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RESUMO

MORAIS, Ana Carolina Torre. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2009.
Concentracdo de metais pesados em peixes teledsteos do rio Piracicaba, Minas Gerais,
Brasil. Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-orientadores: Jorge Abdala Dergam dos
Santos e Juraci Alves de Oliveira.

Metais pesados ocorrem naturalmente no ambiente, entretanto atividades
antropogénicas provocam aumento destes nos ecossistemas aquaticos, o que ameaga a saude
dos organismos aquaticos e terrestres, inclusive o homem. Assim, objetivou-se determinar a
contaminagdo por metais pesados e seus efeitos através do biomonitoramento de peixes
teledsteos do rio Piracicaba (MQG), visando a obtencdo de um instrumento medidor da
qualidade ambiental. As coletas dos espécimes foram realizadas em dois pontos ao longo do
rio Piracicaba, situados na cidade de Timoteo. Foram coletados 63 espécimes ao longo de 3
coletas, sendo que 40 espécimes foram coletados no ponto 1 e o restante no ponto 2.
Fragmentos de musculo, branquias, figado e gonadas foram coletados de todos os espécimes,
mas as analises histopatologicas foram realizadas nas branquias, figado e testiculos somente
de duas espécies coletadas: Astyanax bimaculatus e Geophagus brasiliensis. Em relagdo a
concentragdo dos metais nos fragmentos musculares, houve maior concentragdo de aluminio
(Al) (259,15 pg g' MS), seguido pela concentragio de chumbo (Pb) (141,49 pg g' MS),
zinco (Zn) (50,41 pg g' MS) e mangands (Mn) (14,91 pg g' MS), sendo que as
concentragdes de Pb e Zn detectadas nos musculos dos peixes excederam o limite maximo de
tolerancia estabelecido pelo Ministério da Saude. A concentragdo total dos metais analisados
no musculo foi maior no inverno (174, 87 ug g MS), seguido pelo outono (145,07 ug g
MS) ¢ entdio o verdo (29,53 pg g MS). O G. brasiliensis apresentou resposta histopatologica
mais expressiva que A. bimaculatus, mesmo sendo detectada maior concentragdo de metais no
A. bimaculatus em relagdo a G. brasiliensis. O Pb foi o metal que apresentou maior
concentragdo em ambas as espécies. A maior resposta histopatologica em G. brasiliensis
coloca esta espécie como potencial bioindicadora da qualidade ambiental do rio Piracicaba. O
indice hepatossomatico destas duas espécies foi maior nos espécimes do rio comparado aos
espécimes controle, fato este que pode ter ocorrido em resposta a contaminagao do rio. Houve
alta concentragdo de metais nos testiculos destas duas espécies coletadas no rio Piracicaba,
comparando-se com as do grupo controle, sendo o Pb o metal que apresentou maior
concentragdo em ambas as espécies. O indice gonadossomatico (IGS) médio dos controles foi
maior do que o IGS dos espécimes coletados, o que pode estar correlacionado com a grande

concentragdo de metais nas goénadas, o que provavelmente prejudicou o processo
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espermatogénico, bem como no peso testicular. Pode-se concluir que os espécimes de peixes
do rio Piracicaba apresentaram altas concentragdes teciduais de todos os metais analisados,
sendo que algumas destas se encontram acima do limite de tolerdncia estabelecida pelo
Ministério da Saude, representando risco a saude dos consumidores deste pescado. E possivel
afirmar que as alteracdes histoldgicas detectadas nos orgdos analisados revelam que o
ambiente estd contaminado e que estas foram produzidas em resposta a exposi¢ao direta a este
ambiente, refletindo num comprometimento da saude e do processo reprodutivo dos peixes

que o habitam.
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ABSTRACT

MORAIS, Ana Carolina Torre. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2009.
Concentration of heavy metals in teleost fish species from Piracicaba River, Minas
Gerais state, Brazil. Advisor: Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-advisors: Jorge Abdala
Dergam dos Santos and Juraci Alves de Oliveira.

Heavy metals occur naturally in the environment, however anthropogenic activities
can cause an increase of metals in the ecosystems, threatening the health of aquatic and
terrestrial organisms, including men. Thus, the aim of this study was to determine the
contamination by heavy metal of teleost fish from Piracicaba River (MG) and its effects on
biomonitoring, aiming to provide a tool for measuring environmental quality. Specimens were
collected in two locations of Piracicaba River, placed in Timoéteo city, Minas Gerais state,
Brazil. Sixty-three specimens were collected in three different collection days, 40 specimens
were collected in location 1 and the remainder in location 2. Specimens were euthanized, and
muscle, gills, liver, gonads were collected. Concentration of heavy metals was assessed in all
tissues collected from all species. However, histopathological analyses were performed only
in gills, liver and testes from two species: Astyanax bimaculatus and Geophagus brasiliensis.
The concentration of aluminum (Al) (259,15 pg g DW) in muscle fragments was the highest,
followed by lead (Pb) (141,49 pg g DW), zinc (Zn) (50,41 pg g’ DW) and manganese (Mn)
(14,91 pg g’ DW). Of note, the concentrations of Pb and Zn detected in the muscle of the fish
collected exceeded the safe limits established by the Health Ministry of Brazil. Regarding the
season of the year, the concentration of metals in muscle was the highest during winter (174,
87 ng g' DW), followed by autumn (145, 07 pg g’ DW) and then summer (29, 53 pg g
DW). The species G. brasiliensis presented more histopathological alterations, compared to A.
bimaculatus, even though the latter presented larger concentration of metals. The metal Pb
was the highest concentrated in both species. The higher histopathological response of G.
brasiliensis permits us to suggest this species as a suitable indicator of environmental quality
of the Piracicaba River. The values for hepatosomatic index of these two species were higher
for the specimens from the river compared to the controls, and this may have occurred in
response to the contamination of the river. The testes of these two species collected in the
river presented higher concentration of metals, compared to controls. Of note, Pb was the
highest concentrated metal in the testes of both species. The gonadosomatic index (IGS) of
the two species from the control group was higher than the IGS of the specimens collected in
the river, and these smaller values can be correlated to the higher concentration of metals in

this group, what may be impairing the spermatogenic process. In conclusion, the fish
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specimens from the Piracicaba River presented the concentration of all metals in their muscle;
some values were above the safe limits established by the Health Ministry, what represents a
risk to people who ingest this fish. The histopathological alterations detected in the analyzed
tissues permits us to infer that the environment is contaminated and that the alterations were
produced in response to direct exposure to this environment, leading to the impairment of

health and reproductive processes of fish that inhabit it.
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1. Introducéo

As reservas hidricas da Terra sdo estimadas em 1.400.000 km’, porém apenas 2%
desta ¢ composta de agua doce, constituindo os rios, lagos e aguas subterraneas. Geleiras
permanentes e neve representam cerca de 1%, e apenas 0,0005% sdao de vapor d’adgua na
atmosfera. Excluindo-se a dgua contida nas calotas polares e nos aquiferos, a humanidade
conta com pouco mais de 20.000 km® de 4guas de rios e lagos para suprir suas demandas.
Destes recursos, cerca da metade (9.460 km®) encontram-se na América do Sul (REBOUCAS,
1999).

Acompanhando o crescimento da humanidade e sua capacidade tecnoldgica,
particularmente ap6s a Revolugao Industrial do século XIX, surgiram conflitos quanto ao uso
do espaco, dos recursos e da disposicdo dos residuos no ambiente. Assim, o alto nivel de
industrializacdo, a intensa atividade agricola e a necessidade do aumento de produ¢do advinda
do aumento na densidade populacional, contribuiram significativamente para o aumento dos
langamentos de despejos e residuos nos cursos d’agua, principalmente em areas geograficas
proximas aos baixios de rios e regides litoraneas (ZAGATTO, 2006).

Os ecossistemas aquaticos sdo considerados receptores finais de contaminantes
liberados no ambiente, estando susceptiveis a acdo de contaminantes aéreos, que chegam aos
corpos d’agua por deposicdo atmosférica; de contaminantes terrestres, que atingem os
ambientes aquaticos através do escoamento destes pelas chuvas; e de efluentes domésticos e
industriais, que sdo langados sem tratamento diretamente neste ecossistema (DOMINGOS,
2006). Dentre os contaminantes ambientais, encontram-se os metais pesados, que sao
altamente resistentes a degradacdo. Com a crescente contribui¢cdo antropogénica na liberagao
de metais para os corpos d’agua, verifica-se o aumento nos niveis de metais nestes sistemas, o
que gera preocupagdao no sentido de toxicidade inerente (biodisponibilidade), ou seja, a
capacidade destes elementos quimicos serem incorporados por organismos (inclusive o
homem) que direta ou indiretamente estdo em contato ou fazem uso dos recursos hidricos
(FORSTNER ¢ WITTMANN, 1981). A contamina¢do com metais pesados tem sido relatada
em organismos aquaticos (OLOJO et al., 2005), estes poluentes acumulam-se na cadeia
alimentar e sdo responsaveis pelos efeitos adversos e morte destes organismos (FARKAS et
al., 2002). Assim, os peixes tém sido utilizados na avaliagdo da saide dos ecossistemas
aquaticos ¢ as alteragdes fisiologicas e morfoldgicas encontradas nestes servem como
biomarcadores de polui¢do ambiental (KOCK et al., 1996). Dentro deste contexto, ha a
necessidade de monitorar e controlar a contaminagdo dos ecossistemas aquaticos,

principalmente em relagdo aos metais pesados, que se encontram entre os contaminantes mais



toxicos e persistentes no ambiente aquatico, acumulando-se nos compartimentos ambientais e
nos organismos que neles vivem.

O rio Piracicaba, que exibe estas caracteristicas de ambiente contaminado, apresenta a
pesca como atividade amplamente utilizada pelas comunidades pobres que vivem no entorno
deste, podendo assim a populagdo estar sendo contaminada pelos metais pesados que estdo
sendo bioacumulados nos peixes. Esta bioacumulacdo causa danos a satide dos mesmos,
refletidos em alteracdes teciduais nos 6rgaos vitais, bem como a interferéncia nos processos

reprodutivos.

2. Reviséo de Literatura
2.1. Contaminacdo Ambiental

A acdo antropica sobre o meio aquatico € a principal responsavel pela maioria das
alteragdes nos recursos hidricos. Os rios tém sido usados como depositarios de rejeitos por
muitos anos, o que tem alterado profundamente o estado natural do meio aquatico. As
alteracdes da qualidade da agua representam uma das maiores evidéncias do impacto das
atividades humanas sobre a biosfera (PORTO et al., 1991).

Os sinais da poluicdo tornam-se mais evidentes com o aumento populacional.
Entretanto, a partir da década de 1960 a polui¢do tornou-se um fato reconhecido
internacionalmente devido aos problemas causados ao homem e ao ambiente, em decorréncia
de acidentes com produtos quimicos, causando assim repercussdo mundial (ZAGATTO,
2006). Dentre estes acidentes, pode-se citar o uso indiscriminado do pesticida DDT (Dicloro-
Difenil-Tricloroetano) durante os anos 1940, que em funcdo da sua alta persisténcia
ambiental, ¢ um produto altamente bioacumulavel e apesar de suas vantagens contra doencas
e pragas, provocou o declinio na populacdo de algumas espécies de aves nos Estados Unidos
(CARSON, 1962; HOFFMAN et al., 1995). No Japao, a contaminagdo de ambientes por
metais pesados foi ignorada até o tragico evento em Minamata (1932), onde, através da
continua descarga de metil-mercurio, houve contaminacdo da baia, biomagnificacdo através
de cadeia trofica e séria intoxicagdo aos seres humanos, causando a morte de centenas de
pessoas, além de deformacgdes fetais em gestantes. Depois desse acidente, 0 mundo se viu
obrigado a controlar os teores de metais pesados nos ambientes aquaticos (VASQUEZ et al.,
1999).

Nos anos 1950 e 1960, paralelamente a identificacdo dos agentes toxicos e suas fontes
pontuais de poluicdo, foram estabelecidos, em varios paises, critérios e padrdes que
permitiram a disposi¢ao desses agentes em niveis compativeis & manutengao da qualidade dos

recursos hidricos. Tais critérios e padrdes foram estabelecidos com énfase na potabilidade da



agua. Entretanto, no que se refere a protecao da vida aquatica, apenas os norte-americanos e
soviéticos fizeram referéncia a esse aspecto em sua legislagdo (WHO, 1967). Assim, mesmo
que de forma rudimentar, os niveis de substincias toxicas aceitaveis para a biota aqudtica
foram estabelecidos com base nos efeitos dos agentes toxicos isolados, ou seja, ndo foram
consideradas as interacdes que poderiam potencializar ou reduzir os efeitos danosos de
misturas desses agentes quimicos aos organismos aquaticos (BERTOLETTI, et al., 1989). No
Brasil, somente em 1976 foram estabelecidos os padrdes de substancias visando assegurar a
qualidade das aguas interiores (Decreto 8468, de 8 de setembro de 1976, do Estado de Sao
Paulo, que aprova o regulamento da Lei n® 997, de 31 de maio de 1976). Entretanto, cabe
ressaltar que tais padrdes ndao contemplaram aqueles necessarios a preservagdo da vida
aquatica (BERTOLETTI et al., 1989). Com novos conhecimentos oriundos dos testes de
toxicidade cronica e sistemas-teste mais eficientes, foi possivel se obter critérios de qualidade
da 4gua mais seguros para o ambiente, integrando assim, dentre outros parametros
ecotoxicologicos, resultados de efeitos cronicos e bioacumulagdo na ictiofauna, que sao

relevantes para a preservacgao da vida nestes ecossistemas (ZAGATTO, 2006).

2.2. Metais Pesados

O termo “metal pesado”, embora ndo seja bem definido, ¢ amplamente reconhecido e
utilizado para um grupo de metais que estdo associados a poluicdo e a toxicidade. Sao
exemplos destes metais, o0 chumbo, cddmio, mercurio, arsénio e uranio. Sdo também incluidos
nesta denominagdo alguns outros, como o cobalto, cobre, manganés, selénio e zinco, os quais
sdo considerados elementos biologicamente essenciais, quando em baixas concentragdes. Mas
quando estes aparecem em concentragdes mais elevadas podem causar toxicidade aos
organismos (ESTEVES, 1988).

As principais fontes antropicas de metais no ambiente sdo: agua de irrigagdo
contaminada, queima de biomassa na zona rural, emissdes veiculares, incineracao de residuos
urbanos e industriais e, principalmente, efluentes industriais, de mineragao, de siderurgia e da

galvanoplastia (Tabela 1) (LARSON e WEINCEK, 1994).



Tabela 1. Exemplos de efluentes industriais que contém ions metalicos dissolvidos (LARSON

e WEINCEK, 1994).

Metais fons Efluentes Industriais
Aluminio (Al) A" Aguas da anodizagio de pegas
Cadmio (Cd) cd Industria de automovel; produgdo de ligas metalicas,
admio
metais ndo ferrosos, eletrodo de baterias
Cério (CE) Ce™ Producao de ligas metalicas
Cobre (Cu) Cu™ Produtos eletrolitos e producao de compostos de cobre
Cr,077; CrOs™ e '
Cromo (Cr) or Industria do couro
r
. Fo) Fo'? o Fo'3 Aguas das aciarias e minerago e tratamento de
erro (Fe e “eFe
superficies
Mercurio (Hg) Hg"™ Pilha cloro-élcali e mineracdo de ouro
Chumbo (Pb) Pb* Fabrica¢do de acumuladores
Zinco (Zn) Zn" Processos de galvanoplastia
Niquel (N1) Ni*? Processos de galvanoplastia

Metais pesados e compostos organoclorados podem ser perigosos nos niveis
registrados no ambiente, pois tratam-se de poluentes estaveis (ndo sdo degradados ou, quando
degradados, demandam longos periodos de tempo), o que acarreta sua permanente adi¢do ao
meio aquatico. Consequentemente apresentam significativo potencial para bioacumulagao na
biota aqudtica, podendo, inclusive, biomagnificar-se ao longo de cadeias alimentares
(BURATINI e BRANDELLI, 2006). Os metais apresentam multiplos mecanismos de
toxicidade, pois os ions metalicos tém alta afinidade por moléculas contendo atomos de
nitrogénio e enxofre, portanto ligam-se com relativa facilidade a proteinas e macromoléculas
celulares. Assim, sua toxicidade se deve principalmente a sua capacidade de interferir em
reacdes enzimaticas (bloqueando, deslocando o ion essencial ou modificando a conformacao
ativa de biomoléculas) e também a sua baixa mobilidade, em virtude das pequenas dimensdes.
Essa fraca mobilidade faz com que se acumulem, modificando profundamente o metabolismo
do organismo (CONNELL e MILLER, 1984).

Os metais também podem se ligar covalentemente a atomos de carbono em um grupo
organico, como o grupo metil (-CHj3), originando os chamados compostos organometalicos.
Os compostos organometalicos neutros tendem a ser lipossoliveis, o que facilita seu
movimento através de membranas biologicas, permanecendo intactos apds essa passagem e

distribuindo-se a varios compartimentos. Esse processo de metilagdo ocorre naturalmente e ¢
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responsavel por grande parte da mobilidade ambiental de alguns metais pesados. Dentre os
elementos para os quais sao encontradas formas metiladas no ambiente, destacam-se o

mercurio e o chumbo (BURATINI e BRANDELLI, 2006).

2.2.1. Aluminio (Al)

O aluminio ¢ o terceiro elemento mais abundante na Terra e o metal mais abundante
de sua crosta (CSUROS e CSUROS, 2002). A maior parte do aluminio ocorre nos
aluminosilicatos tais como: argilas, micas e feldspatos. A utilizacdo deste metal se d4 em
industrias automobilisticas e também nas estruturas das ligas que incorporam pequenas
quantidades de cobre, silicio e manganés, entre outros metais (SILVA, 2002).

Até recentemente, o aluminio ndo era considerado toxico, mas a partir da descoberta
de que pacientes com a Doenca de Alzheimer possuem alta concentragdo de aluminio em
certas células do cérebro, a medicina comegou a focar suas pesquisas na ingestdo elevada de
aluminio com um possivel fator causal desta doenga (GARRUTO et al., 1990; CSUROS e
CSUROS, 2002). Doengas causadas por intoxicagdo com aluminio costumam ocorrer pela
inalagdo por operdrios de fabricas que produzem ou utilizam aluminio em p6, produzindo
pneumopatia cronica. Bem absorvido pelo trato gastrintestinal, o aluminio em excesso pode
ter origem em alimentos, agua, utensilios e embalagens com aluminio na composicao e
alimentos e medicamentos estocados, como os antidcidos (CSUROS e CSUROS, 2002). Sua
excre¢do ocorre através da urina, na forma de citrato de aluminio ¢ a redu¢do da funcgao renal

pode associar-se com seu acimulo no organismo (SJOGREN et al., 2007).

2.2.2. Chumbo (Pb)

O chumbo ocorre na crosta terrestre em concentragdo aproximada de 16mg/kg na
forma de varios minerais, na qual o mais importante ¢ a galena (PbS), sendo suas formas
estaveis o Pb*" e Pb*" (OHLWEILER, 1972). O chumbo é usado na fabrica¢io de baterias,
muni¢ao, como antidetonante na gasolina, na preservagao de madeira, em tintas, secantes para
tintas, brinquedos, canos, industrias petrolifera e em oleos lubrificantes (MAHAN, 1995). O
chumbo ¢ um metal que tem efeito acumulativo no organismo, provocando doenga cronica
(saturnismo), cujos efeitos toxicos podem ser exemplificados como hematologicos,
neurologicos, encefalopaticos com sintomas de coma e convulsdes, efeitos sobre o sistema
nervoso central, psicologicos, renais, mutagenicidade e sobre a reprodugdo (PAOLIELLO e
CHASIN, 2001). A possibilidade de o chumbo causar cancer em seres humanos ndo ¢ bem
conhecida. Entretanto, pesquisas revelam que roedores desenvolvem tumores, quando

expostos a altas doses do metal. O Departamento de Satude e Servicos Humanos dos Estados



Unidos tem constatado a possibilidade dos acetatos e fosfatos de chumbo serem
carcinogénicos (EPA, 1999). A ingestdo de chumbo também ocorre pela contaminagdo dos
alimentos, e seus efeitos na saide humana dependem da intensidade e duracdo da exposicao.
Dependendo do nivel desta exposicdo podem ocorrer uma série de efeitos colaterais

(PAOLIELLO e CHASIN, 2001).

