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“Analise morfolégica da acdo dos niveis subletais do organofosforado
Folidol® 600 sobre as branquias do peixe de 4gua doce Rhamdia quelen
(Quoy e Gaimard,1824)".

RESUMO

Os agrotoxicos freqlientemente tém causado impactos em ambientes aquaticos. A
presenca de organofosforados na dgua pode provocar lesdes nos peixes. Dentre
os organofosforados, o Folidol® 600 € bastante utilizado na agricultura no estado
do Parand, sendo o Paration metilico o seu principio ativo. Neste trabalho, através
da realizacdo de bioensaios em nivel subletal, procura-se investigar os efeitos do
folidol sobre as branquias de juvenis de Rhamdia quelen (Jundia). Os peixes
foram aclimatados em laboratério sob condigfes abidticas controladas. Verificou-
se que a dose de 0,01 mg/L é subletal para a espécie no periodo de 96 horas.
Utilizando a dose subletal foram realizados bioensaios e as coletas ocorreram nos
tempos de 1h, 2h, 4h, 8 h, 12h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h de exposicdo ao
Folidol®600, sendo que em cada tempo 10 animais de cada grupo experimental
foram coletados. Os peixes foram sacrificados apds sec¢do medular, a branquia
direita foi retirada, fixada em Alfac e processada para microscopia de luz. Os
cortes foram corados em HE e as imagens analisadas e fotografadas em
Fotomicroscépio Olympus PM AD. As altera¢gdes histopatélogicas encontradas
nas branquias foram: descolamento do epitélio, aneurismas, hiperplasias e fuséo
de lamelas secundérias. O descolamento epitelial foi & alteracdo histopatoldgica
mais frequente, estando presente em todos os tempos de exposi¢do ao Folidol®
600 aos quais os peixes foram submetidos. O aneurisma, segunda lesdo com
maior nimero de ocorréncias, apareceu em todos os tempos de exposi¢cao, com
maior ou menor intensidade. No tempo de 2 horas foi observado o maior nimero
de aneurismas (80%) enquanto que no tempo 48 horas de exposicdo a menor
porcentagem de aneurisma foi encontrada (20%). As alteragBes histopatoldgicas
caracterizadas como hiperplasia e fusdo de lamelas secundérias ndo foram
evidenciadas no tempo de 24 horas de exposicdo ao organofosforado Folidol®
600, sendo mais frequentes nos tempos de 1h, 2h e 8 h. A fusédo de lamelas
secundérias foi a alteragdo que se mostrou com menor nimero de ocorréncias. O
indice de lesdo foi calculado segundo Bernet et al. (1999). As alteracbes
histopatologicas encontradas sugerem diminuicdo na eficiéncia das trocas
gasosas, causando danos aos juvenis do jundia. O indice de Bernet indica que a
higidez dos animais foi comprometida principalmente nas primeiras oito horas de
exposicdo do Folidol® 600. A morfologia branquial de Rhamdia quelen foi alterada
pela exposicdo a 0,01mL/L de Folidol® 600.

Palavras-chave: organofosforado, histopatologia, peixes de agua doce.



1. INTRODUCAO

O crescimento populacional humano determinou a necessidade de uma
maior producao de alimentos através da intensificagdo das atividades de pecuéria
e de agricultura o que leva ao aumento da utilizacado de agrotéxicos. Estes evitam
as perdas que poderiam ser causadas pelas pragas nas produgdes de alimentos
(MATAQUEIRO & MACHADO-NETO, 2002).

Os agrotéxicos sd@o divididos em diferentes classes, dentre as quais se
podem citar os herbicidas, os fungicidas, os acaricidas, os algicidas, os larvicidas
e os inseticidas (COUTINHO et al, 2005). Suas fungbes bésicas na agricultura
incluem a elevagéo da producdo com o aumento da produtividade, a melhoria da
qualidade dos produtos e a reducédo do trabalho e dos gastos com energia
(COUTINHO et al, 2005). Os agrotoxicos sdo compostos quimicos benéficos, na
medida em que protegem contra perdas florestais e agricolas e podem auxiliar na
produgdo mais eficiente de alimentos. As desvantagens consistem na sua
toxicidade para os animais, incluindo o homem, e plantas além da sua
persisténcia no ambiente (AGUIAR et al., 2002; LANGENBACH, 1999).

A grande maioria dos agrotoxicos possui acdo ecossistémica, isto €, uma
vez aplicados podem contaminar todos os componentes bidticos e abidticos,
como as plantas, o solo, a rede hidrogréfica local e atingir organismos néo alvo,
tais como os peixes, os invertebrados e outros (MATAQUEIRO & MACHADO-
NETO, 2002).

Nos ultimos anos, o nivel de compostos xenobi6ticos nos ecossistemas
aquéticos vem aumentado de forma alarmante como resultado da atividade
antropogénica sobre o meio ambiente. Tal fato tem contribuido para a reducéo da
qualidade ambiental, bem como para o comprometimento da saude dos seres
Vivos que habitam esses ecossistemas (CAJARAVILLE et al,2000).

A biota aquética esta constantemente exposta a um grande ndamero de
substancias téxicas langadas no ambiente, oriundas de diversas fontes de
emissdo. A descarga de lixos téxicos provenientes de efluentes industriais, 0s
processos de drenagem agricola, os derrames acidentais de lixos quimicos e 0s
esgotos domésticos lancados em rios e mares contribuem para a contaminagéo

dos ecossistemas aquéaticos com uma ampla gama de agentes toxicos como



metais pesados, agrotdxicos, compostos organicos, entre outros (RASHED,
2001).

