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APRESENTACAO

Temos o privilégio de apresentar o segundo volume do livro “Medicina e
Biomedicina”, um e-book de amplo espectro formado por trinta capitulos que envolvem
conceitos e fundamentos inerentes a cada uma dessas duas areas relevantes na
pesquisa cientifica da saude brasileira.

E de conhecimento de todos que as ferramentas disponiveis para a pesquisa no
campo da saude nem sempre sao adequados para resolver os problemas existentes,
necessitando assim de inovagcbes em areas como a medicina e biomedicina que
possam de gerar novas informacgdes e desenvolver maneiras melhores, e mais efetivas,
de proteger e promover a saude.

Cada uma das areas aqui representadas possui caracteristicas especificas que
podem ser visualizadas ao longo dos capitulos produzidos por profissionais biomédicos
e médicos, assim como semelhancas em atividades que corroboram para um conceito
de integracao multidisciplinar, haja vista que novas tecnologias para prevencao,
diagnéstico, e tratamento complementam essas duas grandes areas.

O livro “Medicina e Biomedicina — volume 2”, aborda em cada capitlo, de forma
especifica conceitos aplicados a cada uma dessas duas grandes areas evidenciando
dados relevantes gerados em todo territério nacional por académicos e docentes
destes dois cursos. Tendo em vista que sao diversas as subareas tanto da medicina
quanto da biomedicina, neste livro agregamos conetido que abrange tematicas como
proteébmica, infeccdo fungica, diagnéstico, acupuntura, esclerodermia sistémica,
tratamento, sindrome, saude publica; servicos de atendimento, patologia clinica,
unidade de terapia intensiva pediatrica, epidemiologia, infec¢ao hospitalar, hipertenséo
pulmonar, lUpus eritematoso sistémico, relatos de casos, febre reumatica, Indicadores
de morbimortalidade, anatomia por imagens de ressonéncia magnética, efeitos
colaterais e reacOes adversas relacionados a medicamentos e sistema nervoso.

Nossa expectativa é que esse material possa contribuir tanto com a comunidade
académica, quanto para com aqueles que pretendem ingressar em uma dessas duas
areas tao significativas. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada
aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena Editora por permitir que
o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas geragbes se
interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Desejo a todos uma excelente leitura!
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CAPITULO 11

HISTOPATOLOGIA EM FIGADO DE Astyanax
Lacustris (TELEOSTEI, CHARACIDAE) COMO
BIOMARCADOR DE POLUICAO AMBIENTAL
AQUATICA NO SUBMEDIO SAO FRANCISCO

Geiza Rodrigues dos Santos
Fundacao Universidade Federal do Vale do Sao
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RESUMO: A utilizagdo de peixes como
bioindicadores € uma técnica em difusao,
objetivando sinalizar os impactos decorrentes da
poluicdo de ambientes aquaticos relacionados
ao aumento da acdo antropogénica nos
ecossistemas naturais, gerando informacdes
relevantes para a saude ambiental. Na regido
do Submédio Sao Francisco, apesar de sua
elevada importéancia para a agricultura irrigada,
sobrevivéncia das comunidades ribeirinhas
e do grande aporte de efluentes, estudos
ecotoxicoldgicos ainda séo escassos. Dessa
forma, avaliou-se as respostas histologicas
de figados de peixes da espécie Astyanax
lacustris as possiveis alteracbes ambientais,
em trés areas do rio Sao Francisco, ap6s a
exposicdo a diferentes efluentes antropicos,
em dois periodos climaticos (seco e chuvoso).
Constatou-se a presenca de lesbes em trés
niveis de severidade nos exemplares de
todos os pontos amostrais. A congestéao foi a
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alteracdo mais encontrada em ambas estacbes sazonais, o Tourdo foi a area com
maior ocorréncia de alteragdes, ja os pontos que recebem estacao de tratamento de
efluentes domésticos e industriais apresentaram alteracoes significativas durante todo
o periodo de estudo, entretanto, ndo houve diferencga significativa entre as patologias
encontradas nos diferentes periodos climaticos.