2.2.3. Manganés (Mn)

O manganés também ¢ um dos elementos mais abundantes da crosta terrestre (SILVA,
2002) e parte deste metal encontrado nas aguas dos rios tem origem no solo, devido a
liberacao direta no leito e margens dos rios ou entdao veiculado pelo ar, no qual grande parte se
deposita junto ao sedimento no fundo, podendo ser bioacumulado pelos niveis tréficos
inferiores (SARIC e LUCCHINI, 2007). O manganés ¢ usado principalmente como aditivo no
aco, sendo utilizado também em ligas metalicas, pilhas e baterias secas, em fertilizantes,
compostos organicos para secagem de tintas e reagentes quimicos (SILVA, 2002).

Este metal ¢ ativador de diversas enzimas necessarias para a sintese da hemoglobina,
crescimento, reproducdo, formacao dssea, producdo e excre¢do de insulina e prevencao de
dano celular. Até recentemente a toxicidade do mangan€s em humanos tinha sido
demonstrada apenas com a exposi¢ao a altas doses no ar. A exposi¢ao aguda a este metal pode
causar a morte e a exposi¢do cronica, atingindo principalmente mineiros, apresenta sintomas
neurologicos, como a caracteristica psicose por manganés (CSUROS e CSUROS, 2002). Nos
ultimos anos tém surgido relatos de associacdo da ingestdo cronica de niveis elevados de
manganés com deficiéncia intelectual de criangas e aumento da mortalidade infantil, bem
como sua associagdo com a Doenga de Parkinson (HAFEMAN et al., 2007; FINKELSTEINS
et al., 2008; STEPENS et al., 2008).

2.2.4. Zinco (Zn)

O zinco ¢ um dos elementos mais comuns na Terra e pode ser encontrado no ar, no
solo, na 4gua e estd naturalmente presente nos alimentos (AZEVEDO e CHASIN, 2003). O
zinco ¢ utilizado na metalurgia (fundicdo e refinagdo), na producdo de oxido de zinco,
borrachas, herbicidas e inseticidas, na fabrica¢do de baterias, tintas, ceramica, cosméticos,
fertilizantes, em industrias graficas (foto-impressao), no tingimento de tecidos, na preservagao
de madeiras e na industria de medicamentos (MAHAN, 1995). Grandes quantidades de zinco
entram no ambiente como resultados de atividades antropogénicas, como a mineracao,
purificagdo do zinco, cadmio e chumbo, produgdo de ago e queima de carvao e lixo. O lixo de

industrias quimicas que utilizam o zinco, os esgotos domésticos ¢ as correntes de dgua pluvial



de solos podem transportar este metal e contaminar o ambiente aquatico (AZEVEDO e
CHASIN, 2003). No ambiente aquatico, a toxicidade do zinco ¢ modificada por fatores
ambientais como dureza da d4gua, oxigénio dissolvido e temperatura (MOORE e
RAMAMOORTHY, 1984).

O zinco tem fungdes importantes no organismo, pois participa de reacdes que
envolvem a sintese ou a degradagdo de metabodlitos maiores, como carboidratos, lipidios,
proteinas e 4cidos nucléicos, além da estabilizacdo de estruturas de proteinas e acidos
nucléicos e na integridade de organelas celulares, assim como nos processos de transporte,
fungdes imunoloégicas e informacdo genética. Além disso, o zinco ¢ essencial para a
mobilizagdo hepatica da vitamina A, que atua na maturacao sexual, fertilidade e reproducao,
na funcdo fagocitdria e na imunitéria celular. A deficiéncia de zinco no organismo provoca
diminui¢do do paladar, anorexia, apatia, retardo do crescimento, alopecia, hipogonadismo,
hipospermia e retardamento da maturacdo sexual, intolerancia a glicose e deficiéncia de
imunidade. A toxicidade provocada pelo zinco pode ser tanto aguda como cronica. Quando
aguda provoca nduseas, vomitos e dores abdominais, e quando cronica provoca deficiéncia de

cobre e anemia (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

2.3. Peixes como bioindicadores

Os bioindicadores podem ser definidos como organismos ou sistemas bioldgicos que
reagem a alteracdes ambientais com a modificagdo de suas fung¢des vitais normais e/ou da sua
composi¢ao quimica, refletindo o quadro ambiental vigente, ou, em outros termos, sinalizando
um evento ou condicdo num sistema bioldgico ou amostra, que fornece uma medida de
exposicao, efeito ou susceptibilidade (AITIO, 2007).

A utilizacdo de peixes como bioindicadores apresenta varias vantagens
(FLOTEMERSCH et al., 2006), dentre as quais podem ser citadas:
- a utilizagdo de espécies que representam variadas categorias troficas e utilizam alimentos de

origem terrestre e aquatica;

- sua posi¢do no topo da cadeia alimentar aquatica, quando comparada com organismos de
niveis tréficos mais baixos, oferece uma visao integrada do corpo hidrico, pois sdo reflexo do

que ocorre nesses niveis inferiores;

- podem estar presentes em comunidades aquaticas de todos os tamanhos, como arroios,

pequenos e grandes rios, represas e lagoas e, inclusive, nos mares;



- s30 bons indicadores de efeitos a longo prazo e condi¢des do habitat numa escala ampla,
pois t€m ciclos de vida mais longos que alguns outros organismos utilizados como
bioindicadores, além de ocuparem o espago numa escala bem maior que organismos menores;
- vivem todo seu ciclo de vida na 4gua, sendo integrantes da histéria fisica, quimica e

biologica desse ambiente.

Os metais pesados sdo potencialmente nocivos para a maioria dos organismos,
dependendo dos niveis de exposicdo e de absor¢do. Sua presenga no ambiente tem aumentado
em algumas 4reas para niveis que ameagam a saide dos organismos aqudticos e terrestres,
inclusive o homem. Assim, ¢ crescente o numero de estudos que relatam a presenga de
residuos de metais em espécies de peixes marinhos ¢ de dgua doce (HORNUNG e
RAMELOW, 1987; EL-DEEK et al., 1994; ABOU-ARAB et al., 1996; KARGYN, 1996;
ROMEO et al., 1999). O conhecimento a respeito da mobilidade e concentracdo destes
elementos toxicos na cadeia trofica tem importancia pratica e imediata quando se admite a
possibilidade de contaminacdo humana, e isto tem incentivado a pesquisa de sua
biodisponibilidade e acumulagdo em diversos organismos aquaticos (VIRGA et al., 2007,
CASAS et al., 2008; KEUNG et al., 2008).

Vérios metais podem ser toxicos aos peixes € a outros organismos aquaticos, dentre
eles: mercurio, cddmio, cobre, cromo, niquel, aluminio, manganés e zinco. Esses metais
podem ser comumente encontrados em baixa concentracdo nos ambientes aquaticos. No
entanto a presenca desses poluentes nas dguas causa preocupag¢do em razao do risco de
ocorréncia da bioacumulagdo e até mesmo a biomagnificagdo (MATOS, 2001), dada a
capacidade dos organismos aquaticos em absorver e bioacumular contaminantes presentes na
agua ou no alimento (AKAISHI et al., 2004). A absor¢do de xenobidtico pelos peixes a partir
da agua contaminada se d4 por uma série de passos fisiologicos que controlam e comandam as
taxas de assimilacdo e a extensao da acumulacdo. A acumulagdo de xenobidticos hidrofobicos
pode mudar em funcdo de caracteristicas inter e intra-especificas (CONNELL, 1997). Um
peixe pode ser exposto a uma mistura elementos ou compostos quimicos tanto em contato
com a agua como nos alimentos que ingere. O acimulo e toxicidade dependem nao sé da
concentragdo quimica total no ambiente, mas também de como o peixe pode facilmente
absorver estas distintas espécies quimicas pelas branquias, através da pele, dentro do aparelho
digestivo e sobre como a especificidade quimica afeta a distribuicdo do metal no organismo.
Assim, o produto quimico sera mais ou menos biodisponivel para um local de acao,
dependendo das suas caracteristicas e dos atributos dos organismos (DI GIULIO e HINTON,
2008). As respostas biologicas a contaminantes ambientais podem se manifestar em varios

niveis de organizagdo, desde o molecular, no qual a integridade genética ¢ os processos
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subcelulares s3o avaliados, até o ecossistémico, no qual a dindmica e estrutura das cadeias
alimentares podem ser afetadas. Estas respostas ao estresse provocado pelos poluentes podem
ser utilizadas para indicar sinais iniciais de danos aos peixes e sdo denominadas

biomarcadores (ADAMS et al., 1992).

2.4. Histopatologias

A analise histopatologica tem sido testada e proposta como uma ferramenta eficiente e
sensivel para o monitoramento da saude dos peixes e da polui¢do ambiental em corpos d'agua
naturais (TEH et al., 1997; HANDY et al., 2002; WESTER et al., 2002; STENTIFORD et al.,
2003). O crescente nimero de estudos sobre biomarcadores histopatologicos esta ligado ao
fato da histopatologia refletir a satide dos peixes de forma mais direta do que biomarcadores
bioquimicos, permitindo que os efeitos de toxicidade possam ser extrapolados para a
comunidade e para o ecossistema (AU, 2004).

Os estudos histopatologicos merecem destaque, uma vez que ajudam a identificar
orgaos alvos da toxicidade e seus mecanismos de acdo. Além disso, os efeitos em niveis
histolégicos sdo visiveis apds a exposicdo a baixas concentragcdes de substancias toxicas em
comparagdo a outras medidas de toxicidade tais como mortalidade e mudangas
comportamentais (WESTER et al., 2002). Fortes indica¢cdes de uma relagdo entre poluigdo
aquatica e doencas/histopatologias de peixes foram relatadas por diversos autores
(ARELLANO et al., 2000; FRACACIO et al., 2003; ORTIZ et al., 2003; DOMINGOS, 2006;
CAMPOS, 2007, MALABARBA e FLORES-LOPES, 2007, CAMPAGNA et al., 2008;
FERNANDES et al.,, 2008; MESSAOUDI et al., 2008; KELLY e JANZ, 2009). A
histopatologia representa uma resposta de nivel mais apurado, refletindo alteragcdes prévias
nas fungdes fisiologicas ou bioquimicas (HINTON et al., 1992). Tecidos como branquias e
figado sdo frequentemente utilizados em tais analises (ARELLANO et al., 2000). As
branquias dos peixes desempenham diversas fungdes fisioldgicas, incluindo trocas gasosas
respiratorias, osmorregulagdo, excre¢ao nitrogenada e controle de equilibrio acido-base
(HOAR e RANDALL, 1984). O contato permanente com o ambiente aquatico e sua grande
area de superficie sdo as principais razdes que tornam as branquias dos peixes um 6rgao-alvo
da poluigdo. Geralmente, devido a essas caracteristicas, as branquias sdo o primeiro 6rgao a
reagir a condi¢cdes ambientais desfavoraveis (POLEKSIC” ¢ MITROVIC'-TUTUNDZIC’,
1994).

Outro 6rgdo utilizado nas avaliagdes histopatologicas ¢ o figado. Algumas das
principais fungdes deste 6rgao sdo a sintese e secre¢dao de proteinas, a produgdo e secre¢ao da

vesicula bilion, o metabolismo e a desintoxicacao de drogas lipofilicas, a sintese e secrecao de



lipoproteinas e a producgdo de uréia, a partir de ions de amdnio. Diversos estudos demonstram
uma associacao entre lesdes hepaticas e exposicdo a contaminantes quimicos. Muitas
substancias ndo apresentaram toxicidade na sua forma original, entretanto, apds serem
metabolizadas no figado, transformam-se em subprodutos altamente toxicos. Dessa forma, o
figado pode sofrer sérias alteragdes morfologicas em decorréncia da exposicdo do peixe a
algum xenobidtico (FANTA et al., 2003).

Em relagdo ao aparelho reprodutor, a exposicdo a substancias toxicas em diferentes
fases do ciclo de vida tem como caracteristicas gerais o retardamento de fases de
desenvolvimento e da maturacdo gonadal, a redu¢do no nimero ¢ viabilidade de gametas, as
histopatologias e a redu¢do do numero e viabilidade de descendentes (RAND e
PETROCELLI, 1985; ADAMS, 1990). Alguns estudos tém sido realizados visando a
caracterizagdo dos efeitos de metais pesados na reproducdo de peixes, demonstrando assim,
que os metais podem provocar efeitos deletérios no processo reprodutivo dos mesmos
(BILLARD et al., 1978; VUORINEN et al., 2003; HINCK et al., 2007; LIZARDO-DAUDT
et al., 2007, GREENFIELD et al., 2008). Assim, biomarcadores histopatologicos de
exposicdo a xenobidticos tém sido amplamente reconhecidos como ferramentas valiosas para
detecgdo de efeitos cronicos adversos nos organismos apds exposicdo a contaminantes

(MYERS et al., 1994).

3. Caracterizacdo da area de estudo
3.1. A bacia do rio Doce

O estado de Minas Gerais, pela sua posicdo geografica, possui um sistema
hidrografico que abrange a maior parte das bacias brasileiras, com excecao da Amazonica. Ao
todo, sdo 15 bacias, dentre estas, Sdo Francisco, Grande, Paranaiba, Doce e Jequitinhonha,
representam as cinco maiores bacias hidrograficas do estado, e drenam cerca de 90% da sua
area, o que lhe confere um enorme potencial hidrico. A bacia do rio Sdo Francisco é a maior
delas e drena 40% do territério mineiro. A segunda maior bacia, a do rio Grande, drena 15%
do Estado. As bacias do rio Paranaiba e do rio Doce drenam cada uma, 12% do territorio de
Minas Gerais. Dentre as maiores, a bacia do rio Jequitinhonha drena 11% do Estado ocupando
o quinto lugar em tamanho (DRUMMOND et al., 2005).

A area de estudo localiza-se na bacia hidrografica do rio Doce, situada na regido
Sudeste, entre os paralelos 18°45' e 21°15' de latitude sul e os meridianos 39°55' e 43°45' de
longitude oeste, compreendendo uma éarea de drenagem de cerca de 83.400 km?, dos quais
86% pertencem ao Estado de Minas Gerais e o restante ao Espirito Santo, abrangendo um

total de 228 municipios, sendo 202 em Minas Gerais ¢ 26 no Espirito Santo, com uma
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populacdo total de 3,1 milhdes de habitantes (Figura 1) (CBH-DOCE, 2009). A bacia do rio
Doce limita-se ao sul com a bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul, a oeste com a bacia do
rio Sdo Francisco, e, em pequena extensdo, com a do rio Grande. Ao norte, limita-se com a
bacia dos rios Jequitinhonha e Mucuri e a noroeste com a bacia do rio Sdo Mateus (CBH-
DOCE, 2009). Seus principais afluentes em Minas Gerais, pela margem esquerda sao os rios:
Carmo, Piracicaba, Santo Antonio, Corrente Grande e Suacui Grande; e pela margem direita
os rios: Casca, Matipo, Caratinga/Cuieté e Manhuagu. No Espirito Santo, pela margem
esquerda os rios Sao José e Pancas e pela margem direita os rios Guandu, Santa Joana e Santa
Maria do Rio Doce (PIRHDOCE, 2009).

Toda a drenagem do rio Doce encontra-se inserida no bioma Mata Atlantica,
atualmente reduzido a menos de 8% de sua drea original (CONSERVATION
INTERNATIONAL, 2000). A cobertura vegetal da bacia do rio Doce conservou-se de forma
significativa até o inicio da década de 1930, ocorrendo nas trés décadas seguintes uma fase de
devastacio generalizada da mesma (ESPINDOLA et al., 2005), resultando assim em intensa
fragmentacdo e eliminacdo da floresta, condi¢do comum para toda a bacia. Dessa forma, um
dos aspectos mais relevantes da degradacdo ambiental estd relacionado com o processo de
erosdo causado pelo desmatamento generalizado ¢ o mau uso do solo, culminando com
extenso assoreamento em toda a bacia (PIRHDOCE, 2009). Além do assoreamento, pode-se
destacar a polui¢ao, o desmatamento, a mineragao ¢ a introducao de espécies exoticas, como
as principais ameagas para a ictiofauna ndo s6 da bacia do rio Doce, como de toda Minas
Gerais (DRUMMOND et al., 2005). Além destes fatores, as barragens sdo consideradas
alteradores do padrdo natural, causando alteragdes nos rios onde sao instaladas (RICHTER et
al., 2003). Assim, em termos de conservagdo da fauna de peixes, a bacia do rio Doce
encontra-se em situacdo muito similar ao resto do pais, embora as pressoes antropicas e a
perda de qualidade ambiental possam ser definidas como de maior relevancia nesta bacia
(PIRHDOCE, 2009). Em relacao a ictiofauna, no médio rio Doce existem registros de mais de
70 espécies de peixes, das quais grande parte ¢ representada por exoéticas. A maioria das
espécies que compdem a ictiofauna ¢ de pequeno a médio porte (até 30 cm), e ocorre
principalmente em trechos loticos (calha central dos rios maiores e em alguns afluentes).
Entretanto, espécies nativas de maior porte também estdo representadas na regido, como o
surubim do rio Doce (Steindachneridion doceanum), a crumata (Prochilodus vimboides) e o
piau vermelho (Leporinus copelandii) (PIRHDOCE, 2009).

Em relagdo a economia, a bacia do rio Doce apresenta atividades econdmicas diversas,
na qual se pode destacar: a agropecuaria (reflorestamento, cultura de café, cana-de-agucar,

arroz, milho, feijao, criagdo de gado leiteiro e de corte e a suinocultura); a agroindustria; a
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mineracgdo (ferro, ouro, bauxita, manganés, pedras preciosas e outros); a industria (celulose,
siderurgia e laticinios); o comércio e servigos de apoio aos complexos industriais € a geragao
de energia elétrica. Contudo, ao longo do tempo, a urbanizagdo e a industrializagao
contribuiram significativamente para os impactos nos cursos d'agua ao longo da bacia,
principalmente pelo quase inexistente sistema de tratamento de esgotos e efluentes das

cidades e industrias (CBH-DOCE, 2009).

Minas
Gerais

Rio Suaguj G,

Legenda

Drenagem principal

ot |:| Bacia do Rio Doce

| Limite Estadual

Espirito
Santo

. J Sistema de coordenadas geograficas

da . 4 Datum: SAD 69
Man“que'\ta 3 T e Execugéo: Consorcio Ecoploan - Lume

0 30 60 Km { ) Fonte: IBGE, 2005 / CBH Doce

L — ] P y agosto/2008

Fonte: PIRHDOCE, 2009

Figura 1. Bacia do rio Doce. Circulo representa os pontos de coleta.

3.2. A sub-bacia do rio Piracicaba

A bacia do rio Doce divide-se em seis sub-bacias no estado de Minas Gerais e trés no
Espirito Santo. Dentre as sub-bacias que se localizam em Minas Gerais, esta a sub-bacia do
rio Piracicaba. Esta sub-bacia encontra-se na area de influéncia do Parque Estadual do Rio
Doce e possui um conjunto expressivo de atividades econdmicas (siderurgia, celulose e
mineracdo de ferro) com alto grau de impactos antropicos, além de expressiva concentracao
urbana e massivos reflorestamentos por monocultura de eucaliptos (carvao vegetal e celulose)
(CEDEPLAR, 2001).