Os principais contaminantes de origem agricola sdo os residuos de
fertilizantes e os agrotéxicos. Esses produtos, quando aplicados sobre os campos
de cultivo, podem atingir os corpos d’agua diretamente, através da agua da chuva
e da irrigagdo, ou indiretamente através da percolagdo no solo, chegando aos
lencois fredticos (ARIAS et al, 2007).

Outras formas de contaminacdo indireta podem ocorrer através da
volatilizagdo dos compostos aplicados nos cultivos e pela formagéo de poeira do
solo contaminado e/ou da pulverizacdo de pesticidas, que podem ser
transportados por correntes aéreas e se depositarem no solo e na agua distantes
das &reas onde foram originalmente usados (COOPER, 1993).

Quando lancadas no ambiente aquatico, as substéncias oriundas das
atividades agricolas sdo capazes de interagir com o organismo vivo, causando
multiplas alteracbes que podem gerar graves desequilibrios ecoldgicos,
dependendo do grau de contaminagédo e do tempo de exposi¢cédo (ARIAS et al,
2007). As técnicas que utilizam bioindicadores para a avaliagdo destes impactos
sdo abordadas geralmente de duas formas: aquelas associadas aos niveis
superiores de organizagéo, tais como populagdes, comunidades e ecossistemas
ou aquelas associadas ao nivel individual. Esta Ultima trata de alteragdes
comportamentais, malforma¢c6es, mudancas nas taxas de crescimento,
reproducdo, alimentagdo, alteracdes bioquimicas e fisioldgicas, incluindo
modificacdes na integridade da membrana celular, no transporte de ions, no
metabolismo celular e em atividades enziméticas. Bioindicadores sdo definidos
como componentes bioldgicos, células, processos biogquimicos, estruturas e
funcdes bioldgicas, alteradas quando em contato com compostos xenobiéticos
(ROSENBERG & RESH, 1993 apud ARIAS et al,2007).

Indicadores em diferentes niveis de organizacdo biol6gica fornecem
informa¢des complementares, necessérias para a andlise de risco ecoldgico. Os
impactos da contaminagdo por agrotoxicos em peixes e nos macroinvertebrados
variam de acordo com os tipos de substancias empregadas, com a sua toxicidade

e com a estabilidade nos ambientes aquaticos. Os efeitos sobre a fauna incluem
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desde alteracdes fisiologicas em alguns organismos, até a morte macica de
populacdes, afetando toda a estrutura da comunidade (CLEMENTS, 2000).

Em geral, quanto maior a concentracéo de pesticidas e mais longo o tempo
de exposi¢cdo, maiores as chances dos impactos negativos atingirem niveis
superiores de organizagdo bioldgica, como as comunidades e os ecossistemas.
Se um estresse dura tempo suficiente para levar & morte uma populacdo de
organismos, afetando as taxas de crescimento e de reprodugédo e impedindo o
recrutamento de novas espécies, ela € entdo capaz de alterar a estrutura da
comunidade (CAIRNS, 1993 apud ARIAS et al, 2007).

Os efeitos dos contaminantes em niveis de organizacdo biolégica mais
baixos, como exemplo as respostas moleculares e as bioguimicas, ocorrem mais
rapidamente. A especificidade das respostas e a nossa compreensédo sobre os
efeitos dos contaminantes sdo geralmente maiores nos niveis mais baixos de
organizagdo. Geralmente, os efeitos em tais niveis podem ser diretamente ligados
a exposicdo aos agentes contaminantes. Por exemplo, a presenca de residuos
quimicos e metabdlitos é um indicador direto da disponibilidade de contaminantes
para os organismos (ARIAS et al, 2007).

Levando em consideracdo a exposi¢cdo constante da fauna ictiol6gica a
agentes poluidores, em especial aos agrotoxicos, propde-se nesse trabalho
verificar quais os danos que essa exposicao pode trazer as branquias, através da
realizac@o de bioensaios, expondo o peixe Rhamdia quelen a a¢do do agrotdxico

Folidol® 600, através da aplicagédo de doses subletais deste agrotoxico.

1.1. Objetivo Geral:

e Analisar os efeitos subletais do organofosforado Folidol® 600 no tecido
branquial, em juvenis de Jundid, Rhamdia quelen (QUOY e GAIMARD,

1824) através de analises histopatoldgicas.

1.2. Objetivos Especificos:
o Descrever as caracteristicas morfologicas do tecido branquial de R. quelen,

controle, através de analises histolégicas;
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o Verificar as alteracdes morfoldgicas do tecido branquial de R. quelen,

submetidos a uma dose subletal de Folidol® 600.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Dentre os pesticidas destacam-se os compostos organofosforados (OPS)
amplamente utilizados na agricultura mundial (RODRIGUES & FANTA, 1998;
SILVA et al.,, 1993; SOGORB & VILANOVA, 2002). Os organofosforados séo
ésteres ou tidis derivados dos &acidos fosférico, fosfbnico, fosfinico ou
fosforamidico (SOGORB & VILANOVA, 2002). As propriedades inseticidas dos
organofosforados foram evidenciadas a partir de 1937 por Gerhard Schrader, na
Alemanha, com a sintese do Tabun e do Sarin, do OMPA
(octametilpirofosforamida) em 1941, do TEPP (tetraetilpirofosfato) em 1943 e do
Paration Etilico em 1944 (LARINI, 1999).

Atualmente, os pesticidas organofosforados, constituindo importante classe
de inseticidas, tém sido amplamente usados em substituicho aos compostos
organoclorados nas atividades agricolas (VARO et al., 2000). Os compostos
organoclorados sdo caracterizados pela persisténcia no meio ambiente e pela
tendéncia de acumulacdo na cadeia trofica (NEMR & ABD-ALLAH, 2004). Ao
contrario, os organofosforados apresentam a vantagem de serem mais
biodegradaveis e terem menor persisténcia no ambiente (VARO et al., 2000;
SOGORB & VILANOVA, 2002).