PALAVRAS-CHAVE: Bioindicador, Patologia, Peixes, Hepatocitos, Rio Sao Francisco

ABSTRACT: The use of fish as bioindicators is a technique in diffusion, aiming to
sinalize the resulting impacts of aquatic environmental pollution related to the increase
of anthropogenic action in natural ecosystems, generating information relevant to
enviromental health. In the middle sub Sao Francisco, despite its high importance for
irrigated agriculture the survival of its riverine communities and the large effluent supply,
ecotoxicological studies are still scarce. This way it was evaluated the histological
responses of fish livers of the Astyanax lacustris species to potencial environmental
changes in three points of the S&o Francisco River, after exposure to different
anthropogenic effluents, in two seasons (dry and rainy). It was verified the presence of
lesions that fit the three levels of severity proposed, as well as in specimens of all sample
points, whereupon. The congestion was the most frequent alteration in both seasonal
seasons. The Tourdo area with the highest occurence of changes and the points of
ETE and Industrial presented significant changes in all seasons. However, there was
no statistically difference between the of pathologies found in different climatic periods.
KEYWORDS: Bioindicators, Pathology, Fish, Hepatocyte, Sao Francisco river

11 INTRODUCAO

A regido do Submédio Séao Francisco esta inserida no Bioma Caatinga, esse
bioma brasileiro abriga um patriménio natural e cultural Unico, de importancia global
e é considerado como um sistema sdcio-ecoldégico complexo, no qual observa-se a
implantacdo dos novos projetos de infraestrutura e agricultura comercial que visam
o sustento das atividades econémicas dos centros urbanos, causando rapidamente
alterac6es nos ecossistemas, e contrapondo-se a essa situacéo, ha o uso da vegetacéao
nativa para subsisténcia da populacao rural que também provoca mudancas, porém
de forma lenta e continua (SILVA et al., 2017).

A Caatinga possui rios perenes e intermitentes que compdem a densa rede fluvial
desse bioma e em ambos 0s casos a agao antropogénica se faz bastante presente.
Dessa grande rede, o Sao Francisco € o maior e mais importante rio perene da regiao
e, no Vale ou Submédio Sao Francisco, é onde concentra-se a maioria dos projetos
de energia e irrigacao (SILVA et al., 2017). Tais projetos, inevitavelmente, acarretam
impactos na ictiofauna da regido, além de promover crescimento populacional que,
por sua vez, aumenta a producéo de efluentes que possam vir a se tornar poluidores.

Efluentes industriais, agricolas e domésticos sao os principais causadores de
poluicdo dos sistemas aquaticos, pois geralmente s&o compostos por uma grande
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variedade de poluentes orgéanicos e inorganicos, tais como solventes, 6leos, metais
pesados, pesticidas, fertilizantes e soélidos em suspensao, os quais podem levar a
alteracbes estruturais, individuais e populacionais nos peixes, por modificarem a
qualidade da agua (BALULA, 2011; CAMARGO & MARTINEZ, 2007). Os agrotoxicos,
nesse ambito, constituem os mais perigosos contaminantes aquaticos decorrentes das
atividades antropogénicas, pois o0 seu objetivo de criacao é justamente a eliminagéo
de alguma forma de vida e, por isso, atingem também de modo letal espécies néo-
alvo, como peixes (ALBINATI et al, 2009).

Para analisar esses impactos, Nimet et al. (2018), apontam estudos de
biomonitoramento que, através de uma espécie bioindicadora, podem ser realizados por
meio de um grupo de respostas biol6gicas, denominadas biomarcadores, objetivando
determinar o grau de impacto na saude da biota estudada e identificar os potenciais
estressores responsaveis.

A utilizacdo de peixes como bioindicadores € uma técnica em difuséo e é
reconhecida como método de monitoramento ambiental, pois acrescenta informagdes
acerca da resposta biologica (vegetal ou animal) que um determinado ambiente retrata
na presenca desses poluentes. A utilizacdo desses bioindicadores tem o intuito de
sinalizar os impactos decorrentes da poluicdo de ambientes aquaticos relacionados
ao aumento da acédo antropogénica nos ecossistemas naturais (BALULA, 2011; LINS
et al., 2010).

Alteracdes histologicas em tecidos de peixes sdo importantes indicadores de
estressores ambientais, pois estes animais sao relativamente sensiveis a mudancas
no ambiente; assim ha a possibilidade de se analisar 6rgaos-alvo especificos que
sao responsaveis por fungbes vitais, como branquias, figado e rins, que atuam na
respiracdo, excre¢do, acumulo e/ou biotransformagdo de xenobidticos. Dessa
forma, a histopatologia é uma ferramenta sensivel para detectar efeitos toxicos
de contaminantes, bem como para avaliar a saude dos peixes expostos, tanto em
laboratorio quanto em campo (ALBINATI et al, 2009; CAMARGO & MARTINEZ, 2007).