O rio Piracicaba situa-se no leste de Minas Gerais e tem uma extensdo de 241 km.
Nasce no municipio de Ouro Preto, a uma altitude de 1.680 m e desagua no rio Doce na
regido conhecida como “Vale do A¢o”, na cidade de Ipatinga, a uma altitude de 210 m. Possui

, 2 e ., . .
uma area de drenagem de 5.381km” e os principais municipios atravessados pelo rio
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Piracicaba sdo: Antonio Dias, Fonseca, Rio Piracicaba, Jodo Monlevade, Nova Era, Timoteo,
Coronel Fabriciano e Ipatinga, abrangendo uma populagdao em torno de 700 mil habitantes
(CBH-DOCE, 2009). O rio Piracicaba abriga uma ictiofauna composta por 32 espécies. A
bacia pode ser dividida em duas secdes: uma que vai da foz até a barragem da UHE Sa
Carvalho (trecho inferior) e outra acima desse barramento (trecho superior). Essas duas se¢des
possuem faunas de peixes diferenciadas, sendo o trecho inferior mais rico em espécies. No
trecho superior, a ictiofauna ¢ composta principalmente por espécies mais tolerantes as
alteragdes ambientais, principalmente a polui¢ao hidrica (PIRHDOCE, 2009). Os indices de
polui¢do nessa sub-bacia ja foram considerados muito elevados, conferindo a mesma o titulo
de uma das “mais poluidas do pais” (GUERRA, 1993; CHIMELLI, 1994). Em func¢do dos
grandes nucleos urbanos, os quais langam esgoto “in natura” ao longo da bacia, além de um
complexo industrial significativo e diversificado, ¢ razoavel supor que a ictiofauna nessa
regido vem sendo afetada de forma continua, o que pode ser comprovado através de relatos de
pescadores e moradores locais, os quais relatam a ocorréncia de frequentes mortandades de
peixes. Além disso, estudos realizados no rio Piracicaba demonstraram a relagdo entre a
acentuada poluigdo de suas aguas e a perda de biodiversidade no mesmo (BARBOSA et al.,
1997).

O rio Piracicaba percorre uma regido onde estdo instaladas grandes industrias
(CEDEPLAR, 2001), fato este ha algum tempo preocupante. Em 1989, o Projeto Rio Doce
analisou fontes de poluicdo da bacia do rio Doce, sendo selecionadas aquelas que
apresentavam maior impacto sobre a qualidade da 4gua. Assim, foram pontuadas as 30
maiores fontes de poluicdo da bacia em nivel de importancia de impacto causado nas aguas.
Dentre as cinco primeiras, duas estdo localizadas no rio Piracicaba: Companhia Siderargica
Belgo Mineira e Arcelor Mittal, demonstrando que a polui¢do das aguas da bacia do rio Doce
e no rio Piracicaba ocorre desde a implantacdo dessas industrias (PIRHDOCE, 2009). No
periodo de 1997 a 2007, foi realizado, o levantamento das empresas inseridas na bacia do rio
Doce ¢ se estas apresentavam dados de entrada e saida de tratamento dos seus efluentes. Das
35 empresas localizadas ao longo da bacia, 19 destas estdo situadas na sub-bacia do rio
Piracicaba, o que demonstra a grande ocupagdo de industrias ao longo desta (Figura 2) e, além
disso, apenas quatro destas apresentavam langamento de efluentes em conformidade com a
legislacao referente, fato este que contribui para o aumento do grau de poluicdo da bacia

(Tabela 2) (PIRHDOCE, 2009).
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Figura 2. Localizacdo de industrias e mineradoras na bacia do rio Doce.

Com relagdo & qualidade das 4guas, o Instituto Mineiro de Gestdo das Aguas (IGAM),
através de analises fisico-quimicas e bacterioldgicas, classifica o rio Piracicaba entre o
municipio de Timoteo a Coronel Fabriciano como classe 2, ou seja, as d4guas do rio podem ser
destinadas ao abastecimento para consumo humano apds tratamento convencional, a prote¢ao
das comunidade aqudticas, a recreagdo de contato primdrio (natagdo, esqui aquatico e
mergulho), irrigacdo, a aquicultura e atividades de pesca. Porém, um recente monitoramento
realizado pelo IGAM (2009) verificou piora na qualidade das aguas do rio Piracicaba apos
receber o rio Santa Barbara em Nova Era, refletindo a influéncia do lancamento de esgoto
nesse corpo de agua. Além da qualidade da dgua, foi avaliada a contaminagdo por toxicos, na
qual toda a bacia do rio Doce apresentou alta contaminagdo por cianeto ¢ chumbo, enquanto
que a contaminacdo média ocorreu por arsénio, zinco e fendis (compostos organicos que
geralmente ndo ocorrem naturalmente nos corpos d'agua), demonstrando que ha alta
contaminag¢do por metais ao longo da bacia.

Na cidade de Timoteo, o rio Piracicaba recebe o Corrego Timotinho, o qual introduz
mais poluentes ao rio, pois todo o efluente doméstico sem tratamento, além de residuos

industriais s@o lancados diretamente neste corrego.
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Tabela 2. Avaliagdo da eficiéncia do tratamento de efluentes de industrias na sub-bacia do rio

Piracicaba, realizado no periodo de 1997 a 2007 (PIRHDOCE, 2009).

Apresentacdo de dados

Empresa Produto Localizacéo sobre lancamentos de
efluentes
Complexo
Minerador de Mineragao Itabira Dados insuficientes™
Itabira

Mina Alegria Mineragao Mariana Dados insuficientes
Mina Andrade Mineragao Bela Vista de Minas Dados insuficientes
Mina Fazendao Mineragao Catas Altas Dados insuficientes
Pedreira Valemix Britas para Catas Altas Dados insuficientes

Mina Gongo Soco

Vale Mina Agua
Limpa

Cimeca
Arcelor Mittal

Nova Era Silicon

Arcelor Mittal

Recmix do Brasil
Pedreira Um
Vamtec

Insider
Usiminas

Kaparao

construgao civil

Mineragao
Mineragao
Mineragao
Aco inox
Ferroligas

Ac¢o inox

Escorias de
siderurgia e de
ferro ligas
Britas para
construgao civil
Insumos e
refratarios
especiais

Insumos refratarios

para siderurgia

Aco

Couro

Bardo de Cocais
Rio Piracicaba
Rio Piracicaba

Jodo Monlevade

Nova Era
Timéteo
Timoéteo
Timoteo

Timoteo

Coronel Fabriciano
Ipatinga

Ipatinga

Dados insuficientes
Dados insuficientes
Dados insuficientes

Dados insuficientes

Langamento conforme
a legislacao referente

Dados insuficientes

N3do declarou dados.

Dados insuficientes

Nao declarou dados.

Langamento conforme
a legislacdo referente
Langamento conforme
a legislacdo referente
Langamento conforme
a legislacdo referente

* Dados Insuficientes: ndo apresentaram dados de entrada e/ou saida do sistema de tratamento dos efluentes que
possibilitem acompanhar a analise da eficiéncia do sistema de tratamento.

3.3. Micro-bacia Corrego Timotinho

A micro-bacia do Cérrego Timotinho situa-se no municipio de Timoteo, possui uma

area de 1.721,52 ha e perimetro de 32.258,75 metros. Engloba areas com caracteristicas rurais

e aglomerados urbanos representados por 12 bairros da cidade de Timo6teo. Em relacdo a
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cobertura vegetal existente, ¢ composta por 290,95 ha de cobertura vegetal secundaria,
distribuidos em doze fragmentos isolados. Quase em sua totalidade, dadas suas caracteristicas
hidrograficas e de relevo, esta micro-bacia ¢ conceituada como de preservacdo permanente,
pois foram identificadas ao longo desta, 43 nascentes, sendo que 37 delas sdo perenes e 6 se
encontram secas, perfazendo assim um total de 209,24 ha de Area de Preservagio Permanente

de cursos d’agua (NUNES, 2004).

3.4. Pontos de amostragem

Para as amostragens, foram escolhidos dois pontos ao longo do rio Piracicaba, situados
na cidade de Timéteo (MG) (Figura 3). Para as amostragens, foram escolhidos dois pontos ao
longo do rio Piracicaba, situados na cidade de Timo6teo (MG).

O ponto 1 (foz) (19°31°29.5”S e 42°39°18.1”WO), representa a area proxima as fontes
de impacto ambiental (urbanizacdo e industrializagdo) da cidade. Este ponto localiza-se logo
abaixo do desadgue do coérrego Timotinho no rio Piracicaba, local onde todo o efluente
doméstico ndo tratado da cidade ¢ lancado, além de residuos industriais que também sdo
langados sem tratamento no rio (Figura 4).

O ponto 2 (montante) (19°31°58.3”S e 42°37°37.4”WO0), localizado 4 km a montante
do ponto 1, constitui uma area mais afastada dos pontos de lancamentos de efluentes da

cidade de Timoteo (Figura 5).

Fonte: Google Earth, 2009
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Figura 3. Localizagdo dos pontos de coleta no rio Piracicaba: Ponto 1 (foz) e Ponto 2 (montante); Corrego
Timotinho (linha amarela); e principais fontes poluidoras entre os pontos de coleta no rio Piracicaba
(seta) e no corrego Timotinho (Patio de minério de ferro — Arcelor Mittal; Emalto — Industria

Mecéanica; Parque industrial e Patio de escoria — Arcelor Mittal).

Figura 4. Ponto de amostragem 1 (foz) e desague do Cérrego Timotinho (seta), no rio Piracicaba.

Figura 5. Ponto de amostragem 2 (montante) no rio Piracicaba.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral
Objetivou-se com este estudo determinar a contaminagdo por metais pesados e seus
efeitos em biomonitoramento de peixes teledsteos do rio Piracicaba (MG), visando a obtengdo

de um instrumento de qualidade ambiental.

4.2. Objetivos Especificos

- Determinar a concentracao de aluminio (Al), cddmio (Cd), cobre (Cu), cromo (Cr),
manganés (Mn), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn) nos musculos dos peixes dando énfase
aos quatro metais que apresentaram maior concentragao.

- Verificar a concentragdo dos metais, Al, Mn, Pb e Zn, na musculatura dos peixes,
que foram coletados em dois pontos no rio Piracicaba e em diferentes estagdes do ano.

- Verificar se a concentragdo dos metais na musculatura dos peixes coletados no rio
Piracicaba se enquadra nos valores limites maximos de tolerancia para metais em alimentos,
estabelecido pelo Ministério da Saude.

- Verificar a concentragao de Al, Mn, Pb e Zn no figado, branquias e testiculos em
duas das espécies coletadas, e se esta apresenta diferencas devido ao hédbito alimentar das
espécies.

- Avaliar histopatologicamente as branquias, figado e testiculo em duas das espécies

estudadas e utilizar esta andlise como ferramenta de avaliacdo da qualidade ambiental.
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Capitulo |

Determinacdo dos niveis de metais pesados em musculos de peixes teledsteos do rio

Piracicaba, Minas Gerais

Resumo

O rio Piracicaba, membro da bacia do rio Doce, percorre uma 4rea de intensa atividade
industrial, recebendo ao longo dos anos, efluentes industriais e domésticos lancados, via de
regra, sem tratamento. Dentre estes contaminantes, encontram-se metais pesados que se
acumulam na coluna d’agua, no sedimento e nos peixes. Assim, objetivou-se determinar os
niveis de contaminagdo por metais pesados, com énfase na concentragdo de aluminio (Al),
manganés (Mn), chumbo (Pb) e zinco (Zn) em amostras de musculos de peixes teledsteos do
rio Piracicaba. Foram coletados 64 espécimes ao longo de 3 coletas, sendo que 40 espécimes
foram coletados no ponto 1 e o restante no ponto 2. Apos a coleta, os espécimes foram
eutanasiados e os fragmentos musculares coletados. A deteccdo de metais pesados nos
musculos foi realizada utilizando-se espectrofotometro de emissdo em plasma indutivamente
acoplado. Em relacdo a concentragdo média total dos metais nas trés coletas, houve maior
concentracdo de Al (259,15 pg g™ MS), seguido por Pb (141,49 ug g MS), Zn (50,41 pg g
MS) e Mn (14,91 pg g MS), sendo que as concentracdes de Pb e Zn detectadas nos musculos
dos peixes do rio Piracicaba excederam o limite maximo de tolerancia estabelecido pelo
Ministério da Satde. Durante as estagdes do ano, os espécimes que foram coletados no
inverno apresentaram maior concentracdo de metais (174, 87 pg g’ MS), seguidos pelos
coletados no outono (145,07 pg g MS) e no verdo (29,53 ug g MS), provavelmente devido
ao baixo nivel de dgua e assim menor capacidade de depuracdo do rio. A concentracdo de
metais nos musculos dos peixes coletados em dois pontos do rio Piracicaba, foi mais
expressiva nos espécimes coletados no ponto 2, caracterizando a contaminag¢do em todo o
trecho onde as coletas foram realizadas, j4& que o ponto 2 ¢ a montante do ponto 1. Pode-se
concluir que os espécimes de peixes coletados no rio Piracicaba apresentaram ocorréncia de
todos os metais analisados, sendo esta mais expressiva no inverno. Ao longo de todo o ano,
foram detectadas concentracdes significantes de metais nos musculos dos peixes, sendo que
algumas destas se encontravam acima do limite de tolerancia estabelecida pelo Ministério da

Saude, o que pode representar risco a satide dos consumidores deste pescado.
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1. Introducéo

O Brasil, embora seja um dos paises mais ricos em agua doce do mundo, com 5600
km*/ano, os rios vem sendo degradados ao longo dos anos. Esse quadro de degradagdo teve
inicio a partir da década de 1950 com a intensificacdo do crescimento econdmico, vinculado a
rapida e irrestrita industrializagdo, causando desequilibrios principalmente no ambiente
(SILVA, 2002). As atividades humanas tém contribuido para o aumento do nivel dos metais
pesados em muitos dos ecossistemas aquaticos, destacando-se, como principais fontes, as
atividades industriais e as mineragdes (OLIVEIRA e HORN, 2006). A toxicidade de agentes
quimicos no meio hidrico ¢ avaliada com a utilizacdo de ensaios ecotoxicologicos,
envolvendo os organismos representativos da coluna d’4gua e do sedimento (ARAGAO e
ARAUJO, 2006).

Dentre os contaminantes que atingem o sistema aqudtico, os metais pesados sdo
motivo de preocupacao, pois sdo elementos nao-degradaveis, que permanecem por um longo
tempo nesse ambiente e atingem toda a cadeia trofica (SILVA, 2002). Devido ao processo
dindmico de transporte e redistribuicdo dos metais, concentracdes aparentemente baixas na
coluna d’agua e no sedimento, podem ser potencialmente acumuladas pelos organismos
(bioacumulagdo), podendo atingir niveis toxicos. O processo de biomagnificagdo de metais
pesados ¢ uma das formas pelas quais estes elementos atingem altas concentragdes na biota,
uma vez que os niveis de alguns metais aumentam progressivamente ao longo da cadeia
alimentar, alcancando niveis bem elevados nos organismos que ocupam o topo da cadeia
trofica (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

A presenga de metais no ambiente aquatico em concentragdes elevadas causa a
mortalidade de peixes, das comunidades bentdnicas, perifitica e planctonica, causando
desequilibrio do ecossistema (SILVA, 2002). E a introdu¢do no organismo humano, se d4, de
acordo com os orgaos de saude, 90% através da cadeia alimentar, podendo assim provocar
inimeras doengas, em decorréncia do efeito acumulativo e resultar até na morte do individuo
(IPCS, 1992).

Além da importancia de determinar os efeitos que os xenobiodticos provocam nos
organismos aquaticos, ¢ relevante avaliar seus residuos em peixes destinados ao consumo
humano (WINKALER, 2008), pois o consumo de pescados contaminados com elevado teor
de metais pesados pode ocasionar diversos problemas de saude na populacio (PEDREIRA
FILHO et al., 2003). Assim, a0 mesmo tempo em que o pescado ¢ um valioso aliado na
nutricdo humana, pode ser também um produto de alto risco para a saide (MANTOVANI,
2005). Dentro deste contexto, ha a necessidade de monitorar e controlar a contaminagao dos

ecossistemas aquaticos, principalmente em relacdo aos metais pesados, que se encontram
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entre os contaminantes mais toxicos que se acumulam nos compartimentos ambientais e nos
organismos que neles vivem. O rio Piracicaba, que compartilha destas caracteristicas de
ambiente contaminado, apresenta a pesca como atividade amplamente utilizada pelas
comunidades carentes que vivem em seu entorno, podendo assim a populagdo estar sendo
contaminada pelos metais pesados que sdo bioacumulados nos peixes.

Neste sentido, objetivou-se determinar os niveis de contaminag¢ao por metais pesados
em amostras de musculos de peixes coletados em dois pontos do rio Piracicaba (MG) e ao

longo de trés estagdes do ano.

2. Material e Métodos
2.1. Area de estudo

A area de estudo localiza-se na bacia hidrografica do rio Doce, uma das cinco maiores
bacias hidrograficas de Minas Gerais (DRUMMOND et al., 2005). Esta bacia situa-se na
regido sudeste, entre os paralelos 18°45' e 21°15' de latitude sul e os meridianos 39°55' e
43°45' de longitude oeste, compreendendo uma area de drenagem de cerca de 83.400 km?, dos
quais 86% pertencem ao estado de Minas Gerais e o restante ao Espirito Santo, abrangendo
um total de 228 municipios (CBH-DOCE, 2009). O rio Piracicaba, que faz parte da bacia
supracitada, situa-se no leste de Minas Gerais e tem uma extensao de 241 km. Nasce no
municipio de Ouro Preto, a 1.680 m de altitude, e desagua no rio Doce, na regido conhecida
como “Vale do A¢o”, na cidade de Ipatinga, a 210 m de altitude. Possui area de drenagem de
5.381 km? (CBH-DOCE, 2009) e, no seu percurso, encontram-se expressivas atividades
econdmicas (siderurgia, celulose e mineragdo de ferro) com alto grau de impactos antropicos
(CEDEPLAR, 2001), além de barragens que também impactam o ambiente (RICHTER et al.,
2003). Na cidade de Timoéteo, que faz parte do “Vale do Aco”, o rio Piracicaba recebe o
Coérrego Timotinho, o qual introduz mais poluentes ao rio, pois todo o efluente doméstico sem

tratamento, além de residuos industriais sdo langados diretamente neste corrego.

2.2. Pontos de amostragem

Para as amostragens, foram escolhidos dois pontos ao longo do rio Piracicaba, situados
na cidade de Timo6teo (MG).

O ponto 1 (foz) (19°31°29.5”S e 42°39°18.1”WO), representa a area proxima as fontes
de impacto ambiental (urbanizacdo e industrializa¢do) da cidade. Este ponto localiza-se logo
abaixo do desague do corrego Timotinho no rio Piracicaba, local onde todo o efluente
doméstico ndo tratado da cidade ¢ lancado, além de residuos industriais que também sao

langados sem tratamento no rio.
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O ponto 2 (montante) (19°31°58.3”S e 42°37°37.4”WO0), localizado 4 km a montante
do ponto 1, constitui uma area mais afastada dos pontos de lancamentos de efluentes da

cidade de Timoteo.

2.3. Coleta dos animais

As coletas dos espécimes foram autorizadas pelo Instituto Estadual de Florestas (IEF),
com a licenca de pesca cientifica, categoria D, nimero 014-08. Foram realizadas 3 coletas
durante o ano de 2008, nos meses de marco (inicio de outono), junho (inverno) e dezembro
(primavera), abrangendo estacdes de cheia e seca do rio Piracicaba. Em cada ponto de
amostragem, os espécimes de peixes foram coletados através de redes de espera e tarrafas.
Foram coletados 63 espécimes durante trés coletas, sendo que destes, 40 foram coletados no
ponto 1, e o restante dos espécimes (23), coletados no ponto 2. Contudo, na coleta do més de
junho, ndo houve espécimes coletados no ponto 2 (Apéndice; Tabela 1).

Imediatamente apos cada coleta, os peixes foram eutanasiados por sec¢ao da medula
espinhal, na regido occipital, marcados e acondicionados em formol para posterior
identificacdo das espécies em laboratorio. Apos a pesagem em balanga digital de precisao
(Gehaka BG1000), determinou-se o comprimento total, padrio e altura. Posteriormente,
realizou-se incisdo logo abaixo da nadadeira dorsal para coleta dos fragmentos musculares, os
quais foram fixados em solu¢do de Karnovsky por um periodo de 24 horas e depois

transferidos para alcool 70%.