Quanto aos efeitos toxicologicos, os organofosforados sdo considerados
inibidores da enzima acetilcolinesterase (JOKANOVIC, 2001; DE SILVA &
SAMAYAWARDHENA, 2002). Esta enzima é necesséria para o controle normal
da transmissdo de impulsos nervosos de fibras nervosas para os muasculos e
células glandulares, e também para células nervosas em ganglios do sistema
nervoso autbnomo e no cérebro (CHEREMISINOFF & KING, 1994).

A acetilcolinesterase (AChE) possui a atividade enzimatica de catalisar a
hidrélise da acetilcolina em colina e &cido acético. A acetilcolina permite a
propagacédo bioquimica do potencial de ac@o entre os neurbnios e entre esses e
as placas motoras, sendo, logo apds a transmissé@o do estimulo, degradada pela

AChE. A inibicdo da AChE pelos compostos organofosforados é a principal causa
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das anormalidades relacionadas a transmissao neuromuscular, sendo os sinais e

sintomas da intoxicagdo proporcionais ao nivel de atividade da enzima. A
interagdo entre a AChE e o seu inibidor organofosforado parece envolver apenas
o sitio esterasico, formando um complexo bastante estavel (LARINI, 1999).

Tal estabilidade esta relacionada com a estrutura quimica do composto
organofosforado (LARINI, 1999). Desta forma, a AChE é inibida, permitindo um
acumulo da acetilcolina nas jungdes neuromusculares, que produz intensa
excitacdo e despolarizacdo permanente dos musculos esqueléticos.

Segundo WARE (1991), os organofosforados estdo entre os agrotoxicos
que apresentam toxicidade para os vertebrados. Podem causar intoxicagoes
agudas graves, sendo os responsaveis por um grande niumero de 0Obitos.

No homem, apds a absorcdo, os compostos organofosforados concentram-
se no organismo, especialmente no tecido adiposo, no figado, nos rins, nas
glandulas salivares, na tiredide, no pancreas, nos pulmdes, nas paredes do
estbmago e dos intestinos, no sistema nervoso central e nos musculos (LARINI,
1999). Alguns sinais e sintomas mais comumente observados nas intoxica¢fes
por organofosforados no homem s&o os distarbios no sono, a dificuldade de
concentracdo, a agitacdo, as convulsbes, os tremores, o coma, as nauseas, 0s
vomitos, as dores de cabeca e abdominais, a diarréia, a diurese, a transpiracao
excessiva e a contragcdo involuntaria dos musculos (LARINI, 1999).

Apos a absorgéo pelo organismo, os compostos organofosforados passam
por muitas reagdes de biotransformacéo. Quase sempre os organofosforados séo
substancias lipofilicas facilitando a penetracé@o através da cuticula dos insetos. As
reacdes de biotransformacédo tém a fungéo de tornar as moléculas mais polares e
hidrossollveis e, consequentemente, mais facilmente eliminaveis (MELO &
FANTA, 2004).

As reagdes envolvidas na biotransformacédo alteram grandemente a
toxicidade dessa classe de compostos. Assim, a maioria dos organofosforados,
em condi¢do pura, ndo metabolizada, n&do inibe a acetilcolinesterase (AchE) ou
exibe um potencial inibitério muito baixo. No entanto, a inibicdo da AchE é grande
quando séo ativados pela biotransformagdo ( MACHADO & FANTA, 2003).
Dentro de condi¢des in vivo, o potencial anticolinesterasico dos organofosforados

pode ser aumentado grandemente, e o resultado dos efeitos toxicos representa a
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soma de processos bioquimicos de ativacdo e de detoxicacdo. A ativagdo de

organofosforados pode ser definida como a transformacdo metabdlica de
organofosforados ativos para outros compostos ativos. Detoxicacdo de
organofosforados (Ops) inclui a biotransformacdo dos mesmos para metabdlitos
ndo-toxicos. Detoxicacdo ou degradacdo é a reagdo mais importante no
metabolismo dos compostos OPs no organismo, e a ativagdo em si finalmente
resulta em detoxicagdo. A biotransformacdo de OP pode produzir muitos
metabdlitos toxicos. Mesmo que a soma dos metabdlitos formados nessas
reacdes € baixa, isso pode ser muito significante quando analisamos o aspecto
toxicologico (JOKANOVIC, 2001).

A biotransformacao € o resultado de uma conversdo metabdlica, na qual o
grupo P=S é convertido em P=0O, processada no reticulo endoplasmatico dos
hepatdcitos. O composto formado leva a terminagdo oxon (Figura 1). No caso do
Paration metilico, forma-se o Metil Paraoxon, que é responsavel por causar sérias
alterag6es morfolégicas no tecido hepético de peixes (DUTTA et al. 1993; FANTA
et al., 2003; GILL et al., 1988; RODRIGUES & FANTA 1998; RODRIGUES et al.
2001; SILVA et al. 1993).

Figura 1- Esquema da biotransformacéo dos compostos organofosforados.

S O
I I Oxidaciio I I
O,N QO ==P—=—=0CH, ——> ON O == P — OCH;
OCH, OC,H;
Paration metilico Metil paraoxon

FONTE: Melo e Fanta, 2004.

Os OPs séo altamente ndo seletivos, e geralmente demonstram ser toxicos
para espécies ndo-alvo incluindo o homem e os demais seres vivos presentes no
ambiente (BEGUM & VIJAYARAGHAVAN, 1995; HAGAR & FAHMY, 2002).