A espécie Astyanax lacustris (Lutken, 1875) ndo é endémica no Bioma Caatinga,
mas esta presente nas ecorregides do Maranhao-Piaui, do Nordeste da Mata Atlantica
e do Séo Francisco. Sdo popularmente denominados lambaris-do-rabo-amarelo e
pertencem a ordem Characiformes, sendo amplamente utilizados para consumo
humano, porém apresentam médio valor comercial devido ao seu pequeno tamanho.
Por outro lado, possuem grande valor ecolégico como espécie forrageira e apresentam-
se sensiveis as alteracdes ambientais, podendo ser utilizados em biomonitoramento
de ambientes aquaticos (SILVA et al, 2017; RAMSDOREF, 2007; NELSON, 2006).

Apesar da elevada importancia para a agricultura irrigada, sobrevivéncia das suas
comunidades ribeirinhas e do grande aporte de efluentes, estudos ecotoxicologicos
ainda séo escassos na regiao do submédio Sdo Francisco. Diante disso, buscou-se
avaliar as respostas histolégicas de figados de peixes da espécie Astyanax lacustris
as possiveis alteracdes ambientais, em trés pontos da referida regido ap6s exposicao
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a diferentes efluentes antropicos.

2| METODOLOGIA

Os espécimes de Astyanax lacustris, cedidos pela Companhia de
Desenvolvimento dos Vales do Séo Francisco e do Parnaiba - CODEVASF em
setembro/2017 e mar¢o/2018, sob autorizacédo ICMBIio n° 55742-3, foram expostos
em trés areas de desagua de efluentes no Submédio Sao Francisco o Tratamento
I- com origem doméstica refere-se a o efluente da Estacdo de Tratamento de Esgoto
— ETE. Tratamento II- sob influéncia agricola e esgoto doméstico, em um afluente da
margem direita o Riacho Tourdo, ambos localizados no municipio de Juazeiro-BA e
Tratamento lll- sob influéncia de dejeto industrial, em Petrolina-PE. Foram realizados
paralelamente os grupos: controle negativo, nos tanques de criacdo da CODEVASF
e 0 controle positivo mantido em aquario no laboratério na Universidade Federal do
Vale do Sédo Francisco - UNIVASF, esses individuos receberam a administracao de
Ciclofosfamida (5 mg/mL/Intraperitoneal).

Os peixes (n=10/tratamento) foram expostos aos efluentes em gaiolas de PVC,
confeccionadas artesanalmente (Figura 1) durante 96 horas, os dados abiéticos da
agua foram aferidos em cada ponto amostral, sendo eles: turbidez, oxigénio dissolvido,
temperatura, pH, condutividade e total de sélidos dissolvidos (TDS), além desses, uma
amostra de agua foi recolhida para analise de nitrito, nitrato, amdnia e fésforo, no
primeiro (Oh) e ultimo (96h) momento de exposicao.

Figura 1: Gaiola confeccionada em PVC. A- Visao inferior, B- Viséo superior local de abertura
para acondicionamento e remoc¢ao dos peixes, C- visao lateral contendo frestas para fluxo de
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agua e alimento.

Completado o tempo de exposicao, os individuos foram transportados para o
laboratério onde procedeu-se a anestesia com Cloridrato de Benzocaina (200 mg/L)
seguida da eutanasia por transeccao medular, posteriormente, os figados foram
removidos, pesados em balanca de precisdo e preparados para o processamento
histolégico realizado no Laboratério de Morfofisiologia — CEMAFAUNA Caatinga/
UNIVASF. Para esse procedimento os tecidos foram fixados em Bouin por 24h,
seguidos de desidratacdo em séries crescentes de alcoois, clarificada em xilol e
incluidos em parafina. Finalmente, foram confeccionadas laminas com cortes de trés
a cinco micrébmetros (um) de espessura e coradas com hematoxilina-eosina (HE).

Com auxilio de microscopio Lederer-Avancini® LA/146% observou-se as
alteracGes histopatolégicas obtendo-se dois parametros, o VMA - Valor Médio de
Alteragbes e o IAH - indice de Alteracdes Histopatologicas.