2.4. Concentracdo de metais pesados nos musculos de peixes teledsteos

Para a andlise da concentragdo de metais foram utilizadas amostras de fragmentos
musculares dos espécimes, nas quais se determinaram as concentra¢des de aluminio (Al),
cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), manganés (Mn), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn).
As amostras, pesadas em balanca analitica digital de precisdo (Scientech AS 210), foram
acondicionadas em Erlermeyer (25 mL) e mantidas em estufa a 70 °C até alcangarem peso
seco constante. A digestdo acida das amostras foi realizada com a adicao de 1,5 mL de HNO;
concentrado, 0,5 mL de HCIO4 70% e duas gotas de dgua oxigenada 30%, mantendo-se os
frascos em bloco digestor, com aquecimento continuo até atingir 90 °C. Apos a completa
digestdao (~ 1h), o volume foi ajustado para 25 mL com dgua desionizada, seguido de filtracao e
andlise da concentragdo de metais pesados, em Espectrofotometro de Emissdo em Plasma
Indutivamente Acoplado (Perkin Elmer®, Optima 3300DV) no departamento de Solos da
Universidade Federal de Vigosa (UEV), sendo os resultados expressos em pg g de massa

seca (MS).
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2.5. Analise Estatistica
Foram realizadas analises descritivas dos dados e estes foram expressos em média e

erro padrao.

3. Resultados e Discusséo
3.1. Concentracdo de metais pesados nos musculos de peixes teledsteos

O tecido muscular dos peixes € a por¢do consumida pela populagdo e, dessa forma, a
analise dos contaminantes nesta, ¢ de fundamental importancia para que 6rgaos responsaveis,
como o Ministério da Saude, possam definir os possiveis indices de contaminagdo para os
consumidores.

Levando-se em consideracdo a concentracao média total de todos os metais avaliados,
foram escolhidos para andlise os quatro metais que apresentaram a maior concentracdo média,

sdo eles: Al, Mn, Pb e Zn (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo de Al, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn (ug g'1 MS) em branquias (B),

figado (F), musculo (M), testiculo (T) e ovario (O), de peixes teledsteos do rio

Piracicaba.
Concentracdo Média Total
Elemento Tecido 1° Coleta 2° Coleta  3° Coleta (g g* MS)
Al B 227,57 372,45 70,16 223,39
F 247,20 342,89 182,19 257,42
M 249,63 516,81 10,99 259,15
T 919,95 411,92 3625,13 1652,33
O 277,83 462,38 8,06 249,42
528,34
Cd B 74,84 6,11 3,14 28,03
F 24,45 20,33 1,75 15,51
M 9,98 2,93 0,80 4,57
T 229,69 98,48 513,43 280,53
O 40,08 5,43 127,71 57,74
77,28
Cr B 138,28 23,41 9,57 57,09
F 83,39 57,18 1,52 47,36
M 17,39 10,16 0,96 9,51
T 570,41 450,10 0,00 340,17
@) 544,28 36,78 0,08 193,71
129,57
Cu B 218,43 35,69 6,65 86,93
F 113,09 300,70 135,90 183,23
M 10,86 14,09 10,22 11,72
T 661,71 173,20 217,59 350,83
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o) 427,61 23,28 8,86 153,25
157,19
Mn B 191,73 46,44 32,31 90,16
F 187,72 21,23 10,50 73,15
M 28,79 9,10 6,84 14,91
T 805,84 100,63 939,20 615,22
o) 81,16 6,81 184,37 90,78
176,85
Ni B 32,97 8,59 5,36 15,64
F 14,76 14,24 1,14 10,04
M 5,60 3,94 0,56 3,37
T 57,77 70,93 23,03 50,58
o) 13,30 4,08 0,02 5,80
17,09
Pb B 424126 417,12 434,72 1697,70
F 1207,94 907,65 193,43 769,67
M 216,53 123,35 84,59 141,49
T 122629,88  6479,67  9534,00 46214,52
o) 30262,04 508,32 5240,40 12003,59
12165,39
Zn B 164,28 96,20 19,07 93,18
F 91,87 229,79 21,27 114,31
M 85,31 50,22 15,71 50,41
T 320,26 1229,05 7,05 518,79
o) 113,17 81,87 87,47 94,17
174,17

Os valores referentes a concentragdo de Al, Mn, Pb ¢ Zn nos fragmentos musculares
dos espécimes de peixes teledsteos coletados em trés estagdes distintas no rio Piracicaba,
encontram-se representados na figura 1.
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Figura 1. Concentragdes médias de Pb, Zn, Al e Mn (ug g MS) nos miisculos de todos os espécimes de peixes

teledsteos coletados no rio Piracicaba em trés estagdes do ano.
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Em relagdo a concentragdo média dos metais nas trés estagdes do ano, houve maior
concentracdo de Al (259,15 pg g MS), seguido por Pb (141,49 ug g MS), Zn (50,41 pg g
MS) e Mn (14,91 pg g' MS). Estas concentragdes sdo maiores, comparando-se com 0s
valores encontrados por Morais et al. (2009), em espécimes de peixes do mesmo rio. Em
outro trabalho, também realizado no rio Piracicaba, Queiroz (2006), detectou contaminagao
por Zn em Geophagus brasiliensis (acara).

Como o rio Piracicaba percorre uma regido altamente industrializada, a contaminacdo
por estes metais, ndo ¢ inesperada, ja que estes estdo envolvidos em varios processos
industriais. No processo de producdo do ago, utilizam-se metais como o zinco (em
galvanoplastia) (LARSON e WEINCEK, 1994) e o manganés, sendo que mais de 95% do
mangangés utilizado industrialmente ¢ consumido na industria metaltirgica (EMDVI, 2009).
Estima-se que o chumbo seja utilizado em mais de 200 processos industriais diferentes com
destaque para a produgio de acumuladores elétricos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Por
outro lado, o aluminio encontra-se em aguas de anodizagdo de pecas, conduzindo a formagado
do oxido de aluminio, o que torna a superficie do aluminio extremamente dura com varias
propriedades desejadas (MARTINS, 2009).

Para se ter um diagnostico do nivel de contaminagdo por metais pesados no rio
Piracicaba (MG), comparou-se os valores detectados neste estudo com espécimes de peixes
oriundos de outros ambientes contaminados. Em area impactada do rio Caiapo (GO), Teles et
al. (2008) detectaram concentragdes bem menores do que as encontradas nos peixes deste
estudo, assim como a concentragdo observada em tilapias (Oreochromis niloticus) coletadas
na lagoa da Pampulha (MG) (VEADO et al., 2007). No rio Paraiba do Sul, mesmo apods o
acidente provocado por uma industria de papel, as concentracdes de Al, Zn e Pb em peixes
ainda foram menores do que as observadas no presente estudo (COUTO et al., 2005)
(Apéndice; Tabela 4).

Assim, € perceptivel que, em comparagdo com outros corpos d’agua contaminados e
até mesmo atingidos por acidentes ambientais, o nivel de contamina¢do por metais pesados no
rio Piracicaba ¢ muito superior, demonstrando o comprometimento da qualidade deste

ecossistema.

3.2. Concentracdo total de metais pesados nos musculos dos peixes durante as estacdes
do ano

Além de se obter a concentragdo de cada metal nas estacdes do ano, obteve-se também
a concentragdo total dos metais (Al, Mn, Pb e Zn) nas trés estacdes do ano. Em relagdo a esta

concentracdo detectada nos musculos dos peixes, os espécimes coletados no inverno
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apresentaram maior concentragdo (174, 87 pg g ' MS), seguido pelos animais coletados no
outono (145,07 pg g ~' MS) e no verdo (29,53 pg g ' MS) (Figura 2). Uma das explicagdes
para este resultado seria que a menor vazao do rio durante a estagdo seca (inverno) e assim a
menor compacidade de depuracdo do rio leva consequentemente a maior concentragdo de
metais nesta estagdo. Diversas pesquisas relacionam o aumento na concentracao de metais em
musculos dos peixes com os dados de menores indices pluviométricos (ZAPATA, 1994;
HYLANDER et al., 2000; MARRUGO-NEGRETE et al., 2008). Deste modo, a maior
concentragdo de metais nos musculos dos espécimes coletados na estacdo seca do rio
Piracicaba pode ser justificada pela maior disponibilidade destes metais no ambiente,
resultado da intensa atividade industrial em conjunto com o baixo volume de dgua e menor
capacidade de depuracdo do rio nesta estagao.

Assim, pode-se inferir que ao longo de todo o ano hd um acumulo significativo de
metais no rio Piracicaba, comprovado pela concentragdo destes, detectada nos musculos dos
espécimes de peixes coletados. Esta caracterizagdo ¢ de fato preocupante, pois a populagdo
consumidora destes peixes estd exposta a metais durante todo o ano, podendo ocorrer a

biomagnificacdo destes, o que poderd ocasionar, em longo prazo, efeitos nocivos a saude

humana.
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Figura 2. Concentracio média total de metais pesados (pg g”' MS) nos musculos de peixes teledsteos coletados

no rio Piracicaba durante o outono, inverno ¢ primavera no ano de 2008.

3.3. Concentracao de Al, Mn, Pb e Zn nos musculos de peixes coletados em dois pontos
do rio Piracicaba
Valores referentes a concentragdo de metais nos musculos dos espécimes de peixes

coletados em dois pontos do rio Piracicaba, encontram-se na figura 3.
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Figura 3. Concentracdes médias de metais (ug g MS) masculos de peixes teledsteos coletados em dois pontos

(Montante (ponto 2); Foz (ponto 1)) ao longo do rio Piracicaba.

A concentracdo de metais detectada nos musculos dos peixes foi mais expressiva nos
espécimes coletados no ponto 2, com excecao do Al, que apresentou concentracdo duas vezes
maior nos espécimes coletados no ponto 1. Como os pontos de coletas foram escolhidos
devido a proximidade a fontes antropicas de poluicdo, esperava-se que as concentracdes de
metais no ponto 2 fossem menos expressivas quando comparadas com o ponto 1, ja que este
ponto localiza-se em area afastada das fontes de poluicdo da cidade de Timoteo. Assim, a alta
concentracdo de Al nos espécimes coletados no ponto 1 provavelmente deve-se ao elevado
nimero de industrias localizadas no trecho que antecede este ponto. Como o Al ¢ um metal
amplamente utilizado em processos industriais, a maior concentragdo deste metal nos peixes ¢
corroborada. Todos os outros metais, com exce¢do do Al, apresentaram concentracdo maior
nos peixes coletados no ponto 2. Estes dados corroboram os obtidos por Queiroz (2006), que
detectou redugdo na concentra¢do de Zn em Geophagus brasiliensis (acara) coletados em

quatro cidades ao longo do rio Piracicaba (da montante a foz).

3.4. Concentracéo de Al, Mn, Pb e Zn nos musculos de peixes do rio Piracicaba e valores
recomendados pela legislacao

No Brasil, o limite maximo permitido por lei para contaminantes inorganicos em
alimentos estd regulamentado desde 1965, por meio do Decreto Lei 55.871-65 (ANVISA,
2009a). Alguns desses limites foram atualizados e outros mantidos pelo Ministério da Saude
(Portaria 685-980 de 27 de agosto de 1998) (ANVISA, 2009b). Valores relacionados a
concentragdo média de metais nos fragmentos musculares dos espécimes de peixes do rio
Piracicaba, e aqueles definidos como limites méaximos de tolerdncia para contaminantes

inorganicos em alimentos, encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2. Concentracdes médias de metais (ug g& MS) nos musculos de peixes teledsteos
coletados no rio Piracicaba, e os limites maximos de tolerancia para
contaminantes inorganicos em alimentos definidos pelo Ministério da Satde em

“ppm” (Partes Por Milhdo) equivalentes a pg g™

. Concentragdes nos musculos  Limites M&ximos de Tolerancia
Metais Pesados

de peixes deste estudo Ministério da Saude
Al 259,15 ne
Mn 14,91 ne
Pb 141,49 2,00
Zn 50,41 50,00

NE — Valores maximos de tolerancia ndo estabelecidos pelo Ministério da Satude

Os dados de concentracdo de metais em peixes tem significativa importancia na
avaliacdo do impacto na saide humana, o que ird depender, dentre outros fatores, da
participa¢do dos peixes na dieta alimentar da populagdo local (DALLINGER et al., 1987,
LANDRIGAN et al., 2007) e dos aspectos quimicos relacionados a cada metal (PORTO,
2009). A toxicidade de cada um deles geralmente resulta de sua bioacumulacdo nos tecidos
adiposos e da capacidade de penetrar nas membranas biologicas (TEMPLETON et al., 2000).

Com a analise dos dados, verificou-se que as concentracdes de Pb e Zn detectadas nos
musculos dos peixes do rio Piracicaba excederam o limite méximo de tolerancia para estes
metais estabelecido pelo Ministério da Satude, o que pode representar risco a saude dos
consumidores. As concentragdes de Pb excederam em mais de 70 vezes o limite de tolerancia,
estes dados, associados & limitagio de semanal toleravel de 25 pg kg™ peso corporeo/semana
(WHO, 1999), determinam o grau de preocupacdo quanto a saude da populagdo consumidora
destes peixes. Sabe-se que a ingestao elevada de Pb afeta diversos 6rgdos e sistemas, e dentre
seus efeitos destacam-se: decréscimo do quociente de inteligéncia (QI); efeitos sobre o
sistema nervoso, com déficit nas fungdes cognitivas; diminui¢do das funcdes sensoriais,
nervosas involuntérias; impactos sobre as fungdes renais; e alguns estudos epidemiologicos
apontam a ocorréncia de partos prematuros (WHO, 1995). Em relacdo a concentragao de
zinco, nao hé um valor especifico para o consumo de peixe e produtos de pesca estabelecido
pelo Ministério da Saude. Na auséncia dessa informagdo, os valores de concentracdo do Zn
nos musculos foram comparados a categoria “outros alimentos”, que estabelece o limite de 50
”ppm” para o zinco. Mesmo nao apresentando uma concentragdo especifica para o consumo
de peixes as concentragdes de zinco nos peixes se encontram acima do limite permitido.

Segundo a National Academy of Sciences (2001), a recomendac¢do da ingestdo diaria de Zn
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para a populacao sadia é de 8 mg para mulheres e 11 mg para homens. Deste modo, mesmo o
Zn sendo um elemento essencial, ao longo do tempo, pode ocorrer o acimulo ao longo do
tempo deste metal e assim, causar efeitos adversos a satde dos consumidores, como por
exemplo, problemas pulmonares (ROCHA et al., 1985).

A concentragdo de Al nas amostras de peixes foi elevada, entretanto, o Ministério da
Satide ndo estabelece limites maximos de tolerancia para este metal. A OMS (Organizacao
Mundial da Saude), por sua vez, preconiza o limite méaximo tolerdvel na dieta de 6
mg/kg/semana de Al (OMS, 1998). Dessa forma, infere-se que a concentracao de Al detectada
nos peixes no presente estudo, pode acarretar danos a saude dos consumidores deste pescado.

Da mesma forma que o Al, o Ministério da Satde ndo define limites maximos de
tolerancia para o Mn. A partir dos dados observados, verifica-se que a concentragdo de Mn foi
relativamente baixa nos peixes, pois conforme a Dietary References Intakes (DRI), a ingestao
diaria de manganés para homem ¢ de 2,3 mg ¢ para mulheres de 1,8 mg (DRI, 2000). Dessa
forma, como este metal também ¢ um elemento essencial, dificilmente a ingestdo de Mn
proveniente destes peixes causariam os danos biologicos relacionados na literatura, como:
deficiéncia intelectual de criangas e aumento da mortalidade infantil, bem como sua
associagdo com a Doeng¢a de Parkinson (CSUROS ¢ CSUROS, 2002; HAFEMAN et al.,
2007; FINKELSTEINS et al., 2008; STEPENS et al., 2008).

O peixe € um alimento muito consumido pela populacao, principalmente por aquela
que vive no entorno de rios e, portanto, ¢ pertinente a analise da concentragdo destes metais
quando o alimento passa por processos de cozimento e/ou fritura. Assim, Mandarino et al.
(2000), verificaram que o teor de mercurio aumenta em amostras de trairas (Hoplias
malabaricus) apds a fritura. Da mesma forma, pode-se inferir que provavelmente a
concentracdo dos metais detectados nos fragmentos musculares coletados a fresco, serad

aumentada apos os processos de fritura e/ou cozimento.

4. Conclusdes

Pode-se concluir que os espécimes de peixes coletados no rio Piracicaba apresentaram
significativa concentracdo de todos os metais analisados, sendo mais elevada a concentragao
de Al, Mn, Pb e Zn, ¢ dentre estes o Al foi mais significativo. Durante as estagcdes do ano, os
espécimes que foram coletados no inverno apresentaram maior concentracdo de metais, mas
ao longo de todo o ano, foram detectadas concentragdes significantes de metais nos musculos
dos peixes, sendo que algumas destas se encontram acima do limite de tolerancia estabelecida
pelo Ministério da Saude, o que pode representar risco a saude dos consumidores deste

pescado.
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Capitulo 11

Concentracdo de metais pesados e alteracdes histologicas em branquias e figado de
Astyanax bimaculatus (LINNAEUS, 1758) e Geophagus brasiliensis (QUOY e
GAIMARD, 1824) coletados no rio Piracicaba, Minas Gerais

Resumo

Alteragdes morfoldgicas nas branquias e no figado podem ser empregadas nas investigagdes
da toxicidade de compostos quimicos especificos € no monitoramento de seus efeitos agudos
e cronicos em ambientes aquaticos poluidos ou contaminados. Assim, objetivou-se determinar
e comparar a concentracdo de aluminio (Al), manganés (Mn), chumbo (Pb) e zinco (Zn) nas
branquias e figado de Astyanax bimaculatus e Geophagus brasiliensis, além do calculo do
indice hepatossomatico (IHS) e da identificagdo de possiveis alteragdes histologicas nestes
orgdos, como instrumento de avaliacdo da qualidade ambiental. Foram coletados 6 espécimes
de A. bimaculatus (lambari) e 5 de G. brasiliensis (acara) ao longo de trés coletas, em dois
pontos do rio Piracicaba. Para o controle, foram utilizados 6 espécimes provenientes de uma
estagdo de piscicultura. Em relagdo a concentragdo de metais nas branquias e figado, o Pb
apresentou maior concentracdo em ambas as espécies, sendo que A. bimaculatus apresentou
maior concentragdo de metais em relagao G. brasiliensis. As histopatologias detectadas nos
tecidos branquial e hepatico de G. brasiliensis demonstram que esta espécie ¢ boa
bioindicadora da qualidade ambiental do rio Piracicaba, pois apresentou resposta
histopatologica mais expressiva que A. bimaculatus. O IHS dos espécimes coletados foi maior
que o controle, ¢ entre as espécies G. brasiliensis apresentou maior indice, corroborando com
o maior percentual de alteragdes histopatoldgicas encontradas no tecido hepatico. Pode-se
concluir que as alteragdes histologicas encontradas nos 6rgaos analisados indicam degradagao
ambiental e que estas foram produzidas em resposta a exposi¢ao a este ambiente, refletindo e

comprometendo a satde dos peixes que o habitam.

1. Introducéo

A medida que a humanidade aumenta sua capacidade tecnolégica, surgem conflitos
quanto ao uso do espago, dos recursos ¢ da disposi¢cdo dos residuos no ambiente. Nos dois
ultimos séculos, o modelo de civilizagdao que traz a industrializacdo como forma de producao,
tendo a disposicao diversos produtos quimicos potencialmente toxicos, e gerando residuos em

grandes quantidades, tornou-se prejudicial ao ambiente (ZAGATTO, 2006).
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A atividade industrial, a mineracdo, o processamento de metais e a geracao de residuos
industriais e domésticos vém contribuindo para o aumento da concentracao de diversos metais
pesados nos ambientes naturais (ABEL, 1989). Os metais pesados sdo altamente resistentes a
degradac¢do ambiental e podem afetar os organismos aquaticos, na forma disponivel na agua e
no sedimento, ou presente na cadeia alimentar, devido a forte tendéncia de bioacumulacdo dos
organismos aquaticos (MARCHESE et al., 2008). Nos ultimos anos, houve aumento no
interesse sobre os efeitos que as substancias tdxicas provocam na satide dos peixes (PARMA
de CROUX et al., 2002). As alteragdes histologicas aparecem como resposta em médio prazo
a estressores sub-letais, ¢ a analise histologica fornece um método rapido para detectar os
efeitos de substancias irritantes, especialmente as cronicas, em varios tecidos e Orgaos
(JOHNSON et al., 1993). A exposi¢do dos peixes a contaminantes quimicos pode induzir
lesoes em diferentes 6rgaos (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005; TEPE et al., 2008; KELLY e
JANZ, 2009) como as branquias (MALLATT, 1985; NSIKAK et al., 2007; GRIFFITT et al.,
2009), os rins (ORONZAYE, 1989; BUCHER e HOFER, 1993; MELA et al., 2007), o figado
(PACHECO e SANTOS, 2002; HERANES et al., 2008; KAMUNDE, 2009) ¢ a pele
(VETHAAK, 1994; YILMAZ, 2003), e o exame histologico destes o6rgdos demonstram o
efeito da poluicdo (BERNET et al., 1999).

