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RESUMO

O Lago Acu, localizado no municipio maranhense de Concei¢do do Lago Agu, apesar de estar
inserido na Area de Protecio Ambiental (APA) da Baixada Maranhense, tem apresentado
fragilidade ambiental. Dessa forma, esta pesquisa teve como objetivo avaliar alteragdes
histolégicas em branquias e figados de curimata em resposta a impactos ambientais no Lago
Acu. As coletas de peixes foram realizadas em setembro/2022 e junho/2023, correspondendo
ao periodo de estiagem e chuvoso, respectivamente. Um total de sessenta Prochilodus
lacustris foram coletados no lago, sendo 30 em cada coleta, e retirados branquias e figados
para fixacdo em formaldeido a 10%. Os fragmentos desses 0rgdos foram submetidos a técnica
de inclusdo em parafina. Os blocos em parafina foram seccionados em Spum de espessura com
auxilio de micrétomo e as laminas histologicas foram coradas com Hematoxilina e Eosina. As
lesdes branquiais e hepaticas foram avaliadas pelo célculo do Indice de Alteracio Histologicas
(IAH). O TAH branquial ndo apresentou diferenca estatistica entre os periodos sazonais
(p>0,05), e as principais alteragdes branquiais observadas foram: hiperplasia do epitélio
lamelar, fusdo completa de varias lamelas e congestdo vascular. A analise hepatica
demonstrou diferenca estatistica entre as estagdes, com maiores valores de TAH para o
periodo de estiagem (p>0,05). As principais alteragdes hepaticas observadas foram:
deformagcdo do contorno celular, hipertrofia nuclear, vacuolizagio e centro de
melanomacrofagos. Os biomarcadores histologicos revelaram um comprometimento nas
funcdes dos orgaos-alvo, devido a porcentagem de ocorréncia e aos graus de severidade das
lesdes. Portanto, a histopatologia em peixes pode ser usada para avaliar efeitos de impactos
nos ecossistemas e ser utilizada em estratégias de reestruturagdo e conservacao desse sistema
hidrolégico Maranhense.
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1 INTRODUCAO

O municipio Concei¢do do Lago Agu do Maranhao, possui o segundo maior lago da
América Latina, o Lago Acu (IMESC, 2018), que esta inserido na Area de Prote¢io Ambiental
(APA) da Baixada Maranhense, devido sua importancia ecoldgica e ambiental. Mesmo com
instrumentos normativos que estabelecem sua conservagao, o Lago A¢u vem sofrendo impactos
ambientais que vulnerabilizam a regido e geram consequéncias na biota (CARDOSO et al.,
2018; SOARES et al., 2021).

Desde o inicio dos anos sessenta, o sistema aquatico estd sofrendo riscos, devido ao
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carregamento de produtos quimicos organicos (xenobidticos) liberados por comunidades
urbanas e industriais (VAN DER OOST, 2003), esses compostos sdo considerados pouco
perigosos quanto a sua persisténcia no ambiente, porém altamente perigosos para a
biodiversidade aquatica, devido a tendéncia do acimulo de concentracdes altas de produtos
quimicos na agua (MACHADO, 1999; SANTOS et al., 2012).

Os biomarcadores sdao respostas bioldgicas capazes de indicar a exposicao e efeitos
bioldgicos dos poluentes, descrevendo a estrutura e funcionamento dos ecossistemas por meio
de alteracdes para classificacdo da qualidade e identificagdo de potenciais riscos ambientais
toxicos (VAN DER OOST, 2003). E um procedimento que permite a detecgdo precoce das
perturbagdes, e identifica como os efeitos toxicos diretos e indiretos afetam os organismos a
nivel celular e tecidual (SCHWAIGER et al., 1997).

Os principais biomarcadores utilizados para identificagao de estressores ambientais sao
as alteragdes histologicas em orgdos alvo especificos de peixe, que estdo envolvidos em
processos metabolicos importantes, como branquias e figado (LINS et al., 2010). Esses orgaos
sd0 os principais locais de respiragdo, excre¢ao, acimulo e biotransformagao, e estdo sujeitos a
mudangas estruturais ¢ metabodlicas mediante a exposicao aos contaminantes (MACHADO,
1999).

Portanto, ¢ indispensavel a realizacdo de estudos ecotoxicoldgicos para avaliagdo e
monitoramento da periculosidade que essas substancias podem ocasionar na sanidade e biologia
dos organismos aquaticos (CARDOSO et al., 2018). Assim, a pesquisa objetivou investigar o
grau de contaminagdo, por meio dos biomarcadores histopatoldgicos em branquias e figados de
Prochilodus lacustris para avaliagio da qualidade ambiental no Lago Acu, Area de Protegdo
Ambiental da Baixada Maranhense.