Os cortes histologicos foram classificados segundo as lesbes encontradas, em
trés niveis conforme a presenca e distribuicdo dessas lesdes: nivel 1, auséncia de
alteracdes histopatolégicas; nivel 2, ocorréncia de lesdes pontualmente localizadas,
e nivel 3, lesbes amplamente distribuidas pelo 6rgdo de acordo com Schwaiger et
al. (1997) determinando assim o VMA. Para cada nivel supracitado as seguintes
alteracdes foram investigadas, conforme Camargo e Martinez (2007):

Nivel 1: Edema intercelular, hipertrofia nuclear, hipertrofia celular, atrofia celular,
nucleos na periferia da célula, vacuoliza¢ao citoplasmatica;

Nivel 2: Hiperplasia, infiltracdo, vacuolizagcdo nuclear, degeneracéo nuclear,
nucleos picnoticos, congestao, degeneracao citoplasmatica;

Nivel 3: Necrose focal, necrose total.

Para calcular o IAH as altera¢des foram classificadas quanto a gravidade das
lesbes, os valores obtidos através da formula IAH = (10° X >1) + (10" X >2) + (102 X
> 3), foram categorizados em cinco estagios de acordo com o comprometimento do
6rgao segundo Paulino et al. (2014): 0 a 10 indicam um funcionamento normal do
6rgao; 11 a 20 indicam danos de leves a moderados no 6rgao; de 21 a 50 indicam
danos de moderados a severos e, acima de 100, indicam danos irreparaveis no 6rgao.

Utilizou-se ANOVA Kruskal-Wallis, teste de Student-Newman-Keuls (BioEstat®
5.3), para realizar as analises estatisticas.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise dos parametros abibticos, os valores encontrados apresentaram-se
de acordo com o determinado pela Resolugcdo do CONAMA 357/2005 para ambientes
aquaticos de Classe 2. Apenas o valor de aménia no Tratamento I, riacho Tourao,
durante a estacao chuvosa, encontrava-se acima do determinado com 15 mg/L/pH 6,3
onde, o limite segundo essa resolucéo & 3,7 mg/L NH3, para pH < 7,5. Esse aumento
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pode estar relacionado a presenca de esgotos domésticos lancados recentemente no
corpo d’agua, uma vez que essa relacao pode ser constatada pelo aumento da aménia,
gue quando na sua forma livre, nitrogénio amoniacal (NH3), é toxica aos peixes e em
grandes quantidades podem causar sufocamento desses (FAY & SILVA, 2006).

Com relacé&o a analise histopatoldgica, observou-se a ocorréncia de alteragdes
nos figados de A. lacustris contemplando todos niveis, de acordo com Camargo e
Martinez (2007). Dentre as patologias encontradas que correspondem ao nivel 1, foi
observado hipertrofia celular, nicleo periférico e vacuolizagao citoplasmatica; entre as
que correspondem ao nivel 2 observou-se congestao, degeneragao citoplasmatica,
degeneracao nuclear, e nucleo picnoético. Adicionalmente, observou-se necrose focal,
correspondente ao nivel 3 (Figura 2).
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Figura 2- Hepatécitos de Astyanax lacustris coletados em trés areas de efluentes do Rio Séo
Francisco. A — Vasos congestos (seta branca); B — Vasos congestos (Seta branca) tecido
congesto (Seta preta); C — Necrose (setas brancas); D — Nucleo picnoético (seta preta); E —
Vacuolizagdo dos hepatdcitos (seta preta); E — Figado normal. Aumento de 40x, barra de escala
de 10 ym.

No periodo seco as alteracbes mais frequentes foram a congestéo (37%) e nucleo
picnético (18%). No periodo chuvoso a congestéo (44%) seguido de vacuolizacéo
citoplasmatica (23%). Nimet et al. (2018) encontraram resultados semelhantes ao
observarem maior ocorréncia de congestdo e vacuolizacao citoplasmatica em peixes
de riachos rurais e urbanos na bacia do baixo rio Iguacu.