As é&reas agricolas tratadas com pesticidas, e entre eles os OPs,

frequentemente possuem corpos de &agua doce, tais como rios, lagos e
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reservatérios de agua, os quais abrigam uma diversidade de fauna e de flora

aquética (BEGUM & VIJAYARAGHAVAN, 1995). As constantes aplicacdes de
organofosforados nas &reas agricolas podem resultar em repetidas exposi¢des
dos organismos aquaticos

a esses poluentes (BANAS & SPRAGUE, apud RUDNICKI 2004). A 4gua constitui
um dos elementos fundamentais para a sobrevivéncia dos organismos nos
ecossistemas. Portanto, se ela estiver contaminada por agrotoxicos, pode-se
considerar que todos os demais componentes do ecossistema sejam eles bidticos
ou abidticos, estardo contaminados, pois a agua esti presente em todas as
regibes (MACHADO NETO, 1991). Os agrotoxicos, presentes no meio aquatico,
podem atingir o homem pela ingestdo de 4gua e de alimentos contaminados,
dentre eles os peixes. Os peixes entram em contato direto com os agrotoxicos
pela via dérmica e pelas branquias, e pela via oral em todo o trato gastrointestinal
(FANTA, 1991).

Os pesticidas contaminam os sistemas aquaticos por a¢do do vento, do
despejo direto de restos de solugdes pesticidas, da lavagem dos recipientes e
pelos utensilios utilizados na aplicacdo, da contaminacdo do solo com os
pesticidas aplicados nas plantas e da remogéo dos pesticidas do solo por agéo
das &guas pluviais e lixiviagdo ao meio aquatico (FELLENBERG, 1980). Animais
aquéaticos podem assim, ser contaminados pela exposi¢éo hidrica aos pesticidas.
Sabe-se que o0s peixes sdo particularmente sensiveis a contaminacdo com
pesticidas (FELLENBERG, 1980). Segundo FANTA et al. (2003) muitos pesticidas
permanecem em niveis subletais no meio aquatico por periodos curtos ou longos
e ndo sao verificados seus niveis, j& que ndo causam a morte imediata de peixes.
Entretanto, mesmo em niveis subletais, os pesticidas organofosforados podem
alterar significativamente varios processos fisioldégicos, bioquimicos e
morfolégicos quando atingem os 6rgédos dos peixes (SANCHO et al., 1992).

Segundo JOHNSON et al. (1993), a andlise histolégica é um método rapido
e eficaz para se determinar os efeitos dos agentes quimicos em tecidos e 6rgaos,
pois ocorrem alteracbes na morfologia em resposta ao estresse subletal ou
cronico.

Varios 6rgdos podem ser utilizados nas andlises histopatdgicas envolvendo

organismos submetidos a poluentes. Os 6rgdos de peixes mais afetados pelos
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agentes quimicos sdo as branquias e a pele, pois exibem grande superficie de

contato e ambos apresentam células de muco, que possuem papel importante na
resisténcia aos patdgenos e as substancias toxicas (SHEPHARD, 1994). A seguir,
0s agentes quimicos tém atuacéo sobre o figado, que tem papel fundamental no
metabolismo das substancias toxicas e sobre o rim, que atua na manutencdo da
estabilidade interna e na excregéo (JOBLING & SUMPTER, 1993).

As branquias sdo uma via para a acdo de xenobiontes solaveis
(STENTIFORD et al, 2003). O epitélio branquial dos peixes é um tecido
extremamente sensivel, altamente dindmico e metabolicamente ativo (HINTON et
al., 1992, POLEKSIC & MITROVIC TUTUNDZIC,1994).

Para POLEKSIC & MITROVIC TUTUNDZIC (1994) as branquias atuam
como Orgdo alvo dos peixes para 0s poluentes, por estarem em contato
permanente com o ambiente aquatico e apresentarem uma area superficial muito
grande, representada pelas lamelas respiratorias.

Os efeitos morfologicos resultantes da exposicdo de pesticidas
organofosforados em peixes tém sido relatados por diversos autores. O estudo de
RICHMONDS & DUTTA (1989) no tecido branquial do peixe Lepomis macrochirus
apds a exposicdo aguda ao organofosforado Malation, revelou a presenca das
alteragbes necrose das lamelas secundarias, edema, descolamento do epitélio e
fusdo de lamelas secundéarias. Também nas branquias do peixe Oreochromis
niloticus, exposto ao Malation, foram observadas as altera¢des histopatologicas
de descolamento do epitélio, destruicdo da integridade das lamelas secundérias e
fuséo lamelar (CAPINPIN, 1994).

No figado do peixe Brachydanio rerio o organofosforado Dimetoato causou
desarranjo celular, ndcleos picnéticos e necrose (RODRIGUES & FANTA, 1998).
Também no tecido hepatico de Heteropneustes fossillis apos exposi¢do aguda ao
Malation, foi observado vacuolizag&o, ndcleos picnéticos e diminuicdo do didmetro
nuclear (DUTTA et al.,, 1993). FANTA et al. (2003) observaram no figado de
Corydoras paleatus contaminado com o organofosforado Folidol® 600, necrose,
nucleos picnoticos, vacuolizacéo e lateralizacdo nuclear.

MACHADO & FANTA (2003), investigaram os efeitos de um composto
organofosforado, o Paration metilico, em branquias de Metynnis roosevelti

expostos a doses letais (7 ppm) e subletais (1 ppm) de Mentox 600 CE.
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Observagbes em microscopia de luz e eletrbnica de varredura evidenciaram

enrugamento do epitélio branquial, seguido por descolamento e hiperplasia.
Externamente, os filamentos branquiais apresentaram desaparecimento gradual
das microssaliéncias. Os resultados mostram que, mesmo em doses subletais, 0
organofosforado pode levar o animal a sofrer consequUéncias secundérias
decorrentes das alteracdes da superficie de trocas gasosas e ibnicas.