Orgdos como as branquias e a pele sio marcadores primarios de poluicdo aquatica,
pois apresentam grandes superficies que estdo em contato direto e permanente com o
ambiente aquatico e, consequentemente, com irritantes potenciais. A vasta area de superficie
que ocupa ¢ a sua proximidade com o meio externo fazem das branquias um 6rgdo chave para
a acdo dos poluentes existentes no meio aquatico. Nesse sentido, as alteragdes histologicas das
branquias sao reconhecidas como um método rapido e valido para determinar os danos
causados pela exposi¢do a diferentes poluentes nos peixes (ARELLANO et al., 1999). Apos a
absor¢do pela pele ou branquias, as substincias tdxicas atingem o figado, que tem papel
fundamental no metabolismo destas (JOBLING e SUMPTER, 1993). Segundo Hinton e
Laurén (1990), o figado ¢ um 6rgao de desintoxica¢ao de substancias no organismo essencial
para o metabolismo. A exposicdo a metais pesados pode, portanto, causar alteragdes
histoldgicas no figado e efeitos nocivos da poluicdo de metais pesados na histologia hepatica
de peixes, contudo, pode depender da duragdo da exposi¢ao (aguda ou cronica) e do nivel de
concentragdo especifica do metal (VAN DYK et al., 2007). Dentro deste contexto, ha a
necessidade de monitorar e controlar a contaminagdo dos ecossistemas aquaticos,
principalmente em relagdo aos metais pesados, que se encontram entre os contaminantes mais

toxicos e persistentes no ambiente aquatico, acumulando-se nos compartimentos ambientais e
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nos organismos que neles vivem, causando assim danos a satde dos peixes, refletidos em
alteragdes teciduais nos 6rgaos vitais dos organismos, como as branquias ¢ o figado.

Assim, objetivou-se determinar a concentracdo de Al, Mn, Pb e Zn nas branquias e
figado de Astyanax bimaculatus e Geophagus brasiliensis coletados no rio Piracicaba (MG),
além do calculo do indice hepatossomatico ¢ da identificagdo de possiveis alteragdes

histoldgicas nestes 6rgaos, como instrumento de avaliacdo da qualidade ambiental.

2. Material e Métodos
2.1. Espécies de estudo

Foram escolhidas duas espécies com nichos ecologicos diferentes:

O lambari Astyanax bimaculatus pertence a familia Characidae, apresenta ampla
distribuicdo geografica, fazendo-se presente em diversos corpos limnicos da América do Sul
(HARTZ, 1996). Sao peixes de pequeno porte e oportunistas quanto a alimentagdo, com uma
grande variedade de composicdo alimentar, sendo considerados de maneira geral como
onivoros, tendo preferéncia por insetos e plantas. Em rios, A. bimaculatus tende a explorar os
mesmos recursos alimentares (algas, plantas superiores, insetos), além de microcrustaceos,
que constituem também recurso relativamente expressivo na alimentacdo deste peixe (LUZ-
AGOSTINHO, 1996). Os lambaris servem de alimento para espécies de peixes de maior
porte, além de mamiferos, répteis e aves piscivoras, tendo por isso importante papel na cadeia
alimentar (GARUTI e FIGUEIREDO-GARUTI, 1992; CASATTI et al., 2003).

O acara Geophagus brasiliensis pertencente a familia Cichlidae, apresenta ampla
distribui¢do nas bacias hidrograficas costeiras do leste e sul do Brasil e no Uruguai
(KULLANDER, 2003). Espécie territorialista, ¢ encontrada em locais de remanso, proximos
ao fundo, onde se alimentam de lodo, detritos, sedimentos, peixes, gastropodes,
microcrustaceos e larvas de insetos (SABINO ¢ CASTRO, 1990; ANDREATA e TENORIO,
1997, MORAES et al., 2004). Esta espécie faz parte de uma cadeia de relagdes troficas
relativamente complexas, servindo de fonte de alimento para aves e mamiferos aquaticos,

assim como para outros peixes (MADI, 2005).

2.2. Area de estudo

A érea de estudo localiza-se na bacia hidrografica do rio Doce, uma das cinco maiores
bacias hidrograficas de Minas Gerais (DRUMMOND et al., 2005). Esta bacia situa-se na
regido sudeste, entre os paralelos 18°45' e 21°15' de latitude sul e os meridianos 39°55' e
43°45' de longitude oeste, compreendendo uma area de drenagem de cerca de 83.400 km?, dos

quais 86% pertencem ao estado de Minas Gerais e o restante ao Espirito Santo, abrangendo
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um total de 228 municipios (CBH-DOCE, 2009). O rio Piracicaba, que faz parte da bacia
supracitada, situa-se no leste de Minas Gerais e tem uma extensao de 241 km. Nasce no
municipio de Ouro Preto, a 1.680 m de altitude, e desdgua no rio Doce, na regido conhecida
como “Vale do A¢o”, na cidade de Ipatinga, a 210 m de altitude. Possui area de drenagem de
5.381 km® (CBH-DOCE, 2009) e, no seu percurso, encontram-se expressivas atividades
econdmicas (siderurgia, celulose e mineracao de ferro) com alto grau de impactos antropicos
(CEDEPLAR, 2001), além de barragens que também impactam o ambiente (RICHTER et al.,
2003). Na cidade de Timoéteo, que faz parte do “Vale do Ago”, o rio Piracicaba recebe o
Corrego Timotinho, o qual introduz mais poluentes ao rio, pois todo o efluente doméstico sem

tratamento, além de residuos industriais sao lan¢ados diretamente neste corrego.

2.3. Pontos de amostragem

Para as amostragens, foram escolhidos dois pontos ao longo do rio Piracicaba, situados
na cidade de Timéteo (MQG).

O ponto 1 (foz) (19°31°29.5”S e 42°39°18.1”WO), representa a area proxima as fontes
de impacto ambiental (urbanizacdo e industrializagdo) da cidade. Este ponto localiza-se logo
abaixo do desague do corrego Timotinho no rio Piracicaba, local onde todo o efluente
doméstico ndo tratado da cidade ¢ langado, além de residuos industriais que também sdo
langados sem tratamento no rio.

O ponto 2 (montante) (19°31°58.3”S e 42°37°37.4°WOQO), localizado 4 km a montante
do ponto 1, constitui uma area mais afastada dos pontos de lancamentos de efluentes da

cidade de Timoteo.

2.4. Coleta dos animais

As coletas dos espécimes foram autorizadas pelo Instituto Estadual de Florestas (IEF),
com a licenga de pesca cientifica, categoria D, nimero 014-08. Foram realizadas 3 coletas
durante o ano de 2008, nos meses de margo (inicio de outono), junho (inverno) e dezembro
(primavera), abrangendo estacdes de cheia e seca do rio Piracicaba. Foram coletados 6
espécimes de Astyanax bimaculatus (lambari) e 5 de Geophagus brasiliensis (acara) com de
redes de espera ¢ tarrafas. Todos os espécimes de A. bimaculatus foram coletados no ponto 2
(montante) durante a primeira coleta. Os espécimes de G. brasiliensis foram coletados, no
ponto 1 (foz) durante a primeira e segunda coleta e no ponto 2 (montante) na terceira coleta
realizada. Imediatamente apos cada coleta, os peixes foram eutanasiados por sec¢do da
medula espinhal, na regido occipital, marcados e acondicionados em formol para posterior

identificacao das espécies em laboratorio. Apds a pesagem em balanga digital de precisdao
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(Gehaka, BG1000), determinou-se o comprimento total, padrao e altura (Apéndice; Tabelas 2
e 3). Posteriormente, realizou-se a incisdao da parede corporal ventral dos espécimes, que
segue da papila urogenital até a regido do opérculo, para a coleta das branquias e figado. Os
orgaos coletados foram fixados em solu¢do de Karnovsky por um periodo de 24 horas e
depois transferidos para alcool 70%.

Como nao foi possivel obter espécimes controle do rio Piracicaba, devido ao grau de
polui¢do do mesmo, o controle foi obtido da Piscicultura do Prata, em Eugenopolis (MG).
Foram utilizados 6 espécimes de Astyanax bimaculatus (Lambari) e 6 de Geophagus

brasilienses (Acara) como espécimes controle.

2.5. Analise dos 6rgéos
2.5.1. Analise das branquias

Para avaliagdo histopatologica das branquias dos espécimes de peixes coletados no rio
Piracicaba foram coletados fragmentos da regido mediana do segundo arco branquial de cada
individuo. Os fragmentos foram desidratados em série etandlica crescente (80%, 90%, 95% e
100%), com trocas a cada 30 min, procedendo-se posteriormente a inclusdo em glicol-
metacrilato (Historesin®, Leica). Foram obtidas sec¢des de 2 pm de espessura em micrétomo
rotativo (Reichert-Jung 2045), utilizando-se navalhas de vidro.  Posteriormente, as
preparacdes foram coradas com azul de toluidina e borato de s6dio 1% e montadas com
Entellan-Merck®. Foram capturadas através de fotomicroscopio Olympus AX-70, 10 imagens
digitais por animal, para posterior analise histopatologica qualitativa e quantitativas das
branquias. Quando uma patologia era detectada em pelo menos um dos campos visualizados,
esta era considerada como presente no animal. Ao final, foi realizada uma relagdo entre os
animais que apresentaram patologias e o total presente em cada espécie, expressando-se assim

o resultado em porcentagem.

2.5.2. Analise do figado

Ap0s a coleta, os figados foram pesados em balanga digital de precisdo (Scientech, AS
210) procedendo-se o indice hepatossomatico a partir da formula: IHS = [(Peso figado/PeSO
corporal)] X 100. Posteriormente, foram coletados fragmentos da regido mediana do figado,
estes, desidratados em série etandlica crescente (80%, 90%, 95% e 100%), com trocas a cada
30 min, seguindo-se a inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin”, Leica). Foram obtidas
seccoes de 2 um de espessura, realizando-se cortes semi-seriados (a cada 6 pm), em
micrétomo rotativo (Reichert-Jung 2045), utilizando-se navalhas de vidro. Posteriormente, as

preparagdes foram coradas com hematoxilina de Mayer e floxina B e montadas com Entellan-
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Merck®™. Foram capturadas em fotomicroscopio Olympus AX-70, 10 imagens digitais por
animal, para posterior analise histopatologica qualitativa e quantitativa do figado. Quando
uma patologia era detectada em pelo menos um dos campos visualizados, esta era considerada
como presente no animal. Ao final, foi realizada uma relacdo entre os animais que
apresentaram patologias e o total presente em cada espécie, expressando-se assim o resultado

em porcentagem.

2.6. Concentracéo de metais pesados nas branquias e figado de peixes teledsteos

Para a analise da concentragdo de metais foram utilizadas amostras das branquias e
figados dos espécimes, nas quais foram determinadas as concentragdes de Al, Mn, Pb e Zn.
As amostras, pesadas em balanca analitica digital de precisdo (Scientech AS 210), foram
acondicionadas em Erlermeyer (25 mL), mantidas em estufa a 70 °C, até alcancarem peso
seco constante. A digestdo acida das amostras foi realizada com a adi¢ao de 1,5 mL de HNO;
concentrado, 0,5 mL de HCIO4 70% e duas gotas de dgua oxigenada 30%, mantendo-se os
frascos em bloco digestor, com aquecimento continuo até atingir 90 °C. Apds a completa
digestdo (~ 1h), o volume foi ajustado para 25 mL com 4gua desionizada, seguido de filtragdo e
analise da concentragdo de metais pesados, em Espectrofotometro de Emissdo em Plasma
Indutivamente Acoplado (Perkin Elmer®, Optima 3300DV) no departamento de Solos da
Universidade Federal de Vigosa (UEV), sendo os resultados expressos em pg g de massa

seca (MS).

2.7. Analise Estatistica
Foram realizadas analises descritivas dos dados e estes foram expressos em média e

erro padrao.

3. Resultados e Discusséo
3.1. Concentragdo de Al, Mn, Pb e Zn nas branquias e figado de A. bimaculatus e G.
brasiliensis coletados no rio Piracicaba

A concentracdo de metais nas branquias de ambas as espécies foi alta, quando
comparado aos animais controles (Figuras 1 e 2). Tanto no lambari quanto no acard, o metal
que apresentou maior concentracio foi o Pb com 5078 e 630 pug g MS, respectivamente.
Comparando-se a concentra¢do de metais nas branquias das duas espécies, as branquias do
lambari apresentaram maior concentragdo em relagdo ao acard, sendo que apenas o Al
apresentou maior concentracdo no segundo. Erdogrul e Erbilir (2007), analisando a

concentragdo de metais nas branquias de quatro espécies de peixes (Achanthobrama marmid,
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Cyprinus carpio, Chondrostoma regium e Silurus glanis) coletadas em lago contaminado na
Turquia, detectaram concentragdes mais baixas de Mn e Pb, do que as concentracdes
detectadas no presente estudo. Contudo Veado et al. (2007), detectaram concentragdes mais
altas de Mn e Pb que o estudo anteriormente citado, além das concentragdes de Al e Zn, em
tilapias (Oreochromis niloticus) oriundas da lagoa da Pampulha (MG). Entretanto, apenas a
concentragdo de Mn nas branquias das tilapias foi mais expressiva que a concentragao
detectada neste estudo (acard), embora tenha sido menor que a concentracao registrada para o
lambari. Este fato demonstra que em ambientes aquaticos contaminados, a concentracdo de
metais no tecido branquial reflete a contaminagdo do meio, e, além disso, que a contaminagao
por metais no rio Piracicaba ¢ elevada para todos os metais analisados.

O epitélio branquial ¢ a principal superficie de contato com o ambiente e constitui um
importante alvo dos poluentes presentes na agua, devido a sua extensa area superficial
(WONG; WONG, 2000), que através da qual ocorrem as trocas gasosas entre 0 sangue € o
meio externo (NEWSTEAD, 1987). A fina camada epitelial que cobre as lamelas secundarias
representa o maior local de trocas gasosas. As células de cloreto, responsdveis por
intercambios i06nicos, sdo geralmente concentradas na lamela primdria, mas também se
distribuem entre as lamelas secundarias, em baixas concentragdes ionicas. Entretanto, além do
transporte de Na', Cl" e Ca™, essas células podem eventualmente acumular metais pesados e
outras substancias toxicas (FRACACIO et al., 2003). Além disso, é provavel que o rapido
acimulo de metais nas branquias seja devido ao grande volume de 4gua que passa através das

mesmas para o fornecimento de O, sob situagdes de estresse (KARUPPASAMY, 2004).
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Figura 1. Concentragdes médias de Pb, Zn, Al e Mn (ug g' MS) nas branquias de Astyanax bimaculatus

controles e coletados no rio Piracicaba.
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Figura 2. Concentracdes médias de Pb, Zn, Al e Mn (ug g’ MS) nas branquias de Geophagus brasiliensis

controles e coletados no rio Piracicaba.

A concentracdo de metais detectadas no tecido hepatico dos espécimes em estudo foi
alta, comparados aos espécimes controles (Figuras 3 e 4). Como ocorrido na concentragdo de
metais nas branquias, o Pb foi o metal que apresentou maior concentragdo no tecido hepatico
de ambas as espécies, com 1199 ¢ 531 pg g' MS, respectivamente, ¢ ao contrario da
concentracdo detectada no tecido branquial, as concentragdoes de todos os metais no figado,
foram mais expressivas no lambari.

Em relacdo a concentragdo de metais tanto no tecido branquial quanto no hepatico, A.
bimaculatus mostrou-se mais sensivel que G. brasiliensis, apresentando concentragdes
maiores de metais em ambos os tecidos. Segundo Malik et al. (2009), a concentragdo de
metais pesados difere entre as espécies, devido principalmente as suas necessidades
ecologicas e atividades metabolicas. As diferencas de concentrag@o entre os 0rgaos dos peixes
podem ser devidas ao papel fisioloégico de cada 6rgdo (KARUPPASAMY, 2004) ¢ também
pelas fungdes regulatorias realizadas pelos diferentes 6rgaos (ROMANENKO et al., 1986).
Dessa maneira, Malik et al. (2009), analisando a concentrag@o de diversos metais pesados nos
tecidos de Labeo rohita e Ctenopharyngodon idella coletadas em um lago de Bhopal (india)
detectaram que o figado e as branquias apresentaram niveis mais altos de metais pesados do
que os outros Orgdos analisados. Este fato pode ser explicado pela funcdo hepatica de
armazenamento e desintoxica¢do, e as branquias como tecido depdsito de metais, devido a
alta bioacumulacdo deste orgdo, fato este descrito também por outros autores (YILMAZ,

2005; NSIKAK et al., 2007).
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Figura 4. Concentragdes médias de Pb, Zn, Al e Mn (pg g” MS) no figado de Geophagus brasiliensis controles e

coletados no rio Piracicaba.

3.2. AlteracOes histopatoldgicas nas branquias de A. bimaculatus e G. brasiliensis
coletados no rio Piracicaba

Os espécimes-controle apresentaram arquitetura branquial normal, descrita para
maioria dos teledsteos, as quais sao compostas geralmente por quatro pares de arcos
branquiais, que sdo sustentados por um esqueleto Osseo. Dos arcos branquiais partem
filamentos sustentados por cartilagem (lamelas primdrias), das quais partem as lamelas
secundarias. As lamelas secundarias sdo constituidas por um epitélio simples, no qual
ocorrem as trocas gasosas (ROSSI, 2008). As branquias sdao revestidas por epitélio
pavimentoso, o qual se apresenta liso na regido das lamelas secundarias. As lamelas
secundarias, por sua vez, t¢tm um revestimento formado por 3 camadas de células: 2 de células
pavimentosas (externas) ¢ 1 camada intermedidria constituida de células pilares. As células

pilares possuem prolongamentos que, em contato com os prolongamentos das células pilares
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adjacentes, formam espacos por onde circula o sangue (TAKASHIMA e HIBIYA, 1995). Em
contraste com as células pavimentosas, as c€lulas ricas em mitocondrias ocupam uma fragao
muito menor da 4rea de superficie do epitélio branquial, mas sdo considerados locais
primarios de ocorréncia de processos fisiologicos ativos nas branquias (EVANS et al., 2005).

Em ambientes aquaticos degradados, particularmente onde poluentes ocorrem em
concentragdes sub-letais e/ou cronicas, ¢ mais frequente observar mudancas na estrutura e
fun¢do dos organismos aquaticos do que eventos de mortalidade em massa (FLORES-LOPES
e MALABARBA, 2007). O sistema respiratério ¢ a mais extensa interface de um peixe com a
agua, sendo frequentemente o primeiro sistema a ser afetado por poluentes dissolvidos
(HEATH, 1995), assim estas estruturas sdo consideradas indicadores eficientes da qualidade
da agua (RONCERO et al., 1990; KIRK ¢ LEWIS, 1993).

As histopatologias detectadas nas branquias de A. bimaculatus e G. brasiliensis
coletados no rio Piracicaba, foram: hiperplasia interlamelar (HI), reducdo do espago
interlamelar (REI), destacamento do epitélio lamelar (DL), fusdo lamelar (FL), edema (E),
destruicdo do epitélio lamelar (DEL), delecdo do epitélio lamelar (DIEL), reducdo da éarea
respiratéria (RAR), dilatacdo do seio venoso central (DISV) e aneurisma (A) (Tabela 1;

Figura5 A, B, C, D, E, F).

Tabela 1. Percentual de alteragdes histopatologicas branquiais detectadas em Astyanax

bimaculatus ¢ Geophagus brasiliensis coletados no rio Piracicaba.