2 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi executada com autorizacao da Secretaria de Estado do Meio Ambiente e
Recursos Naturais do Maranhao (N° 46/2019) e do Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade (ICMBio/SISBIO (N° 69518-1)), em que foram aprovadas coletas de peixes no
lago Acu. Todos os procedimentos foram realizados procurando seguir os principios éticos
estabelecidos pelo  Colégio Brasileiro de  Experimentacdo  Animal (Cobea,
http://www.cobea.org.br) ¢ do Comité de Etica e Experimentagio Animal (CEEA) da
Universidade Estadual do Maranhao (n° 13/2022).

O municipio Concei¢do do Lago Agu (Figura 1) esta localizado na regido central do
estado do Maranhdo, nas coordenadas geograficas 03°40'00" e 04°59°00”S e 44°39'00" a
45°03°00”W, e abriga o Lago Ag¢u, um grande centro pesqueiro da regido. O lago ¢ formado
pela inundagdo do rio Grajau, um grande efluente da bacia do Mearim, e possui
aproximadamente 52 km? durante o periodo chuvoso e 50 km? no periodo de estiagem
(CARDOSO et al., 2019).

As coletas foram realizadas compreendendo os dois periodos sazonais caracteristicos do
estado do Maranhao, sendo uma no més de setembro de 2022, que corresponde ao periodo de
estiagem e uma em junho de 2023, correspondente ao periodo chuvoso. A espécie utilizada foi
Prochilodus lacustris, conhecido popularmente como “curimata”. Foi coletado um total de 60
exemplares dessa espécie por meio da pesca artesanal com rede de emalhar, sendo 30 para cada
periodo sazonal.

Logo apos a captura, os animais foram eutanasiados com administragdo do anestésico
Eugenol para necropsia dos 6rgdos alvo. Foram removidos de cada espécime o arco branquial
direito e o figado por meio de incisdo abdominal e fixados in situ em formol a 10% por 24
horas, de forma a impedir o processo de autodlise das células e tecidos (CAPUTO et al., 2010).

Apos esse tempo realizou-se a clivagem das amostras bioldgicas dos 6rgaos, em que se
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reduziram as dimensdes, em 3 a 5 mm de espessura, para facilitar a penetragdo do fixador e a
difusdo dos reagentes que foram usados nas demais etapas do processamento histologico
(CAPUTO et al., 2010). Em laboratdrio, os arcos branquiais foram descalcificados em é4cido
nitrico a 10% por 6 horas, enquanto que o figado, depois de retirado do formaldeido, foi
submetido a solugdo de alcool 70%.

Em seguida, o procedimento seguiu as seguintes etapas: desidratacdo crescente em
banho de 4lcoois (70%, 80%, 90%), diafanizagdo em xilol, impregnag¢ao e inclusdo em parafina.
Os blocos de parafina foram seccionados em micrétomo na espessura de Sum e os cortes foram
colocados em laminas de vidro e corados por Hematoxilina ¢ Eosina (LUNA, 1968). A leitura
das laminas e descri¢cdo das lesdes dos 6rgaos foram realizadas com auxilio de microscopio de
luz e registrada em fotomicroscopio.

A leitura das laminas foi realizada em microscopio de luz, utilizando-se as objetivas de
4x, 10x, 40x. Posteriormente foram classificadas as alteragdes estruturais das branquias e
figados, em fases progressivas de danos nos tecidos em estagio I, II e III, sendo avaliadas
semiquantitativamente pelo calculo do Indice de Alteragdo Histopatologica (IAH), adaptado de
Poleksic e Mitrovic — Tutundzic (1994). Para cada peixe foi calculado o valor de IAH através
da formula: IAH= 1x} I + 10x} II + 100x} III, sendo que I, II e III correspondem
respectivamente ao nimero de alteracdes de estagio I, II e III. Posteriormente dividiu-se o valor
médio de IAH em 5 categorias conforme o Quadro 1:
Quadro 1. Classificagdo da severidade das lesdes por categoria do Indice de Alteragio
Histologica (IAH), segundo Poleksic e Mitrovic- Tuntundzic (1994).

Valores Categoria (Efeitos)

0-10 Funcionamento normal do tecido
11-20 Alteracao leve a moderada do tecido
21 - 50 IAlteracao moderada a severa do tecido
51— 100 Alteracao severa do tecido

>100 Alteracao irreversivel do tecido

Fonte: Adaptado de Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994).