GUIMARAES (2000), estudando os efeitos do uso do organofosforado
Trichlorfon contra parasitoses em peixes usados na pratica de piscicultura,
analisou a morfologia das lamelas branquiais em peixes e verificou alteragtes a
partir de 4 horas de exposi¢cdo a uma dose de 0,25 ppm. As lamelas secundérias
apresentaram edemas, grande proliferagdo celular, perda da forma e focos de
fusdo lamelar. Estas alteracdes foram observadas em conjunto e de forma
generalizada até 48 horas de exposicao ao Trichlorfon, com excecéo dos edemas
lamelares, os quais perduraram até 96 horas de exposicao. Foi observada ainda a
presenca de congestdo sanguinea em alguns tempos de exposi¢éo.

GILL et al. (1988) realizaram um trabalho com um peixe de &gua doce
exposto cronicamente por 60 dias a dois diferentes tipos de organofosforados, o
Carbaril e o Dimetoato, ambos em doses subletais, buscando analisar as lesbes
branquiais. Separacdo do epitélio lamelar, tromboses lamelares, enrolamento e
inchaco da lamela secundaria e hipertrofia das células de cloreto foram as
alteragdes observadas.

O Folidol® 600, organofosforado utilizado neste trabalho, apresenta em
sua composicdo 600 g/L do principio ativo Paration metilico (Methyl
Parathion) (LARINI, 1987 apud MELO & FANTA,2004 ). Quimicamente, o
Paration metilico € chamado de 0,0-dimetil-0-(4-nitrofenil) fosforotioato (Figura 2),
sendo o nome técnico ou comum Paration metilico, Metil-paration, Metacide e

Folidol 600, entre outros.
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Figura 2 - Férmula estrutural do Paration metilico.
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FONTE: Melo & Fanta,2004.

O Paration metilico possui peso molecular de 263,20 e a férmula bruta
CsH10NOsPS. Quando puro, € um sdlido cristalino de cor branca, com ponto de
fusdo de 35-36°C. O produto de grau técnico € um liquido de coloracdo marrom
com cheiro ativo de alho, tendo uma densidade que oscila de 1,20 a 1,36. Contém
cerca de 80% do composto puro (MELO & FANTA, 2004).

O Paration metilico é pouco solivel em &agua (55-60 ppm a 25°C) e
bastante sollvel na maioria dos solventes organicos. Decompde-se rapidamente
em meio alcalino em propor¢do mais acentuada que o Paration etilico,
transformando-se em diversas impurezas como o paraoxon metilico e o O,S-
dimetil-S-(4-nitrofenil) fosfato. E utilizado quase que exclusivamente como
inseticida ndo sistémico, na forma de concentrado emulsionavel (em
concentragdes de até 60%), nas culturas de algodéo.

O seu uso é restrito em funcdo de sua elevada toxicidade. Em 4gua neutra,
mantém sua estabilidade por diversos dias (LARINI, 1999).

A sua utlizagdo, diluido em &gua, € feita por pulverizador costal,
pulverizador de barra tratorizado, ou ainda por via aérea. Com isso, é facil inferir
que esse pesticida acabe por contaminar as 4guas vicinais das glebas cultivadas,
diretamente ou carregado pelas chuvas. Um dos seus efeitos deletérios € o de
que 0s organismos aquéaticos, particularmente os peixes, sdo afetados por tal
pratica (MELO & FANTA, 2004).

Os Teleostei, grupo mais diversificado de peixes 0sseos, tem
aproximadamente 24.000 espécies viventes (POUGH et al, 2003). Sé&o
amplamente adaptados ao habitat aquatico, sendo especializados para a vida em
ambientes tdo diversos como as grandes profundezas oceanicas, os recifes de

corais, as aguas rasas e litordneas, as pocas de mare, os lagos, os rios e as
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cavernas, entre outros (POUHG et al, 2003). Os hébitos de vida dos peixes estédo
relacionados com as estruturas e suas fungdes nesses organismos. As
consequéncias eco-fisiologicas e eco-toxicologicas decorrentes da exposi¢ao de
peixes a agentes estressantes naturais ou artificiais em seus ambientes naturais
tém colaborado para um melhor entendimento dos processos fisiolégicos desses
organismos (RANKIN & JENSEN, 1993).

Os corpos de agua contem substancias dissolvidas, como os sais, 0s
gases, 0s compostos organicos e os poluentes. Além da temperatura da agua,
esses sdo os fatores de maior importancia fisioldgica para os organismos
aquéticos (SCHIMIDT, 1996).

A estrutura geral das branquias segue um padrdo nos peixes teledsteos,
havendo pequenas variacbes entre as espécies (RANDALL et al., 2000). A
estrutura branquial consiste de trés componentes: os arcos branquiais, as lamelas
primérias e as lamelas secundérias. Os arcos branquiais atuam como suporte das
lamelas primarias, as quais sustentam as lamelas secundérias, e estas sdo os
locais onde ocorrem as trocas gasosas (LAURENT, 1982).

Os peixes teledsteos possuem quatro pares de arcos branquias situados
no interior de cada cavidade faringea (FERGUSON, 1995). Cada arco é
suportado por um esqueleto 6sseo sendo constituido por filamentos ou lamelas
primérias. Em ambos os lados de cada lamela primaria estendem-se filamentos
semicirculares denominados de lamelas secundarias (FERGUSON, 1995).
Basicamente, cada lamela secundaria é composta de uma ou duas camadas de
células epiteliais que sdo mantidas separadas por células pilares. Esse epitélio é
denominado de epitélio respiratério. As células pilares apresentam
prolongamentos que delimitam os espagos sanguineos, no interior dos quais o
sangue flui. O tecido epitelial esta sustentado por uma membrana basal que esta
em contato intimo com as células pilares (FERGUSON, 1995).