Histopatologias Branquiais

Espécies HI RElI DL FL E DEL DIEL RAR DISV A

A. bimaculatus 63,3 63,3 85,0 450 63,3 283 20,0 200 133 33

G. brasiliensis 85,0 74,0 32,0 48,0 22,0 44,0 38,0 34,0 40,0 18,0

HI: hiperplasia interlamelar; REI: redug¢@o do espago interlamelar; DL: destacamento do epitélio lamelar; FL:
fusdo lamelar; E: edema; DEL: destruicdo do epitélio lamelar; DIEL: delecdo do epitélio lamelar; RAR: redugdo

da area respiratdria; DISV: dilatagdo do seio venoso central; A: aneurisma.

As alteragdes branquiais decorrentes da exposi¢do a algum poluente geralmente tém a
fun¢do de impedir a entrada do xenobidtico no organismo, seriam, portanto, reagoes de defesa
do organismo (CAMPOS, 2007). A severidade das lesdes depende da concentragdo do
contaminante ¢ do periodo de exposicdo do organismo ao contaminante (OLIVEIRA-

RIBEIRO et al.,1996). Além disso, estas alteragdes podem acarretar sérias consequéncias para
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as funcdes fisiologicas das branquias, principalmente para as trocas gasosas (NERO et al.,
2006).

Apesar de A. bimaculatus ter apresentado maior concentra¢do de metais no tecido
branquial, G. brasiliensis se mostrou mais sensivel em relagdo a contaminagdo ambiental,
tendo como resposta um percentual de histopatologias branquiais mais expressivo que A.
bimaculatus. As histopatologias detectadas neste estudo foram semelhantes aquelas descritas
por Lupi et al. (2007) em tilapias (Oreochromis niloticus) coletadas em coérregos do
municipio de Bebedouro (SP). E ainda, Campagna et al. (2008) avaliando a histologia das
branquias de Danio rerio expostos a sedimentos toxicos do rio Monjolinho (SP), detectaram
hiperplasias das células epiteliais, fusdo das lamelas secundarias, dilatagdo dos capilares
sanguineos da lamela secundaria e do seio venoso central, congestdo nas lamelas secundarias
e descolamento do epitélio das lamelas secundarias. As lesdes detectadas neste estudo
parecem representar defesa do 6rgdo, as quais culminam em alteragdes na estrutura branquial,
0 que pode levar a menor eficiéncia do mesmo. Quando ocorre hiperplasia entre as lamelas
secundarias (ou proliferacdo do epitélio), ha a redu¢do do espaco entre as lamelas, e
posteriormente se a proliferacdo do epitélio continua, as lamelas secundarias se fundem,
formando um unico epitélio, onde n3ao ha espago para a passagem da agua e
consequentemente o oxigénio nao se difunde, ndo ocorrendo assim a troca gasosa,
prejudicando a sobrevivéncia dos organismos.

Diversos autores descrevem alteracdes na estrutura branquial de peixes expostos a
metais pesados (RANDI et al., 1996; BURY et al., 1998; ARELLANO et al., 1999; NERO et
al., 2006; GARCIA-SANTOS et al., 2007). Alteragdes como hiperplasia interlamelar e fusdo
das lamelas secundarias, sdo relacionadas com reducao da capacidade de difusdo das
branquias, causando a hipoxia (oxigenacdo insuficiente do sangue) (CAMPOS, 2007).
Segundo Ostrenski et al. (2001), danos branquiais como a proliferagao tecidual (hiperplasia
interlamelar), fusdes lamelares e descolamento do epitélio branquial, tem forte correlagdo com
a contaminacao aguda (ROSSI, 2008). Histopatologias como o destacamento do epitélio
provocam o aumento da distancia através da qual o produto téxico tem para chegar ao sangue
(MALLATT, 1985). Além disso, o destacamento do epitélio pode estar relacionado a redugao
da ATPase Na'K ativada da branquia e/ou com o declinio das concentragdes de Na” e CI” no
sangue, afetando diretamente as fung¢des osmorregulatorias do orgao (NEIBOER e
RICHARDSON, 1980). A fusdo de lamelas decorre do aumento da adesdo entre as células
epiteliais e o sistema de sustentacdo das células pilares, associado ao colapso da integridade
da estrutura da lamela secundaria (SKIDMORE e TOVELL, 1972). Esta fusdo pode causar a

reducdo da superficie do epitélio respiratério, prejudicando as trocas gasosas (NEIBOER e
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RICHARDSON, 1980), mas por outro lado, aumenta a distdncia da barreira dgua-sangue e
junto com o destacamento do epitélio e o aumento da secre¢ao de muco, podem diminuir
drasticamente o consumo de oxigénio (KOCA et al., 2005). Se o agente irritante ndo for
removido, ele pode ainda levar a ruptura dos vasos sanguineos e a formagdo de pequenos
focos hemorragicos (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002). A formacdo de edema leva ao
destacamento do epitélio, que segundo THOPHON et al. (2003), ¢ o primeiro sinal de
patologia em peixes. Alguns estudos mostraram que o edema intersticial ¢ uma das lesdes
mais frequentes observadas no epitélio branquial de peixes expostos a metais pesados
(MALLATT, 1985), além de ter sido descrito em peixes expostos a diferentes poluentes
(ARELLANO et al., 2000), tais como endosulfan (NOWAK et al., 1992), combustiveis
fosseis e biocombustiveis (SILVA et al., 2007), organofosforados (FANTA et al., 2003) e
ainda, a sabao e detergentes (OGUNDIRAN et al., 2009), ndo sendo assim, o edema uma
alteracdo histologica especificamente induzida por metais pesados. O edema, segundo Garcia-
Santos et al. (2006), pode induzir altera¢des na estrutura normal das células pilares, com
consequente perda da funcdo de suporte o que, provavelmente, levou ao surgimento de
aneurisma lamelar nos peixes daquele estudo, que foram expostos ao cadmio. Lesdes como o
edema, o destacamento epitelial, e a fusdo lamelar também sdo mecanismos de defesa
branquiais que reduzem a area superficial em contato com o meio externo, ¢ também
aumentam a barreira de difusdo para o poluente (LAUREN ¢ MCDONALD, 1985; VAN
HEERDEN et al., 2004).

Santos (2009), analisando a toxicidade aguda do Zn em Astyanax aff. Bimaculatus
detectou alteragdes histologicas como hiperplasia, fusdo lamelar, aneurisma, destrui¢ao do
epitélio lamelar, ruptura de membrana, delecao do epitélio lamelar secundario e produgdo
excessiva de muco. Este pesquisador observou ainda que a evolugdo gradativa da destrui¢ao
do epitélio lamelar conduzia a destruicdo das lamelas secundarias, acompanhando o aumento
das concentragdes de zinco nos tratamentos. De acordo com Skidmore e Tovell (1972),
substancias toxicas nas branquias parecem quebrar a aderéncia entre as células epiteliais
branquiais e as células pilares, o que ¢ acompanhado por um colapso da integridade estrutural

das lamelas secundarias e subsequente falha do funcionamento respiratdrio das branquias.
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Figura 5. Fotomicrografia das branquias de espécimes controles da Piscicultura do Prata e de

espécimes coletados no rio Piracicaba.

A) Organizagdo das branquias de espécime controle Astyanax bimaculatus: Lamela primaria

(LP) e lamela secundaria (LS). Barra: 30 pum. Azul de toluidina.

B) Organizagdo das branquias de espécime controle Geophagus brasiliensis: Lamela primaria

(LP) e lamela secundaria (LS). Barra: 30 pum. Azul de toluidina.

C) Fotomicrografia da branquia de A. bimaculatus coletado no rio Piracicaba. Hiperplasia
interlamelar (HI), destrui¢ao do epitélio lamelar (DEL), fusdo lamelar (FL), reducao do
espago interlamelar (REI),* edema, destacamento do epitélio lamelar (DL), delegio do
epitélio lamelar (DIEL), destruicdo do seio venoso (DSV). Barra: 30 um. Azul de

toluidina.

D) Fotomicrografia da branquia de A. bimaculatus coletado no rio Piracicaba. Reducdo da
area respiratoria (RAR), hiperplasia interlamelar (HI), destacamento do epitélio lamelar
(DL), * edema, redugio do espacgo interlamelar (REI), dele¢io do epitélio lamelar

(DIEL), dilatacao do seio venoso central (DISV). Barra: 30 pm. Azul de toluidina.

E) Fotomicrografia da branquia de G. brasiliensis coletado no rio Piracicaba. Aneurisma (A),
fusdo lamelar (FL), redu¢do da area respiratoria (RAR), hiperplasia interlamelar (HI) e

destrui¢cdo do epitélio lamelar (DEL). Barra: 30 um. Azul de toluidina.
F) Fotomicrografia da branquia de G. brasiliensis coletado no rio Piracicaba. Hiperplasia

interlamelar (HI), reducdo do espago interlamelar (REI), destacamento do epitélio

lamelar (DL) e fusdo lamelar (FL). Barra: 30 pm. Azul de toluidina.
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3.3. Alteracdes histopatologicas no figado de A. bimaculatus e G. brasiliensis coletados no
rio Piracicaba

Nos espécimes-controle, o figado apresentou arquitetura normal encontrada para
maioria dos teledsteos, na qual o parénquima hepatico apresenta células (hepatdcitos) com
formato poligonal, nticleos grandes, arredondados, localizados predominantemente na regiao
central e com nucléolo proeminente, organizadas em arranjo cordonal. Pequenos vasos
sanguineos, chamados de vasos sinusoides, sdo observados por entre os hepatocitos
(VERLAG, 1982).

As histopatologias detectadas no figado de Astyanax bimaculatus e Geophagus
brasiliensis foram: degeneragédo citoplasmatica de hepatocito (DCH), desarranjo na estrutura
cordonal (DEC), infiltrado leucocitdrio (IL), degenera¢do nuclear de hepatécito (DNH),
vacuolizacdo (VAC), perda da forma poligonal do hepatdcito (PFP), reducdao de hepatocito
(RH), congestao vascular (CV) e deslocamento de ntucleo (DN) (Tabela 2; Figuras 6 A, B, C,
D, E, F).

Tabela 2. Percentual de histopatologias do tecido hepatico em Astyanax bimaculatus e

Geophagus brasiliensis coletados no rio Piracicaba.

Histopatologias hepaticas

Espécies DCH DEC IL DNH VAC PFP RH CcVv DN

A. bimaculatus 81,7 60,0 74,7 683 650 40,0 51,7 183 20,0

G. brasiliensis 74,0 8,0 70,0 70,0 72,0 80,0 20,0 34,0 10,0

DCH: degeneracdo citoplasmatica de hepatocito, DEC: desarranjo na estrutura cordonal; IL: infiltrado
leucocitario; DNH: degeneracdo nuclear de hepatocito; VAC: vacuolizagdo; PFP: perda da forma poligonal do

hepatécito; RH: redugdo de hepatocito; CV: congestdo vascular; DN: deslocamento de ntcleo.

Em relagdo as histopatologias detectadas no tecido hepatico, G. brasiliensis (acara)
apresentou resposta histopatoldgica mais expressiva que A. bimaculatus (lambari). Apesar da
concentracdo de metais no figado do acara ter sido menor que no lambari, esta se mostrou
mais toxica, o que pode ter contribuido para maior percentual de histopatologias no acard, fato
este também ocorrido nas branquias, demonstrando que esta espécie € potencial bioindicadora
da qualidade ambiental do rio Piracicaba.

Segundo Ptashynski et al. (2002), os peixes sdo expostos aos metais pesados

principalmente por duas rotas de captacdo: uma se dé através da superficie das branquias (em
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contato direto com a agua) e a outra pelo aparelho digestivo (exposi¢do através da dieta),
posteriormente, os metais sdo transferidos através do sangue para outros érgaos-alvo, tais
como o figado e os rins. Como G. brasiliensis (acard) possui habito alimentar diferente do A.
bimaculatus (lambari), por ingerir sedimento, talvez isso tenha contribuido para a constatagio
de alteragdes histologicas mais expressivas no figado de G. brasiliensis, ja que o sedimento ¢é
um compartimento do ecossistema aquatico que acumula metais.

Sendo o figado o maior 6rgao do metabolismo, este encontra-se exposto aos poluentes
absorvidos do ambiente (SALEH, 1982; BRAUNBECK et al., 1990; GONZALEZ et al.,
1993), e devido aos processos de absor¢do e metabolizacdo, as lesdes observadas no figado
estao relacionadas a exposi¢do cronica a poluentes no ambiente aquatico (FLORES-LOPES e
MALABARBA, 2007). Segundo Zelikoff (1998), os hepatocitos podem ser considerados o
primeiro alvo da toxicidade de uma substancia, o que caracteriza o figado como um 6rgao
biomarcador da poluicdo ambiental, tornando assim a analise do figado uma ferramenta
bastante utilizada em biomonitoramento para avaliacdo da qualidade da agua de areas
supostamente impactadas (WESTER et al., 2002). Dentre as alteracdes histologicas
detectadas, a degeneracdo citoplasmatica de hepatdcito foi a que apresentou o percentual mais
expressivo em ambas as espécies. Esta alteracdo leva a perda da forma poligonal dos
hepatocitos, propiciando o desarranjo na estrutura cordonal dos mesmos, o que pode
posteriormente culminar na degeneracao da célula e na reducdo de hepatocitos no tecido
hepético como um todo, causando prejuizos funcionais e estruturais no figado de peixes
(STENTIFORD et al., 2003). As histopatologias detectadas neste estudo sdo semelhantes
aquelas verificadas por outros pesquisadores no figado de varias espécies de peixes expostas a
diferentes agentes toxicos. Dentre estas podem ser citadas: alteragdes detectadas em Salmo
clarki expostos aos efeitos subletais do inseticida Eldrin (ELLER, 1971); além de altera¢des
em Brachydanio rerio sob os efeitos subletais do DDT (diclorodifeniltricloretano) (WEISS,
1974; SALEH, 1982; RODRIGUES, 1994, RODRIGUES e FANTA, 1998). Alteracdes
semelhantes também foram detectadas em espécies de peixes oriundos de ambientes
contaminados, como tilapias (Oreochromis niloticus) coletadas na represa de Guarapiranga
(SP), nas quais se detectou lesdes como infiltrado leucocitario, congestio dos vasos
sanguineos e focos de degeneracdo celular, atribuindo as mesmas a agdo de xenobidticos
presentes na represa (SANTOS et al., 2004). Segundo Verlag (1982), a congestdo vascular
dos sinusodides ou de veias pequenas ¢ uma alteragdo patoldgica que ocorre no figado, sendo
definida como o actimulo de sangue que causa a dilatacdo dos vasos sanguineos e estd
relacionada com a diminuicdo da velocidade de circulagdo do sangue no local (ROBERTS,

1989). Em grandes proporg¢des, causa diminuicdo das trocas metabolicas entre o plasma
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sanguineo e o tecido, causando danos as células locais. E ainda, segundo Santos et al. (2004)
e Santos (2009), na presenga de contaminantes quimicos considerados agressivos, o aumento
da irrigag¢do do tecido consequentemente leva ao aumento da quantidade de células do sistema
imune circulante no local afetado. Em Trematomus newnesi (Nototheriidae) expostos ao
esgoto da Estacdo Antartica Brasileira “Comandante Ferraz” (EACF), foram detectadas
congestao dos vasos sanguineos, vacuolizagdo, alteragdes na morfologia nuclear dos
hepatdcitos e desorganizagdo do arranjo cordonal (CAMPOS, 2007), alteragdes estas muito
semelhantes as detectadas no presente estudo. Segundo Hinton e Laurén (1990), a
vacuolizacdo de hepatocitos estd associada a inibigcdo da sintese protéica, o esgotamento de
energia ¢ a desagregacdo de microtibulos. Ja alteragdes como desarranjos das estruturas
cordonais dos hepatocitos podem indicar a degeneragdo inicial dos processos intracelulares
dos hepatocitos, pois o figado realiza importantes fungdes no processo de desintoxicacdo do
animal (DUTTA et al., 1993; HASCHEK ¢ ROUSSEAUX, 1996). Segundo Hinton e Laurén
(1990), histopatologias como aumento da vacuolizagdo associado ao acumulo de lipidios, o
congestionamento dos vasos sanguineos ¢ edema celular ndo sdo consideradas resultados de
exposi¢do a metais especificos, mas geralmente estd associada a resposta dos hepatdcitos a
substancias toxicas. Como algumas das histopatologias citadas acima s3o equivalentes as
detectadas neste estudo, pode-se inferir que os hepatdcitos de ambas as espécies responderam
a acdo toxica de um conjunto de substancias.

Lesdes histopatologicas sdo indicativas de danos em nivel de tecidos e oOrgaos,
indicando que os contaminantes provocaram efeitos cronicos. Nos ecossistemas aquaticos, 0s
peixes estdo localizados no mais alto nivel do processo de biomagnificacdo de xenobioticos.
Contaminantes ambientais como, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), pesticidas
organoclorados e alguns metais pesados tém sido considerados como modelos de
xenobidticos, utilizados para o monitoramento ambiental devido a sua persisténcia no
ambiente, suas propriedades bioacumulativas e seu potencial de toxicidade (OLIVEIRA

RIBEIRO et al., 2005).
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Figura 6. Fotomicrografia de figado de espécimes controles da Piscicultura do Prata e de

espécimes coletados no rio Piracicaba.

A) Organizagdo do tecido hepatico de espécime controle Astyanax bimaculatus: Hepatocito
(H), citoplasma poliédrico do hepatocito (C), ntiicleo do hepatdcito (N), capilar sinusdide

(CS). Barra: 20 um. Hematoxilina de Mayer e Floxina B.

B) Organizagdo do tecido hepatico de espécime controle Geophagus brasiliensis: Hepatocito
(H), citoplasma poliédrico do hepatocito (C), nicleo do hepatdeito (N), capilar sinusoide

(CS). Barra: 20 um. Hematoxilina de Mayer e Floxina B.

C) Fotomicrografia de figado de A. bimaculatus coletado no rio Piracicaba. Degeneragiao
nuclear de hepatocito (DNH), congestao vascular (CV), desarranjo na estrutura cordonal
(DEC), vacuolizagdo (VAC) e degeneracdo citoplasmatica de hepatdcito (DCH). Barra:

20 um. Hematoxilina de Mayer e Floxina B.

D) Fotomicrografia de figado de A. bimaculatus coletado no rio Piracicaba. Vacuolizagdo
(VAC), desarranjo na estrutura cordonal (DEC), reducdo de hepatdcito (RH), perda da
forma poligonal do hepatécito (PFP) e infiltrado leucocitario (IL). Barra: 20 um.

Hematoxilina de Mayer e Floxina B.

E) Fotomicrografia de figado de G. brasiliensis coletado no rio Piracicaba. Desarranjo na
estrutura cordonal (DEC), congestdo vascular (CV), infiltrado leucocitario (IL),
degeneracdo nuclear de hepatocito (DNH), perda da forma poligonal do hepatocito
(PFP), deslocamento de nuacleo (DN) e vacuolizacdo (VAC). Barra: 20 pm.

Hematoxilina de Mayer e Floxina B.

F) Fotomicrografia de figado de G. brasiliensis coletado no rio Piracicaba. Vacuolizagio
(VAC), degeneracdo nuclear de hepatocito (DNH), degeneragdo citoplasmatica de
hepatocito (DCH), desarranjo na estrutura cordonal (DEC), perda da forma poligonal do
hepatocito (PFP), redugdo de hepatocito (RH). Barra: 20 um. Hematoxilina de Mayer ¢

Floxina B.
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3.4. Indice Hepatossomatico (IHS) de A. bimaculatus e G. brasiliensis controle e de
espécimes coletados no rio Piracicaba
Os valores referentes aos indices hepatossomaticos dos espécimes controle e dos

espécimes coletados no rio Piracicaba, encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Peso corporal (g), peso do figado (g) e indice hepatossomatico (IHS) (%) médio e

erro padrao de espécimes controle e coletados no rio Piracicaba.

