exponencial. Entéo:

a) Para o primeiro estagio: 10°

b) Para o segundo estégio: 10!

c) Para o terceiro estagio: 10?

Assim, formulou-se a equacao:

0@ 1 —P 211
- 10°[]7, a1 020 () b D10°
5

Sendo:

a: Primeiro estagio de alteragdes.

b,: Segundo estagio de alteragtes

c: Terceiro estagio de alteragdes

a numero total de altera¢tes consideradas como
sendo do primeiro estagio.

b: nimero total de alteragbes consideradas como
sendo do segundo estagio.

c: numero total de alteragdes consideradas como
sendo do terceiro estégio.

Os valores do I, entre 0 e 10, indicam
funcionamento normal do tecido, entre 11 e 20,
indicam danos leves a moderados ao 6rgéo, entre 21
e50 indicam danos de moderados e severos e maiores
que 100, indicam danos irreversiveis no tecido.

ResuLtADOS E DiscussAo

Em alguns cortes do tecido branquial dos
individuos coletados no reservatorio verificaram-se
condi¢gdes normais nas estruturas branquiais, com
lamelas secundérias bem desenvolvidas e espacos
entre elas bem definidos e epitélio estratificado do
filamento (fig.1A).
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Figura 1. Corte longitudinal do filamento branquial de Astyanax
altiparanae. A - Observar as lamelas secundarias bem desenvolvidas
(LS), os espagos interlamelares bem definidos (X) e o epitélio
estratificado do filamento branquial (seta). E, eritrécito; CP, Célula
pilar; F, filamento branquial (Coloracéo: HE). B - Dilatagéo de
capilares nas lamelas secundérias, proliferacdo de células epiteliais
e desorganizagéo das células pilares (X) (Coloracéo: HE).

As alteracOes histopatoldgicas observadas nos
organismos coletados no reservatorio foram
principalmente de primeiro estagio, segundo
Poleksic & Mitrovic-Tutundzc (1994) representadas
pela proliferacdo entre as lamelas secundarias com
consequente diminui¢cdo da area de trocas gasosas
(fig.2C) e dilatag&o de capilares com espessamento
de lamelas secundarias (fig.1B), também foram
observadas alteracbes de segundo estagio, como
fusdo completa de lamelas, aneurismas (fig.2D) e
hemorragias com rupturas de tecido.

Resultados semelhantes foram encontrados por
Lupi et al. (2006), avaliando as histopatologias nas
branquias de Oreochromis niloticuscoletados no
corrego Bebedouro-SP e Nogueira et al. (2008),
avaliando os tecidos branquiais de Pimelodus
maculatuscoletados no reservatorio UHE Furnas— MG.
Esses autores observaram ateracdes histopatologicas
de primeiro e segundo estégio (proliferacéo celular,
dilatacdo de capilares, fusdo lamelar e aneurisma), tendo
sido causadas por contaminacdo ambiental n&o
especificaa um xenobidtico.

De acordo com Smart (1976), a proliferacdo
celular € umarespostainicial do aparelho branquial
caracterizada pelo aumento das funcfes das células
e tecidos, provocados pela alteracdo das atividades
fisiologicas destes. Para Takashima & Hibiya (1995),
sdo mecanismostipicos de defesa das branquias que
promovem o aumento da barreira agua-sangue
reduzindo e até mesmo, impedindo a passagem da
dguaentre aslamelas secundérias. Caracterizada pela

Figura 2. Corte longitudinal do filamento branquial de Astyanax
altiparanae coletados no reservatoério. C - Observar hiperplasia
de células epiteliais entre lamelas secundarias com fuséo total
de algumas lamelas (setas), diminuicdo do espaco interlamelar
(x). Seio venoso central (SVC); Lamela secundaria (LS). D -
Observar aneurisma (X); Seio venoso central (SVC); Lamela
secundaria (LS) (Coloragéo: HE).

“fusdo das lamelas secundérias”, essa perda da
superficie respiratoria pode resultar em morte por
anoxia (Rand & Petrocelli, 1985).