As branquias realizam varias funcdes vitais para os peixes, tais como as
trocas gasosas, a osmose e a difusdo idnica, quando ha presenca de gradientes
(RANDALL et al., 2000; EVANS, 2007), a excrecao de produtos metabdlicos finais
nitrogenados (GOLDSTEIN, 1982 & JOHANSEN, 1982 apud RUDNICKI, 2004), a
excrecdo extrarenal de ions (HARTL et al, 2000) e a regulacdo &cido-base (GOSS
et al., 1994).
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Sobre as branquias passa um fluxo unidirecional de agua, que provem da
boca e é eliminada através dos opérculos. As superficies respiratorias das
branquias sé@o projecdes delicadas da porcao lateral de cada arco branquial. A
troca de gases ocorre nas numerosas proje¢cdes microscopicas dos filamentos,
chamadas de lamelas secundéarias ou lamelas respiratorias. O arranjo vascular
das branquias maximiza a troca de oxigénio num sistema de contra- corrente, isto
é, flui na lamela em dire¢@o oposta aquela da agua, através de um plexo formado
pelas células pilares. Isso ajuda na utilizacao eficiente do oxigénio, pois o sangue
que abandona as lamelas estd em intimo contato com a Agua que apresenta
maxima tensdo de oxigénio e minima tensdo de dioxido de carbono
(SCHMIDT,1996) facilitando com isso a agédo dos poluentes. Cada filamento
branquial possui duas artérias, isto €, um vaso aferente, que vai do arco branquial
até a ponta do filamento, e um vaso eferente, através do qual o sangue retorna
para o arco. Cada lamela secundéaria tem um espaco sanguineo, conectado aos
vasos aferentes e eferentes (SCHIMIDT, 1996; POUGH et al., 2003).

MALLAT (1985) realizou um levantamento estatistico sobre os tipos de
respostas branquiais frente a agentes fisicos e quimicos presentes no ambiente, e
listou a freqiéncia de registro de cada tipo de lesdo branquial. Utilizou estes
dados para relacionar as lesfes branquiais com a dose e o tipo do agente téxico,
a temperatura e o habitat (marinho ou de &4gua doce). Enfocando principalmente
as regides lamelares e interlamelares, as alteracbes morfoldégicas mais
encontradas, pela ordem, foram o descolamento do epitélio, a necrose, a fusao
lamelar, a hipertrofia das células epiteliais, a hiperplasia ou fusdo das lamelas por
crescimento celular, a diminuicdo da area de superficie respiratéria, a ruptura das
células epiteliais, a hipersecre¢cdo de muco, o aneurisma lamelar, a congestéo
vascular, a proliferacdo de células secretoras de muco e de células de cloreto, a
infiltracdo de leucécitos no epitélio e as alteragbes no espaco sanglineo
delimitado pelas células pilares.

A sua multifuncionalidade, a vasta area de superficie que ocupa e a sua
localizacao relativamente ao meio externo fazem das branquias um érgédo chave
para a acdo dos poluentes existentes no meio aquético. Nesse sentido, as

alteragOes histolégicas das branquias séo reconhecidas como um método rapido



14
e valido para determinar os danos causados pela exposicdo a diferentes
poluentes nos peixes (ARELLANO et al., 1999).

O jundiad, Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD, 1824), modelo bioldgico
utilizado neste trabalho, tem distribuicdo neotropical, do sudeste do México ao
norte, até o centro da Argentina ao sul, ocorrendo em todo o Brasil (GOMES et
al., 2000). Segundo esses autores, R. quelen (Fig. 3) é classificado
taxonomicamente na familia Pimelodidae e género Rhamdia. No Brasil, é
comumente chamado jundia, jundia-tinga, jandia, jandia-tinga, mandi e sapipoca
(GOMES et al., 2000).

A coloragéo do jundia varia de marrom-avermelhado claro a cinza arddsia.
A pigmentacdo da parte inferior da cabeca é variavel. Os barbilhdes tém
crescimento alométrico negativo e esta relacdo é provavelmente aumentada
devido a grande possibilidade de dano dos barbilhdes em exemplares grandes

(GOMES et al., 2000).

Figura 3- Exemplar de Rhamdia quelen..
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Fonte: http://lwww.aptaregional.sp.gov.br/artigo.php?id_artigo=500 (Acesso em
12/09/2008).

Apresenta o corpo desprotegido de escamas. R. quelen, vivem em lagos e
pocos fundos dos rios, preferindo os ambientes de aguas mais calmas com fundo
de areia e lama, junto as margens e a vegetacdo. Escondem-se entre as pedras e
0s troncos apodrecidos, de onde saem a noite, a procura de alimento (GOMES et
al., 2000). Juvenis de R. quelen suportam a transferéncia de agua de 0% a 10%
de salinidade, o que indica que essa espécie é estenoalina. Segundo GOMES et

al. (2000), os juvenis suportam uma variagao de pH na faixa de 4,0 a 8,5.
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Essa espécie pode ser considerada euritérmica, pois 0s juvenis
aclimatados a 31°C suportam temperaturas de 15 a 34°C. O crescimento de R.
guelen aumenta com o incremento da temperatura. Esse crescimento é bastante
pronunciado nos primeiros anos de vida. A taxa de crescimento dos machos é
maior do que a das fémeas até o terceiro ou quarto ano de vida, quando a
situacdo se inverte, pois estas passam a crescer mais rapidamente.
Consequentemente, as fémeas apresentam maior comprimento e idade que os
machos, sendo que o tempo de vida estimado das fémeas é de 21 anos e dos
machos de 11 anos (GOMES et al.,2000).