- Peso Peso do o
Especie Corporal (9) Figado (g) IHS (%)
Controle A. bimaculatus 5,3+0,9 0,04 + 0,02 0,8+0,3
G. brasiliensis 34,2 + 39,6 0,2+0,2 0,6 £0,2
Rio Piracicaba  A. bimaculatus 10,9 £2,7 0,2+0,1 1,7+0,8
G. brasiliensis 84,3 +37,3 1,7+0,8 2,9+3,1

Os indices somaticos mensuram o 6rgdo em relagdo a massa corporal (por exemplo,
indice hepatossomatico, peso figado/peso corporal do peixe x 100). O indice hepatossomatico
¢ talvez um dos indices mais aplicados devido ao papel central do figado na desintoxicacao de
poluentes. Assim, o indice hepatossomatico (IHS) pode ser um biomarcador apropriado para
as substancias que sdo toxicas para o figado (HAUX e LARSSON, 1984). Este indice pode
refletir tanto a demanda de energia metabdlica como o estado nutricional em curto prazo, e
pode ser considerado um indicador geral de satide dos peixes, sensivel aos contaminantes
ambientais (EVERAARTS et al., 1993). O THS das espécies coletadas no rio Piracicaba foi
mais alto que o dos animais controle, isto pode ser devido ao maior peso corporal e do figado
nos controles, ou ainda, em resposta a contaminacdo ambiental do rio. Alguns estudos
reportam que animais coletados em areas contaminadas frequentemente apresentam aumento
no IHS (ADAMS e RYON, 1994; VAN DER OOST et al., 1996; KARELS et al., 1998), isso
porque, segundo Flores-Lopes e Malabarba (2007), a quantidade de poluentes no figado de
peixes ¢ diretamente proporcional ao grau de poluicdo ambiental por metais pesados e
pesticidas, o que provoca aumento no IHS. Esta correlagdo negativa (metais x IHS) também
foi observada por Maes et al. (2005) em Anguilla anguila, e segundo estes autores, a
toxicidade dos metais atua como um fator negativo na saide dos peixes. No entanto, Goede e
Barton (1990) salientaram que o IHS pode declinar em resposta ao jejum (deplecdo de
glicogénio), mas o peso do figado pode aumentar devido as alteracdes patologicas, fato este

que corrobora com o maior peso do figado de G. brasiliensis e as alteragdes histopatologicas
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detectadas no tecido hepatico desta espécie. Desta forma, o THS tem-se revelado util em
estudos de campo e laboratoriais utilizando-se peixes expostos a contaminantes ambientais

(DI GIULIO e HINTON, 2008).

4. Conclusoes

Embora neste estudo nao tenha sido estabelecida de fato uma relacao de causa e efeito
entre as alteragdes observadas e a contaminagdo do ambiente por metais pesados, de modo
geral, ¢ possivel afirmar que as alteracdes histologicas encontradas nos o6rgdos analisados
revelam que o ambiente esta degradado e que estas alteragdes foram produzidas em resposta a
exposicao direta a este ambiente, refletindo e comprometendo a satide dos peixes que 14

habitam.
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Capitulo 111

Concentracéo de metais pesados e avaliacdo histopatoldgica de testiculos em Astyanax
bimaculatus (LINNAEUS, 1758) e Geophagus brasiliensis (QUOY e GAIMARD, 1824)

coletados no rio Piracicaba, Minas Gerais

Resumo

A contaminagdo dos ecossistemas aquaticos por metais pesados pode causar efeitos adversos
sobre o desenvolvimento, crescimento, comportamento e reproducdo dos peixes, podendo
assim comprometer a sobrevivéncia da populacdo. Assim, objetivou-se determinar a
concentragdo de aluminio (Al), manganés (Mn), chumbo (Pb) e zinco (Zn) nos testiculos de
Astyanax bimaculatus e Geophagus brasiliensis coletados no rio Piracicaba (MG) e
comparando os valores encontrados com espécimes controles de uma estacao de piscicultura.
Além disso foi feito o calculo do indice gonadossomatico (IGS) e a identificagdo de possiveis
alteracdes histologicas no testiculo como ferramenta de avaliacdo da qualidade ambiental
desse ecossistema. Foram coletados 4 machos de A. bimaculatus e 4 de G. brasiliensis, ao
longo de 3 coletas, em 2 pontos do rio Piracicaba. Para o controle, foram utilizados 6
espécimes controle de ambas as espécies de uma estagdo de piscicultura. A maior
concentracdo de metal encontrada nos testiculos foi a do Pb, em ambas as espécies. Muitas
das alteracdes histopatologicas detectadas nos espécimes em estudo afetam diretamente o
processo espermatogénico, ja que interferiram com aspectos essenciais a este processo. A
exposicdo dos peixes a uma associacdo de metais pesados, além de outros contaminantes,
contribuiu para a desestruturacao testicular e o comprometimento da reprodugdo. O indice
gonadossomatico (IGS) médio dos animais controle foi maior do que o IGS dos peixes
coletados no rio Piracicaba. A diferenca no tamanho e peso corporal dos espécimes ¢ refletida
nesse indice, entretanto, os valores mais baixos de IGS encontrados nos espécimes coletados
no rio Piracicaba podem estar correlacionados com a concentracdo de metais nos mesmos, o
que causou prejuizo no processo espermatogénico, bem como no peso testicular dos mesmos.
Assim, pode-se concluir que os baixos valores do IGS juntamente com a alta concentragao de
metais ¢ as histopatologias detectadas nos testiculos, indicam que no rio Piracicaba o

desempenho reprodutivo das espécies em estudo encontra-se comprometido.

1. Introducéo
Os metais pesados ocorrem naturalmente no ambiente e sdo encontrados em diferentes

niveis em aguas superficiais e subterraneas. Estes metais constituem parte integrante do
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ambiente ¢ da matéria viva, ocorrendo naturalmente em pequenas concentragdes, na ordem de
partes por milhdo a partes por bilhdo (ESTEVES, 1988). Atividades antropogénicas, contudo,
provocam aumento da descarga de diversos metais nos ecossistemas aquaticos naturais
(MARTIN e COUGHTREY, 1982). Segundo Mason (1991), a polui¢ao por metais pesados ¢
um dos cinco principais tipos de poluigdo tdxica comumente presente em aguas superficiais.
Os metais sdao poluentes ambientais importantes porque tendem a se acumular nos
organismos, sdo persistentes no ambiente e podem atingir toda cadeia trofica (SANDERS,
1997). Os primeiros efeitos da poluigdo de metais pesados podem estar evidentes nos peixes
apenas a nivel celular ou no tecido, antes de mudangas significativas serem identificadas no
comportamento ou aparéncia externa dos mesmos (VAN DYK et al., 2007). Posteriormente, a
poluicdo pode causar efeitos adversos sobre o desenvolvimento, crescimento, comportamento
e reprodugdo do individuo, podendo assim atingir toda a populagdo (ANKLEY et al., 1998;
DESBROW et al., 1998; GIESY et al., 2000, LEE ¢ PEART, 2000; EGANHOUSE e
SHERBLOM, 2001).

Por mais de uma década tem havido uma crescente preocupacdo com uma série de
compostos no ambiente que podem afetar potencialmente o sistema reprodutivo de
vertebrados e invertebrados, por perturbar suas fun¢des endocrinas, chamadas de
desreguladores enddcrinos. Sabe-se que os metais pesados, poluentes organicos persistentes €
estrogénios naturais e sintéticos inibem a reproducao de teleosteos (KIME, 1998; SUMPTER,
2005). Efeitos como a inibicdo da espermatogénese e esteroidogénese nos testiculos e ainda a
inducdo de ovdcitos nos testiculos, tém sido detectados em peixes expostos a contaminagao
(HANSEN et al, 1998; HASSANIN et al, 2002; MATHHIESSEN et al., 2002,
SEPULVEDA et al., 2003; FERREIRA et al., 2004; KAVANAGH et al., 2004). Os testiculos
da maioria dos teledsteos estudados sdo Orgdos pares, podendo estar parcial ou totalmente
fundidos entre si, apresentam tamanho similar entre o direito e o esquerdo e sdo
frequentemente alongados, embora existam formas como lobulados e folidceos. Localizam-se
na cavidade celomatica, dorsalmente ao tubo digestivo, ventralmente ao mesonefro e ventro-
lateralmente ao longo da bexiga gasosa (LE GAC e LOIR, 1999). Externamente, sdo
revestidos por uma tinica albuginea da qual partem septos fibrosos que percorrem o interior
do 6rgdo até atingir o lado oposto, dividindo o testiculo em loébulos incompletos (SILVA,
1987). Estes 16bulos sdo preenchidos por tubulos seminiferos, os quais apresentam paredes
formadas por cistos que se apdiam na ladmina basal e sdo revestidos por prolongamentos
citoplasmaticos das células de Sertoli. Sendo que cada cisto ¢ formado por células

germinativas que se encontram na mesma fase do processo espermatogénico (MATTA, 2000).
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Os componentes basicos do testiculo sdo comuns a todos os peixes ¢ aos demais
vertebrados. Este 6rgdo tem as fungdes espermatogénica e androgénica, possuindo dois
compartimentos principais: o compartimento intersticial € o compartimento tubular. No
compartimento intersticial estdo situados vasos sanguineos, células e fibras do tecido
conjuntivo, além das células de Leydig, que possuem fungdo esteroidogénica. A producao de
testosterona ¢ importante para a diferenciagdo sexual, o desenvolvimento das caracteristicas
sexuais secundarias, o comportamento sexual e para a regulacdo da espermatogénese
(WELTZIEN et al., 2004). O compartimento tubular contém as células de Sertoli ¢ as células
germinativas que apds passarem por processo bastante complexo e altamente organizado, a
espermatogénese, formam os espermatozoides (BILLARD, 1990; KOULISH et al., 2002). O
processo espermatogénico de teledsteos assemelha-se muito ao de mamiferos ocorrendo,
porém com a diferenca que nos peixes, as células germinativas ocorrem em cistos formados
por associag@o de células de Sertoli adjacentes com uma espermatogonia primaria (tipo A).
Durante a fase proliferativa ou espermatogonial, a espermatogdnia primaria ou tipo A se
divide e origina espermatogonias secundarias ou do tipo B que, depois de um numero espécie-
especifico de divisdes mitdticas (MATTA, 2000), diferenciam-se em espermatocitos
primarios, iniciando a fase meiotica ou espermatocitaria. Apos a primeira divisdo meidtica
formam-se os espermatdcitos secundarios que, num curto intervalo de tempo, originam as
espermatides haploides através da segunda divisdo meiodtica. Em seguida, ocorre a fase
espermiogénica ou de diferenciagdo na qual as espermdtides transformam-se em
espermatozodides (SILVA, 1987).

Dentro deste contexto, ha a necessidade de monitorar ¢ controlar a contamina¢do dos
ecossistemas aquaticos, principalmente em relacdo aos metais pesados, que se encontram
entre os contaminantes mais toxicos e persistentes no ambiente aquatico, acumulando-se nos
compartimentos ambientais € nos organismos que neles vivem, causando assim danos a saude
dos peixes, bem como a interferéncia nos seus processos reprodutivos, podendo levar até a
infertilidade dos mesmos. Assim, objetivou-se determinar e comparar a concentragao de Al,
Mn, Pb e Zn nos testiculos de Astyanax bimaculatus e Geophagus brasiliensis coletados no
rio Piracicaba (MG) com espécimes controle de uma estagdo de piscicultura, além do calculo
do indice gonadossomatico e da identificacdo de possiveis alteragdes histologicas neste 6rgao

como ferramenta de avaliagdao da qualidade ambiental desse ecossistema.

2. Material e Métodos
2.1. Espécies de estudo

Foram escolhidas duas espécies com nichos ecologicos diferentes:
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O lambari Astyanax bimaculatus pertence a familia Characidae, apresenta ampla
distribuicao geografica, fazendo-se presente em diversos corpos limnicos da América do Sul
(HARTZ, 1996). Sao peixes de pequeno porte e oportunistas quanto a alimentagdo, com uma
grande variedade de composi¢do alimentar, sendo considerados de maneira geral como
onivoros, tendo preferéncia por insetos e plantas. Em rios, A. bimaculatus tende a explorar os
mesmos recursos alimentares (algas, plantas superiores, insetos), além de microcrusticeos,
que constituem também recurso relativamente expressivo na alimentagdo deste peixe (LUZ-
AGOSTINHO, 1996). Os lambaris servem de alimento para espécies de peixes de maior
porte, além de mamiferos, répteis e aves piscivoras, tendo por isso importante papel na cadeia
alimentar (GARUTI e FIGUEIREDO-GARUTI, 1992; CASATTI et al., 2003).

O acara Geophagus brasiliensis pertencente a familia Cichlidae, apresenta ampla
distribui¢do nas bacias hidrograficas costeiras do leste e sul do Brasil e no Uruguai
(KULLANDER, 2003). Espécie territorialista, ¢ encontrada em locais de remanso, proximos
ao fundo, onde se alimentam de lodo, detritos, sedimentos, peixes, gastropodes,
microcrustaceos e larvas de insetos (SABINO e CASTRO, 1990; ANDREATA e TENORIO,
1997, MORAES et al., 2004). Esta espécie faz parte de uma cadeia de relagdes troficas
relativamente complexas, servindo de fonte de alimento para aves e mamiferos aquaticos,

assim como para outros peixes (MADI, 2005).

2.2. Area de estudo

A area de estudo localiza-se na bacia hidrografica do rio Doce, uma das cinco maiores
bacias hidrograficas de Minas Gerais (DRUMMOND et al., 2005). Esta bacia situa-se na
regido sudeste, entre os paralelos 18°45' e 21°15' de latitude sul e os meridianos 39°55' e
43°45' de longitude oeste, compreendendo uma area de drenagem de cerca de 83.400 km?, dos
quais 86% pertencem ao estado de Minas Gerais e o restante ao Espirito Santo, abrangendo
um total de 228 municipios (CBH-DOCE, 2009). O rio Piracicaba, que faz parte da bacia
supracitada, situa-se no leste de Minas Gerais e tem uma extensao de 241 km. Nasce no
municipio de Ouro Preto, a 1.680 m de altitude, e desdgua no rio Doce, na regido conhecida
como “Vale do A¢o”, na cidade de Ipatinga, a 210 m de altitude. Possui area de drenagem de
5.381 km® (CBH-DOCE, 2009) e, no seu percurso, encontram-se expressivas atividades
econdmicas (siderurgia, celulose e mineracao de ferro) com alto grau de impactos antropicos
(CEDEPLAR, 2001), além de barragens que também impactam o ambiente (RICHTER et al.,
2003). Na cidade de Timoteo, que faz parte do “Vale do Ago”, o rio Piracicaba recebe o
Corrego Timotinho, o qual introduz mais poluentes ao rio, pois todo o efluente doméstico sem

tratamento, além de residuos industriais sao lan¢ados diretamente neste corrego.
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2.3. Pontos de amostragem

Para as amostragens, foram escolhidos dois pontos ao longo do rio Piracicaba, situados
na cidade de Timo6teo (MG).

O ponto 1 (foz) (19°31°29.5”S e 42°39°18.1”WO), representa a area proxima as fontes
de impacto ambiental (urbanizacdo e industrializagao) da cidade. Este ponto localiza-se logo
abaixo do desadgue do coérrego Timotinho no rio Piracicaba, local onde todo o efluente
doméstico ndo tratado da cidade ¢ lancado, além de residuos industriais que também sdo
langados sem tratamento no rio.

O ponto 2 (montante) (19°31°58.3”S e 42°37°37.4”WOQ), localizado 4 km a montante
do ponto 1, constitui uma area mais afastada dos pontos de lancamentos de efluentes da

cidade de Timoteo.

2.4. Coleta dos animais

As coletas dos espécimes foram autorizadas pelo Instituto Estadual de Florestas (IEF),
com a licenca de pesca cientifica, categoria D, nimero 014-08. Foram realizadas 3 coletas
durante o ano de 2008, nos meses de marco (inicio de outono), junho (inverno) e dezembro
(primavera), abrangendo estagcdes de cheia e seca do rio Piracicaba. Foram capturados 6
espécimes de Astyanax bimaculatus (lambari) ¢ 5 de Geophagus brasiliensis (acara) com de
redes de espera e tarrafas. Entretanto, apenas 4 espécimes das espécies escolhidas eram
machos e foram utilizados para a andlise testicular neste estudo. Todos os espécimes de A.
bimaculatus foram coletados no ponto 2 (montante) durante a primeira coleta. Os espécimes
de G. brasiliensis foram coletados no ponto 1 (foz) durante a primeira e segunda coleta.
Imediatamente ap6s cada coleta, os peixes foram eutanasiados por sec¢ao da medula espinhal,
na regido occipital, marcados e acondicionados em formol para posterior identificagdo das
espécies em laboratorio. Apos a pesagem em balancga digital de precisdo (Gehaka, BG1000),
determinou-se o comprimento total, padrio e altura (Apéndice; Tabelas 2 e 3).
Posteriormente, realizou-se a incisdo da parede corporal ventral dos espécimes, que segue da
papila urogenital até a regido do opérculo, para a coleta das branquias e figado. Os 6rgaos
coletados foram fixados em solugcdo de Karnovsky por um periodo de 24 horas e depois
transferidos para alcool 70%.

Como nao foi possivel obter espécimes controle do rio Piracicaba, devido ao grau de
polui¢do do mesmo, o controle foi obtido da Piscicultura do Prata, em Eugenopolis (MG).
Foram utilizados 6 espécimes de Astyanax bimaculatus (lambari) e 6 de Geophagus

brasilienses (acara) como espécimes controle.
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2.5. Analise dos testiculos

Os testiculos coletados foram pesados em balanca digital de precisdo (Scientech, AS
210), e posteriormente calculado o indice gonadossomatico (IGS), que representa o percentual
do peso corporal alocado em testiculos, a partir da formula: IGS = [(PeSO (esticulos/PESO corporal)]
x 100. Posteriormente, foram coletados fragmentos da regido mediana de um dos testiculos,
que foram desidratados em série etanolica crescente (80%, 90%, 95% e 100%), com trocas a
cada 30 min, seguindo-se a inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin®, Leica). Foram obtidas
seccoes de 2 um de espessura, realizando-se cortes seriados, em micrétomo rotativo
(Reichert-Jung 2045), utilizando-se navalhas de vidro. Posteriormente, as preparacdes foram
coradas com azul de toluidina e borato de sodio 1% e montadas com Entellan-Merck®. Foram
capturadas 10 imagens digitais por animal em fotomicroscopio Olympus AX-70, para
posterior analise histopatologica qualitativa e quantitativa dos testiculos. Quando uma
patologia era detectada em pelo menos um dos campos visualizados, esta era considerada
como presente no animal. Ao final, foi realizada uma relagdo entre os animais que
apresentaram patologias e o total presente em cada espécie, expressando-se assim o resultado

em porcentagem.

2.6. Concentracao de metais pesados nos testiculos de peixes teleosteos

Para a analise da concentracdo de metais foram utilizadas amostras testiculares dos
espécimes, nas quais se determinaram as concentracdes de Al, Mn, Pb e Zn. As amostras,
pesadas em balanga analitica digital de precisdo (Scientech AS 210), foram acondicionadas
em Erlermeyer (25 mL), mantidas em estufa a 70 °C, até alcancarem peso seco constante. A
digestao acida das amostras foi realizada com a adi¢ao de 1,5 mL de HNOs concentrado, 0,5
mL de HCIO4 70% e duas gotas de dgua oxigenada 30%, mantendo-se os frascos em bloco
digestor, com aquecimento continuo até atingir 90 °C. Apds a completa digestdo (~ 1h), o
volume foi ajustado para 25 mL com agua desionizada, seguido de filtracdo e analise da
concentragdo de metais pesados, em Espectrofotometro de Emissdo em Plasma Indutivamente
Acoplado (Perkin Elmer®, Optima 3300DV) no departamento de Solos da Universidade

Federal de Vigosa (UFV), sendo os resultados expressos em pg g de massa seca (MS).
2.7. Analise Estatistica

Foram realizadas analises descritivas dos dados e estes foram expressos em média e

erro padrao.