O grau da fusdo depende da intensidade e da
localizag&@o da hiperplasia. A fusdo seré parcial se a
proliferacdo das células se restringir 4base ou somente
auma porcdo das lamelas secundérias (Meletti et al.,
2003), porem, se a hiperplasia estiver presente ao
longo dosfilamentos, a fusdo serdtotal, considerando,
obviamente, que as células preencham todo o espaco
interlamelar (Meletti et al., 2003). Fusdes completas
de algumas lamelas secundérias foram observadas
nos individuos coletados no reservatorio.

Nos exemplares em que ocorreu a dilatacdo dos
capilares das lamelas secundarias foi observada com
freqiiéncia congestdo vascular, segundo Meletti et
al. (2003), sendo caracterizada pela paralisacao do
sangue, em razdo do pequeno didmetro desses
capilares, raramente sdo observados em condigdes
normais, mais de dois eritrécitos ocupando o lumen.

No caso da congestdo, ocorre um acumulo de
eritrocitos ocasionando um aneurisma, situagdo em
gue o sistema de células pilares encontra-se
completamente ausente (Meletti et al., 2003), ou até
mesmo ocorrendo rompimento das células pilares
e extravasamento de sangue, conseqiente
desarranjo estrutural das lamelas (Heath, 1987).
Como jacitados, foram encontrados aneurismas nas
branquias dos individuos coletados no reservatorio.

Devido ao desenvolvimento de atividade
agropecuaria nas margens do reservatorio de Furnas e
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ao aumento da entrada de fertilizantes e esgotos em
varios locais, esses poluentes podem ocorrer em
concentracfes subletais, acarretando amodificagdo na
estrutura e funcionamento dos organismos aguaticos.

Através das alteraces histoldgicas encontradas
no tecido branquial de Astyanax altiparanae
coletados no reservatorio e mantidos em &gualimpa
por 30 dias, foi estimado o I1AH (indice de alteracbes
histopatologicas) e verificado a reversibilidade das
alteracoes.

O IAH classificou as alteragdes das branquias de
Astyanax altiparanae coletados no reservatério, em
moderada para grave e as alteracbes das branquias
dos peixes mantidos 30 dias em &gua limpa foram
classificadas em leve para moderada, ocorrendo
reversdo dasalteractes (tab.1). Cerqueira& Fernandes
(2002), avaliando arecuperacdo de tecidosbranquiais
de individuos da espécie Prochilodus scrof aexpostos
em concentragdes de 29 mg/L de cobre num periodo
de 96 horas, observaram que o tempo necessario para
a recuperacao do tecido branquial, depois que os
peixes foram removidos para agua limpa, foi no
minimo de 30 dias.

Nogueiraet al. (2008) em exemplaresde Pimelodus
maculatuscoletados no reservatorio de UHE furnas —
MG classificaram as lesdes histopatoldgicas em
moderada para grave. Segundo os autores ndo foi
possivel utilizar o critério de reversibilidade nos
exemplares gue permaneceram 30 dias naagua limpa,
devido a uma enorme proliferagdo de parasitas
monogenéticos, necessitando um novo estudo, com
as mesmas condigdes, para que 0s resultados sejam
confirmados. Lupi et al. (2006) classificaram as
lesdes nas branquias em exemplares de
Oreochromis niloticus coletados no corrego
Bebedouro-SP em lesbes moderada para grave e
apods transferéncias dos exemplares para agua
limpa, por 30 dias, as lesbes foram reversiveis.
Tabela 1. indices e efeitos das alteragbes nas branquias dos

exemplares de Astyanax altiparanae coletados no reservatério de
Furnas (n=5) e mantidos em &gua limpa por 30 dias (n=5).

Grupo Indice Médio Alteracdo
Reservatério 31,2 Moderada para grave modificagéo branquial
M'amld_os em 20,4 Leve para moderada modificagéo branquial
dgualimpa

CoNcLUsAO

Utilizando as branquias como biomarcador de
poluicdo ambiental na UHE Furnas — MG, observou-
se que as alteragbes branquiais detectadas foram
de primeiro estagio e segundo estagio sendo
causadas pela contaminacdo ambiental néo
especifica a um xenobidtico.

As branquias podem ser utilizadas como um
biomarcador da contaminagdo ambiental e o critério
de reversibilidade das alteragbes branquiais, no
presente estudo, mostraram que a poluicdo e
contaminagdo do reservatorio, dependendo da
intensidade sdo reversiveis.
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