Adultos de R. quelen séo onivoros, com uma clara preferéncia por peixes,
crustdceos, insetos, restos vegetais e detritos organicos. Essa espécie
movimenta-se a noite e sai de seus esconderijos depois das chuvas para se nutrir
dos entulhos deixados ao longo dos rios (GOMES et al., 2000). A maturidade
sexual é atingida por volta de um ano de idade nos dois sexos (GOMES et al.,
2000).

R. quelen possui boa aceitagdo no mercado consumidor, boa produtividade
em acgudes e apresenta alto potencial de comercializa¢éo, tornando-se uma 6tima
opcéo para o fomento da piscicultura (TAVARES-DIAS et al., 2002).

Desta forma, considera-se que a espécie de peixe escolhida como
organismo teste apresenta caracteristicas importantes como modelo bioldgico, por
ser um peixe de facil aquisicdo, facil adaptacdo ao laboratério, € uma espécie
nativa, de grande interesse comercial e muito abundante nos rios do Estado do
Parana (MELO & FANTA, 2004).

Testes de toxicidade aguda em peixes sdo exigidos pela Legislagao
Brasileira para regular e classificar os pesticidas usados no Brasil. Apesar de
Brachydanio rerio ser uma espécie padrdo usada nesses bioensaios, devido a
facilidade de manutengcdo em condicdes laboratoriais, ela ndo é uma espécie
nativa da ictiofauna brasileira. J4, Rhamdia quelen é um peixe nativo nos rios do
estado do Parani onde OPs sao frequentemente usados, e conseqientemente
uma possivel vitima dos efeitos desses compostos no ambiente natural. O uso
dos peixes na fase juvenil e do OP em dose subletal visa alertar sobre possiveis
efeitos de substéncias toxicas em uma concentragdo permitida pela legislagéo

ambiental em peixes que ainda nao passaram pela primeira reprodugéo. Neste
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trabalho, a proposta € usar a morfologia das brénquias de juvenis de R. quelen
como indicador dos efeitos subletais da acdo do Folidol® 600, um dos OPs de
amplo uso na agricultura do estado do Parana e do sul do Brasil na atualidade
(MELO & FANTA, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho faz parte do projeto “Anélise morfologica da acdo dos niveis
subletais do organofosforado Folidol® 600 sobre as branquias e o figado do peixe
de &gua doce Rhamdia quelen (Quoy e Gaimard, 1824)". As andlises
relacionadas ao figado fizeram parte da dissertagdo de mestrado da académica
Gisele Cristiane de Melo Dias sob orientagdo da Profa. Dra. Edith Fanta (MELO &
FANTA, 2004). Este trabalho de concluséo de curso teve o objetivo de realizar as
andlises das branquias dos experimentos citados acima. Segue a descricao

detalhada dos experimentos realizados.
3.1. Aclimatacgéo Laboratorial de Rhamdia quelen

Os exemplares de Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD, 1824)
(Pimelodidae) utilizados nos experimentos de determinacédo da dose subletal e
dos testes de toxicidade do organofosforado Folidol® 600 foram doados pela
piscicultura “Patronato Santo Anténio” da Pontificia Universidade Catdélica do
Parané (S&o José dos Pinhais — Parand).

Os exemplares R. quelen utilizados na determinagdo da dose subletal de
Folidol® 600 foram aclimatados ao laboratério por um periodo de sete dias, em
aquarios de 120 L, contendo agua da rede de distribuicdo previamente purificada
em dois filtros de polipropileno e dois filtros de carvdo ativado. A agua dos
aquaérios foi aerada continuamente com a ajuda de compressores de ar acoplados
a filtros contendo fibra acrilica e a temperatura foi ajustada através de
aquecedores controlados por termostato. Os aquérios tiveram suas faces laterais
e posteriores revestidas com papel “contact” verde, proporcionando uma melhor
adaptacdo dos peixes ao ambiente de laboratorio (FANTA, 1995). Variaveis como
o pH, a temperatura e o oxigénio dissolvido foram medidas e registradas a cada
24 horas (ABNT, 1993; CETESB, 1990; IAP, 1997). Os aparelhos utilizados para
verificar as varidveis foram o EXTECH Model 695 pH/Conductivity e 0 MO128
Dissolved Oxygen Meter.

O pH da agua foi de 7,1 (+ 0,3), a temperatura de 26°C (+ 0,6) e 0 oxigénio
dissolvido de 6,1 mg/L (x 0,3). O fotoperiodo foi de 14 horas luz / 10 horas escuro.
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Os individuos foram alimentados uma vez ao dia, com racdo Kowalski®
para crescimento (extrusada) com 45% de proteinas. Devido a ragdo apresentar
alta quantidade de proteinas, a agua dos aquarios foi trocada de dois em dois
dias para evitar o acumulo de aménia.

Para a realizacdo dos testes de toxicidade, os animais foram aclimatados
ao laboratério por um periodo de sete dias, nas mesmas condi¢cdes dos animais
submetidos a determinacdo da dose subletal. Os animais permaneceram em
condicdes abidticas constantes, verificadas a cada 24 horas, sendo que a
temperatura foi de 27°C (+ 1), o pH de 7,3 (+ 0,5) e o oxigénio dissolvido de 5,1
mg/L (z 0,6). O fotoperiodo foi de 14 horas luz/ 10 horas escuro. Os animais

foram alimentados uma vez ao dia, com ragdo Kowalsky®.

3.2. Determinagdo de uma Dose Subletal de Folidol® 600 para Rhamdia

quelen

MOREIRA (1998) determinou a dose letal de 0,04 mL/L do organofosforado
Folidol® 600, cujo principio ativo € o Paration metilico (600g/L) para Oreochromis
niloticus, a Tilapia do Nilo, em testes de toxicidade de 96 horas. Baseado nesta
informagéo, R. quelen foi submetida a concentragbes de 0,04 mL/L, 0,03 mL/L,
0,02mL/L, e 0,01 mL/L de Folidol® 600 para a determinacédo da dose subletal.