56



3. Resultados e Discusséo
3.1. Concentracdo de Al, Mn, Pb e Zn nos testiculos de A. bimaculatus e G. brasiliensis
coletados no rio Piracicaba

Em relagdo a concentragdo dos metais nos testiculos, os espécimes coletados no rio
Piracicaba apresentaram valores mais expressivos do que os espécimes controles da

piscicultura do Prata (MG) (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Concentragdes médias de Pb, Zn, Al e Mn (ug g' MS) nos testiculos de Astyanax bimaculatus

controles e coletados no rio Piracicaba.
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Figura 2. Concentragdes médias de Pb, Zn, Al e Mn (ug g’ MS) nos testiculos de Geophagus brasiliensis

controles e coletados no rio Piracicaba.

Dentre os metais analisados neste estudo, o Pb apresentou a maior concentragdo em
ambas as espécies, sendo esta, mais expressiva em G. brasiliensis (4442 pg g' MS) do que
em A. bimaculatus (4275,87 ug g MS), assim como a concentragdo de Mn (1143; 165 pg g
MS), respectivamente. Porém, a concentragao de Al e Zn foi maior em A. bimaculatus (1584;

213 ug g MS) do que em G. brasiliensis (344; 194 pg g MS), sendo que a concentragio do
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Zn nos testiculos de ambas as espécies, apesar de ter sido mais alta em A. bimaculatus, nao
apresentou diferenga tdo expressiva como ocorrido com o Al. A alta concentragao de Pb
detectada nos testiculos dos espécimes de peixes coletados no rio Piracicaba (MG), também
foi detectada por Yilmaz (2003), nas gonadas de Mugil cephalus e Trachurus mediterraneus
coletados na Turquia, oriundas de trés areas contaminadas por residuos domésticos e
industriais, esta com alto teor de metais pesados. Entretanto, as concentracdes de Pb nas
gonadas de Mugil cephalus e Trachurus mediterraneus foram inferiores as detectada neste
estudo, mas a concentragdo de Zn em Mugil cephalus foi superior as concentragdes detectadas
nos testiculos de A. bimaculatus e G. brasiliensis. O mesmo pesquisador observou que em
relagdo a concentragdo geral de metais nos 6rgaos analisados, as gonadas apresentaram maior
concentragdo comparando-se com a concentragdo detectada na pele e musculo das espécies
em estudo.

Comparando-se a concentragdo de metais nos testiculos de outras espécies coletadas
em areas contaminadas, Veado et al. (2007), analisando a concentra¢do de metais pesados em
diversos orgaos de tilapia (Oreochromis niloticus) oriundas da lagoa da Pampulha (MG),
detectaram nos testiculos dos espécimes, concentragdo de Al, Mn e Zn, ndo sendo detectada
contaminag@o por Pb, sendo estas muito inferiores as concentragdes detectadas neste estudo,
demonstrando que apesar de se tratarem de duas areas altamente contaminadas, a
concentracdo de metais nos testiculos dos espécimes coletados no rio Piracicaba foi muito
mais expressiva. Segundo Kalay e Erdem (1995), o elevado nivel de aciimulo de metais
pesados pode ser muito toxico para os peixes, principalmente para os mais jovens. Outros
orgaos-alvo como o figado, gonadas, rins e branquias, metabolicamente ativos, acumulam
metais pesados em niveis mais elevados, como observado em estudos experimentais (ALLEN,
1994; KALAY ¢ ERDEM, 1995; SANTOS, 2009) e em estudos de campo (SPEHAR et al.,
1982; LANGSTOM, 1990; UNLU et al., 1996, KARADEDE e UNLU, 2000; YILMAZ,
2003; DURAL et al., 2006; VEADO et al., 2007; HAS-SCHON et al., 2008). A concentracio
alta de metais detectada nos testiculos de A. bimaculatus e G. brasiliensis reflete o alto grau

de contamina¢do ambiental e sdo informativos sobre a qualidade da dgua do rio.

3.2. Alteracdes histopatoldgicas nos testiculos de A. bimaculatus e G. brasiliensis
coletados no rio Piracicaba

As principais histopatologias testiculares detectadas em Astyanax bimaculatus e
Geophagus brasiliensis coletados no rio Piracicaba, encontram-se na tabela 1 e figura 3 A, B,
C,D,E,F.
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Tabela 1. Percentual de histopatologias detectadas nos testiculos de Astyanax bimaculatus e

Geophagus brasiliensis coletados no rio Piracicaba.

Histopatologias Testiculares

Espécies VG RDC RC DC DPC DEC F DT VS AC

A.bimaculatus 47,5 20,0 47,5 7,5 150 30,0 250 225 50 10,0

G. brasiliensis 52,5 72,5 15,0 50,0 22,5 30,0 0,0 0,0 150 7,5

VG: vacuolizagdo de espermatogonia; RDC: retardo no desenvolvimento celular; RC: ruptura de cisto; DC:
degeneragdo celular; F: fibrose; DT: degeneracdo testicular; VS: vacuolizagdo de células de Sertoli; AC:

aglomerado celular anormal.

As principais alteragdes histologicas evidenciadas nos testiculos de A. bimaculatus
coletados no rio Piracicaba foram vacuolizacdo de espermatogdnia, retardo no
desenvolvimento celular, ruptura de cisto, degeneracdo testicular, desarranjo na estrutura dos
cistos e fibrose. Muitas dessas alteracdes afetam diretamente o processo espermatogénico, ja
que atingirem elementos essenciais a este processo. Este ¢ o caso da vacuolizacdo das
espermatogonias, que infere na integridade da célula precursora dos espermatozoéides; a
ruptura de cistos, que inativa a barreira hematotesticular, deixando as células haploides
desprotegidas; e a fibrose, que diminui o nimero de elementos funcionais, responsaveis pelo
processo espermatogénico.

Santos (2009), em estudo experimental com exposi¢do aguda de Astyanax aff.
bimaculatus ao Zn, detectou como principais altera¢des histopatologicas a ruptura de cisto, o
retardo no desenvolvimento das células da linhagem germinativa, nuacleo picnoético,
aglomerado celular, descolamento da parede dos cistos e vacuolizagdo. Essas lesdes foram
muito semelhantes as encontradas no presente estudo. Segundo Santos (2009), o Zn
comprometeu as fungdes reprodutivas da espécie em estudo, sendo mais grave nos
tratamentos expostos as maiores concentragdes deste metal. O retardo do desenvolvimento
dos cistos levou a redugcdo na producdo de espermatozodides, comprometendo a taxa de
fecundidade e consequentemente a manutengdo dos estoques populacionais. No presente
estudo, a exposicao dos peixes a uma associacdo de metais pesados, além de outros
contaminantes, contribuiu ainda mais para a desestruturacao testicular.

Em G. brasiliensis, as principais alteragdes histologicas evidenciadas nos testiculos

foram semelhantes as encontradas em A. bimaculatus, como vacuoliza¢do de
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espermatogonias, retardo no desenvolvimento celular, degeneragdo celular e vacuoliza¢ao nas
células de Sertoli, ndo sendo detectada fibrose e nem degeneracdo testicular nesta espécie.
Segundo Franca e Chiarini-Garcia (2005), as células de Sertoli sdo mais afetadas por agentes
toxicos do que as células germinativas mais avancadas. Isto provavelmente decorre do fato
destas substancias passarem necessariamente pelas células de Sertoli, antes de atingirem as
células espermatogénicas mais avancadas. Por exercer papel fundamental na regulacao da
espermatogénese, qualquer disfun¢ao das células de Sertoli pode resultar em alteragdes e/ou
degeneragdes das células germinativas e infertilidade. Os principais sinais de injlria nas
células de Sertoli sdo as vacuolizagdes precocemente observadas na por¢ao basal do
citoplasma destas células e a retencao de espermatides maduras ou falhas na espermiagao.
Apoptoses das células germinativas e o aparecimento de espermatides multinucleadas sio
também de ocorréncia comum. Apds o aparecimento de vacuolizagdo e alteragdes no aparelho
de Golgi, a secre¢ao de fluido pelas células de Sertoli, importante para o mecanismo de
transporte e processos secretorios destas células, mostra-se abruptamente diminuida. Como
consequéncia, anormalidades na forma do nucleo das espermdtides, formacdo de células
gigantes, progressiva perda de espermatocitos e espermatogdnias, € descamacdo de células
germinativas do epitélio seminifero sdo observadas, levando finalmente a atrofia testicular. A
maioria das substancias toxicas para as células de Sertoli causa alteragdes significativas nas
células espermatogénicas, mesmo quando o periodo de exposi¢do a estas substancias ¢ muito
curto.

A exposi¢do a substancias toxicas em diferentes fases do ciclo de vida tém como
caracteristicas gerais, relacionadas ao aparelho reprodutor, o retardamento de fases de
desenvolvimento e da maturacdo gonadal, a reducdo no numero e viabilidade de gametas,
histopatologias e a redugdo do numero e viabilidade de descendentes (RAND e
PETROCELLI, 1985; ADAMS, 1990). Em alguns estudos, a inibicdo da reproducdo foi
observada em peixes que habitam areas contaminadas por metais pesados: Yamaguchi et al.
(2007), estimando a influéncia de contaminantes aquaticos na reprodugdo de peixes de
Mekong Delta (Japao), detectaram que as concentracdes de molibdénio (Mo), chumbo (Pb),
rubidio (Rb) e arsénio (As) foram significativamente altas em Pangasianodon hypophthalmus,
nos quais a reproducao foi inibida. Contudo, os autores ndo sabem os mecanismos pelos quais
esses elementos acumulam e inibem o desenvolvimento gonadal dos espécimes; e Levesque et
al. (2003), observaram atraso na reprodugdo de Perca flavescens em um lago contaminado
por cadmio (Cd) no Canadd. Assim, pode-se inferir que a contamina¢do por metais pesados
nos ambientes aquaticos interfere no processo reprodutivo dos peixes, causando muitas vezes

danos irreparaveis, comprometendo a fertilidade e até mesmo os seus descendentes.
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Figura 3. Fotomicrografia de testiculo de espécimes controles da Piscicultura do Prata e de

espécimes coletados no rio Piracicaba.

A) Organizagdo testicular de espécime controle Astyanax bimaculatus: Cisto (C), lamen (L),
intertubulo (I). Barra: 30 um. Azul de toluidina.

B) Organizagio testicular de espécime controle Geophagus brasiliensis: Cisto (C), lamen (L),
intertubulo (I). Barra: 20 um. Azul de toluidina.

C) Fotomicrografia de testiculo de A. bimaculatus coletado no rio Piracicaba: Fibrose (F),
degeneracao testicular (DT), desarranjo na estrutura de cisto (DEC). Barra: 20 pm. Azul

de toluidina.

D) Fotomicrografia de testiculo de A. bimaculatus coletado no rio Piracicaba: Degeneragao
celular (DC), desarranjo na estrutura de cisto (DEC), deslocamento da parede do cisto

(DPC) e ruptura de cisto (RC). Barra: 20 um. Azul de toluidina.

E) Fotomicrografia de testiculo de A. bimaculatus coletado no rio Piracicaba: Aglomerado
celular (AC) e em destaque, retardo no desenvolvimento celular (RDC), degeneracao

celular (DC) e ruptura de cisto (RC). Barra: 20 um. Azul de toluidina.

F) Fotomicrografia de testiculo de G. brasiliensis coletado no rio Piracicaba: Aglomerado
celular (AC), vacuolizacdo de espermatogonia (VG), degeneracdo celular (DC) e

deslocamento da parede do cisto (DPC). Barra: 20 pm. Azul de toluidina.
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3.3. Indice Gonadossomatico (IGS) de A. bimaculatus e G. brasiliensis controles e
coletados no rio Piracicaba
Os valores referentes aos indices gonadossomaticos dos espécimes controle e dos

espécimes coletados no rio Piracicaba, encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Peso corporal (g), peso dos testiculos (g) e indice gonadossomatico (IGS) (%)

médio e erro padrao de espécimes controles e coletados no rio Piracicaba.

- Peso Peso dos o
Especie Corporal (g) Testiculos (Q) 1GS (%)
Controle A. bimaculatus 5,3+0,9 0,06 + 0,09 1,1 +0,7
G. brasiliensis 34,2 + 39,6 0,16 £0,1 09=+1,1
Rio Piracicaba  A. bimaculatus 11+2,1 0,05+ 0,02 0,4+0,1
G. brasiliensis 70,3 £23.4 0,14+0,1 0,3+0,3

O indice gonadossomatico (IGS) médio do controle foi maior do que o IGS dos peixes
coletados no rio Piracicaba (MG). A diferen¢a no tamanho das espécies e assim no peso
corporal das mesmas ¢ refletida nesse indice, entretanto, o valor mais baixo no indice dos
espécimes coletados no rio Piracicaba, pode estar correlacionado com a concentracdo de
metais nos mesmos, 0 que causou prejuizo no processo espermatogénico, bem como no peso
testicular. Pyle et al. (2005), comparando espécimes de peixes coletados em trés areas de
diferentes grau de contamina¢ao (Turquia), detectaram que as espécies coletadas na area que
apresentava maior contaminagdo por metais, dentre eles Al, Cd, Cu, Ni, Pb, ¢ Zn,
apresentaram IGS mais baixo em relacdo aos animais que foram coletados nas outras duas
areas, sendo que uma das areas era de referéncia sem contaminacdo e a outra, uma area com
pouca contaminagdo. Yamaguchi et al. (2007), correlacionando metais pesados com IGS em
Pangasianodon hypophthalmus coletados em Mekong Delta (Japdo), descrevem que os
animais que apresentaram as maiores concentracoes de Pb, Rb, Mo e As, apresentaram
valores baixos do IGS, e assim, estes espécimes apresentaram inibicdo do processo
espermatogénico. Além disso, o monitoramento realizado nesta drea demonstrou correlagao
negativa entre as concentracdes de Pb e o indice gonadossomatico na mesma espécie.

Segundo Drevnick e Sandheinrich (2003), o merctrio ¢ um produto quimico que causa a
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desregulacdo enddcrina e assim, pode diminuir o IGS dos animais, fato este que pode ocorrer
com espécimes de peixes expostos a outros metais.
4. Conclusdes

A concentracdo de metais nos testiculos foi alta em ambas as espécies coletadas no rio
Piracicaba, sendo o Pb o metal que apresentou maior concentragdo. A presenca de elevado
numero de histopatologias testiculares sugere uma possivel alteragdo na espermatogénese, o
que levaria a impactos negativos graves sobre o desenvolvimento e a reproducdo dos peixes,
podendo causar a infertilidade dos mesmos. Os baixos valores do IGS juntamente com a alta
concentragdo de metais ¢ as histopatologias detectadas nos testiculos, indicam que no rio

Piracicaba o desempenho reprodutivo das espécies em estudo encontra-se comprometido.

5. Conclusdes Gerais

O nivel de contaminag@o por metais pesados no rio Piracicaba ¢ alto, sendo detectada a
concentracdo dos mesmos, nos musculos, branquias, figado e testiculos dos peixes analisados.
Os espécimes de peixes coletados no rio Piracicaba apresentaram concentragdo de todos os
metais avaliados, e algumas concentragdes encontram-se acima do limite de tolerancia
estabelecida pelo Ministério da Saude.

Além da concentracao de metais detectadas nas branquias, figado e testiculos, estes
orgdos apresentaram histopatologias em resposta a exposicao a este ambiente, indicando que o
rio estd altamente contaminado e que esta contaminagdo estd interferindo diretamente na
saude dos peixes, comprometendo a fungdo destes 6rgdos bem como a reprodugdo dos
individuos.

Diante disso, pode-se concluir que os peixes que habitam o rio Piracicaba podem
representar risco a saude de quem os consome, ¢ ainda, que estes estdo sobrevivendo num
ambiente ndo favordvel, muitos destes com o processo reprodutivo seriamente comprometido,

0 que pode ocasionar daqui a algum tempo a diminui¢ao da ictiofauna no rio Piracicaba.

6. Recomendagdes

E necessério que outros estudos sejam realizados no rio Piracicaba abrangendo outros
compartimentos € organismos que compde este ecossistema, a fim de se ter um diagnodstico
mais abrangente do nivel de contaminagdo que atinge o ambiente aquatico, € para que assim,
as autoridades responsdveis possam ter conhecimento e intervir em varios aspectos, como o
controle mais eficiente e rigoroso de efluentes domésticos e industriais, além de outras fontes
de poluicdo que chegam até o rio sem o tratamento adequado. S3o necessarios programas de

conscientizagdo junto a populagdo para a redugdo do langamento de lixo e esgoto diretamente
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no rio e também para a conscientizagdo dos riscos a satide ao se consumir este pescado
proveniente do rio Piracicaba. Devem também ser realizados estudos de biomonitorizacao
humana, para a populagdo exposta ambientalmente a metais pesados, assim como
intervengdes ligadas a saude para a prevencao e/ou reducdo dos efeitos a longo prazo, devido
ao consumo desta fonte de proteinas. Faz-se a recomendagdo, juntamente com outros estudos
que determinaram a concentragdo de Al e Mn em pescados, da atualizacao da legislacao para
o estabelecimento de valores maximos permitidos destes metais presentes em pescados

brasileiros assim como em outros alimentos também.
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Apéndice

Tabela 1. Biometria corporal média dos parametros: comprimento total (cm), comprimento padrao (cm), altura (cm) e peso corporal (g) de peixes

teledsteos coletados no rio Piracicaba.

" Nuamero de Comprimento  Comprimento Altura Peso Corporal
Coleta Especie Nome Popular i’ Total om) . Padrdo (om) (cm) o
Leporinus conirostris Piau-branco 2 28,7 21,7 7,2 5439
Loricariichthys
castaneus Cascudo-viola 1 33,0 27,0 5,0 172,4
Paraneuchenipterus
galeatus Cumbaca 8 13,6 10,7 3,8 36,0
1 Astyanax bimaculatus Lambari 6 10,1 8,1 2,2 11,0
Oreochromis niloticus Tilapia 3 27,2 21,2 7,1 207,8
Hypostomus affinis Cascudo 7 17,7 13,5 4,2 58,0
Hoplias lacerdae Trairdo 1 16,0 13,5 3,7 45,6
Geophagus brasiliensis Acara 1 13,0 10,5 3,5 36,8
Geophagus brasiliensis Acara 3 16,5 13,2 5,2 81,45
2 Oreochromis niloticus Tilapia 6 223 17,2 5,7 2613
Clarias gariepinus Bagre-africano 2 22,2 16,7 5,8 166,6
Oreochromis niloticus Tilapia 19 23,4 19,1 7,7 325,5
3 Hoplias lacerdae Trairdo 2 39,2 34,0 7,5 669,7
Geophagus brasiliensis Acara 1 18,0 15,5 6,5 140,1
Hoplosternum littorale Tamboata 1 22,0 16,5 4,5 154,7
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Tabela 2. Biometria corporal média e erro padrao (comprimento total (cm), comprimento
padrdo (cm), altura (cm) e peso corporal (g)) de Astyanax bimaculatus e Geophagus

brasiliensis controles.

Esoéc Comprimento Comprimento Altura Peso Corporal
spécie

Total (cm) Padré&o (cm) (cm) (9)
A. bimaculatus 7,50 +£ 0,32 4,73 £ 0,63 2,30+0,18 5,33 +£0,98
G. brasiliensis 11,18 £ 3,94 7,69 + 3,26 3,86+ 1,51 34,16 £ 39,59

Tabela 3. Biometria corporal média e desvio erro (comprimento total (cm), comprimento
padrdo (cm), altura (cm) e peso corporal (g)) de Astyanax bimaculatus e

Geophagus brasiliensis coletados no rio Piracicaba.

Eséci Comprimento Comprimento Altura Peso Corporal
spécie

Total (cm) Padréo (cm) (cm) (9)
A. bimaculatus 10,15+ 0,68 8,08 £ 0,58 2,22 £ 0,44 10,96 £ 2,06
G. brasiliensis 16,10 £ 1,95 13,10 £2,04 5,14+ 1,16 84,26 + 37,25

Tabela 4. Concentracio média e intervalos de metais pesados (ug g ') em musculos de

peixes de diversos ambientes aquaticos contaminados.

Espécie Al Mn Pb Zn Referéncias
Viarias espécies 259,15 14,91 141,49 50,41 Presente estudo
Viérias espécies 18,74 2,72 1,83 24,99 TELES et al.(2008)

Oreochromis 0,12 nd 1,00 037  VEADO etal. (2007)
niloticus
Viarias espécies 53,43 - 0,88 6,42 COUTO et al. (2005)

Nd — ndo detectado
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