Os resultados do TAH dos peixes foram expressos através da média e desvio padrdo.
Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e homogeneidade
Levene, considerando p>0,05. Para verificar se houve diferencas entre os dados TAH de
branquias e figado de P. lacustris entre os periodos amostrados foi aplicada a analise de
variancia One-Way (ANOVA One-Way) e posteriori de Tukey (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises histologicas dos 60 peixes demonstraram alteragcdes nas branquias e figados
da espécie P. lacustris. As principais lesdes branquiais foram: congestao de vasos sanguineos,
hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo incompleta de varias lamelas e fusdo completa de varias
lamelas (Figura 1 — A, B e C). As lesdes hepaticas mais frequentes foram: deformagdo do
contorno celular, hipertrofia nuclear, vacuolizagdo citoplasmatica e centro de
melanomacrofagos (Figura 1 — D, E e F).

Figura 1. Fotomicrografia dos tecidos branquiais (A, B e C) e hepaticos (D, E e F) de

Prochilodus lacustris coletados no Lago Acu, Area de Prote¢io Ambiental (APA) da Baixada
Maranhense, Maranhdo-Brasil. A: Necrose e degeneracgdo celular (*) e fusdo completa de varias
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lamelas (seta); B: Congestao de vasos sanguineos (*) e hiperplasia do epitélio lamelar (seta);
C: Dilatacdo do seio sanguineo (DS) e parasito (*); D: Necrose (circulo) e centro de
melanomacrofagos (seta); E: Vacuolizagdo citoplasmatica (*) e estagnagdo biliar (setas); F:
Hiperemia (H). Aumento de = 50 pum; Coloragdo HE.
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As alteragdes branquiais e hepaticas corroboram com os resultados obtidos
anteriormente por Cardoso et al. (2018) e Soares et al. (2021) nos peixes do Lago Agu, em que
ha a ocorréncia de lesdes do estagio I ao III, porém em maior frequéncia se destacam as de
estagio I, que ndo comprometem as fungdes dos oOrgdos, seguidas das de estagio II, que
sinalizam um alerta a impactos graduais, e de estagio III, que sdo irreversiveis.

As branquias apresentaram alteragdes classificadas de moderadas a severas de acordo
com o grau de severidade. Os valores de IAH ndo apresentaram diferengas estatisticas entre os
periodos sazonais (p<0,05). O figado dos peixes apresentou diferenca estatistica entre os
periodos sazonais, com maiores valores apontados para o periodo de estiagem (p<0,05), e
valores médios de IAH classificados com danificacdo moderada a severa (Figura 2).

Figura 2. indices de Alteragio Histologica por periodo sazonal em branquias e figados de
Prochilodus lacustris coletados no Lago Acu, Area de Protegdio Ambiental da Baixada
Maranhense, Maranhdo, Brasil. AB: Letras maitsculas diferentes nas linhas apresentam
diferengas estatisticas entre os periodos sazonais (p<0,05).
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Os dados estatisticos das branquias se assemelham aos de Cardoso et al. (2018), em
que o periodo chuvoso apresentou maiores valores de Indices de Alteragdo Histologica em
branquias de peixes, ocasionado pela agdo intensa de contaminantes, devido a lixiviagdo de
substancias toxicas para o meio aquatico (PEREIRA et al., 2020). Entretanto, o resultado da
estatistica dos figados se apresenta em discordancia com os obtidos por Cardoso et al. (2018)
e Soares et al. (2021) para a mesma regido, em que o periodo chuvoso ¢ o que expressa
valores maiores de IAH.

Sendo assim, os figados do periodo de estiagem apresentaram valores mais elevados,
por ser um 60rgdo que sofre efeitos acumulativos, com danos crénicos e agudos por acdo dos
estressores ambientais (OLIVEIRA et al., 2019), enquanto que as branquias por estarem em
contato direto com o meio externo e possuirem uma grande area de superficie, sdo altamente
sensiveis a variagao ambiental do periodo chuvoso (POLEKSIC E MITROVIC-TUTUNDZIC,
1994).

4 CONCLUSAO

As alteragdes branquiais e hepaticas em Prochilodus lacustris revelaram-se bons
biomarcadores de contaminacao aquatica, por oferecer a possibilidade de avaliar os impactos
ambientais. A andlise histologica demonstrou comprometimento na funcdo e estrutura dos
orgdos, como resposta defensiva aos agentes estressores na agua do lago.

Dessa forma, a andlise histologica dos 6rgaos alvo de peixe gera uma resposta sobre a
0os impactos ambientais e corrobora com a politica de monitoramento ambiental para
restauragdo, protecao e conservacao dos ecossistemas hidricos. Além disso, faz-se importante
o conhecimento sobre gestao e uso sustentavel dos ambientes aquaticos, visando aumento de
pesquisas na area e agdes de controle ambiental e sanitirio para garantir a conservagdo da
ictiofauna do Lago Acu (Zona Umida de Interesse Internacional, Maranhio).
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