A congestao é caracterizada pelo aumento de células sanguineas em sinusoides
e vénulas hepaticas e tem sido associado a exposicao ao cobre, bem como foi
observado em peixes coletados em areas que recebem altas cargas de efluentes
domésticos (ROCHA et al., 2010 apud ARELLANO et al., 1999, NESKOVIC et al.,
1996). No entanto, para os ecossistemas aquaticos, existem véario s estressores que
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podem ser responsaveis por causar reagoes irritantes em peixe. Podendo dessa forma,
a origem das patologias de figado serem associados a varios poluentes presentes nos
ecossistemas aquaticos uma vez que recebem diversas influéncias (DANE & SISMAN,
2017).

Em situacbes de estresse o0 glicogénio presente nos hepatdcitos pode ser
consumido e reduzido, restando por fim os vacuolos citoplasmaticos, uma vez que este
composto constitui a reserva de glicose que fornecera mais energia em tais situacoes,
mas também podem sugerir danos metabdlicos associados a aguas contaminadas se
estes vacuolos estiverem em grande quantidade (CAMARGO & MARTINEZ, 2007).
De acordo com Albinati et al. (2009), a auséncia de glicogénio pode indicar estresse
quimico, o qual foi observado em peixes Leporinus macrocephalus, expostos ao
herbicida Roundup®, apds a coloracdo de PAS dos tecidos hepaticos.

Quanto aos tratamentos durante o periodo seco, o maior numero de alteragdes
foi observado nos Tratamentos do riacho Tourdo e Industrial (26%), o efluente ETE
apresentou 18%, enquanto que o Negativo apresentou 13%, sugerindo maior potencial
citotdxico de efluentes agricolas (Tratamento Il) e industrial (Tratamento III).

Porém, o mesmo cenario nao foi observado no periodo chuvoso, onde a frequéncia
de altera¢cdes mostrou-se maior no Tratamentos | - ETE (26%), Tratamento Ill - Industrial
(24%), ficando o Tratamento Il — Riacho Tourdo com o menor indice (18%). Ressalta-se
que todos os valores se encontraram abaixo do controle positivo (38%).

Considerando o IAH, no periodo seco, os tratamentos | e Il (ETE e Industrial)
apresentaram diferencas significativas quando comparados ao grupo controle negativo
(p<0,05), sugerindo a presenca de potencial citotdxico para ambos os efluentes,
doméstico e industrial.

Por sua vez, o IAH apresentou valores baixos para o tratamento Il - Tourao,
ndao havendo diferenca significativa quando comparado ao controle negativo.
Apesar das lesdes estarem presentes e ter sido evidenciado uma citotoxidade mais
elevada na estacao seca (26%), essas estdo enquadradas no nivel 2, 0 que diminuiu
consideravelmente o valor do |IAH, principalmente pela auséncia de necrose.

A auséncia de lesGes irreversiveis ndo isenta a agéo citotdxica do ambiente,
uma vez que a caracteristica do meio pode favorecer a sua deposi¢cdo no sedimento
subaquatico, sendo a bioacumulagédo a principal forma de disponibiliza-los para os
organismos, fazendo com que a necessidade de exposicdo seja maior para haver
alteracdes mais graves em biomarcadores.

Para o periodo chuvoso a diferenca significativa (p < 0,05) manteve-se entre os
Tratamentos | e Il - ETE e industrial, respectivamente, comparado ao controle negativo.
Entre os Tratamentos Il e o controle positivo, observou-se diferenga significativa entre
as amostras (p < 0,05), permanecendo dessa forma menor toxicidade para o ponto
do riacho Tourdo. A partir dessa informacéo, pode-se inferir que os Tratamentos | e llI
possuem graves potenciais hepatotdxicos, apresentando resultado semelhantes em
ambas estacdes sazonais, comprovado pelos resultados obtidos no presente trabalho.
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41 CONCLUSAO

Histopatologia em figado de Astyanax lacustris apresenta-se como bom
biomarcador de contaminacdo aquatica. Efluentes domésticos provenientes do
Tratamento I, bem como efluentes industriais referentes ao Tratamento Ill, oferecem
risco a saude ambiental aquatica do trecho estudado, dado o maior nUmero de alteragdes
histopatologicas encontradas em figados de A. lacustris e da diferenca significativa
do Indice de Alteragbes Histopatologicas (IAH). O Riacho Tourdo apresenta potencial
citotdxico para essa biota, sendo notados alteragdes moderadas na espécie estudada.
N&o houve diferencga significativa entre os periodos climaticos analisados.
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