Apos o periodo de aclimatag&o, grupos de 10 animais foram submetidos ao
periodo experimental agudo de 96 horas. Os aquarios experimentais foram
acondicionados em capela de exaustdo de gases a fim de evitar a contaminagao
ambiental. J4, o aquéario controle foi mantido em ambiente aberto. Foi
estabelecida a relacdo de 1 grama de peixe para 1 litro de &gua. Todos o0s
exemplares de R. quelen eram juvenis, apresentando peso médio de 1,5 g (+ 0,7),
comprimento total de 5,9 cm (x 0,8) e comprimento padréo de 4,8 cm (x 0,6).

Os aquérios, experimentais e controle, tiveram as mesmas condi¢des
abidticas da aclimatagdo, com excecgédo dos filtros de aeragdo que continham fibra
acrilica. Esses foram substituidos por pedras porosas conectadas em mangueiras
de aeragéo, para evitar que o contaminante fosse absorvido pela fibra.

O contaminante foi administrado via hidrica sendo gotejado nos aquarios

experimentais na superficie proxima ao aerador para que o mesmo se espalhasse
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por todo o aquério. A contaminacéo foi realizada em horario pré-estabelecido, as
09:00 horas.

A determinacg&o da dose subletal foi feita através de um bioensaio estatico,
isto é, na auséncia de fluxo continuo da agua com o toxico. Variaveis como o pH,
a temperatura e o oxigénio dissolvido, foram medidas e registradas a cada 24
horas, até o término do teste (ABNT, 1993; CETESB, 1990; IAP, 1997). O pH da
agua foi de 7,6 (+ 0,4), a temperatura de 27°C (x 0,3) e oxigénio dissolvido em 6,2
mg/L (£ 0,6). O fotoperiodo foi de 14 horas luz/ 10 horas escuro.

O experimento de determinacdo da dose subletal de Folidol® 600 foi feito

em triplicata e pode ser visualizado na Fig. 4.

Figura 4 - Delineamento Experimental da Determinacéo de uma Dose Subletal de Folidol® 600
para Rhamdia quelen.

Aquario de Aclimatizacao Aquario de Aclimatizacao
T=27°C(x1) pH=73 (= T=27°C(*1) pH=73(*
0,5) 0,5)
O, dissolvido=5,1 mg/L (= 0,6) O, dissolvido=5,1 mg/L (x 0,6)
Fotoperiodo = 14 horas luz/ 10 Fotoperiodo = 14 horas luz/ 10
horas escuro horas escuro
Aquario Controle 10 peixes 10 peixes _
10 peixes 0,04 mL/L de Folidol® 0,03 mL/L de Folidol
® 600
600
0,02mL/L de Folidol ® 0,01mL/L de Folidol ®

600 600




20
3.3. Testes de Toxicidade

Apos o periodo de aclimatagdo, grupos de 10 animais foram submetidos
aos testes de toxicidade para o estudo morfolégico das branquias de R.quelen.
Foi estabelecida a relacdo de 1 grama de peixe para 1 litro de agua. Os animais
utilizados apresentaram peso de 1,2 g (x 0,4), comprimento total de 5,4 cm (x 0,6)
e comprimento padrédo de 4,3 cm (x 0,5). Com base na determinagdo da dose
subletal e considerando que a dose subletal de um agente tdxico é aquela que
ndo causa mortalidade para os organismos teste, R. quelen foi submetida
experimentalmente a dose de 0,01 mL/L de Folidol® 600. Nesta dose, ocorreu
100% de sobrevivéncia dos individuos em 96 horas de exposi¢do. Os animais
pertencentes ao grupo controle permaneceram neste mesmo periodo e nas
mesmas condigbes abidticas que os experimentais, exceto pela auséncia de
Folidol® 600.

O teste agudo foi feito através de um bioensaio estatico (ABNT, 1993;
CETESB, 1990; IAP, 1997) durante um periodo de 96 horas. Todos os aquarios
foram contaminados por via hidrica. A contaminacao foi realizada em horario pré-
estabelecido, as 09:00 horas.

Os aquarios experimentais foram acondicionados em capela de exaustdo
de gases, enquanto que 0s aquérios controle permaneceram fora da capela.
Tanto os animais experimentais quanto os animais controle foram alimentados
uma vez ao dia com 0 mesmo tipo de ragéo oferecida durante a aclimatagao.

As condi¢Bes abioticas foram constantes, controladas a cada 24 horas até
o término do teste (ABNT, 1993; CETESB, 1990;IAP, 1997), sendo a temperatura
de 270C (£ 1), o pH de 7,3 (x 0,5) e o oxigénio dissolvido de 5,2 mg/L (£ 0,6). O
fotoperiodo foi de 14 horas luz / 10 horas escuro.

Apo6s a contaminacdo com o poluente, cinco individuos controle e dez
experimentais foram sacrificados seguindo os tempos de 1h, 2h, 4h, 8 h, 12h, 24
h, 48 h, 72 h e 96 h de exposicdo ao Folidol® 600, sendo as branquias retiradas.

As bréanquias seguiram o processamento de rotina para microscopia de luz.
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3.4. Processamento Histologico — Microscopia de Luz

Apé6s fixacdo, em ALFAC, as branquias seguiram o processamento
histologico para microscopia de luz. As pecas foram desidratadas em séries
alcodlicas crescentes, diafanizadas em xileno, impregnadas e incluidas em
Paraplast Plus®.

A trimagem ocorreu em um micrétomo para parafina marca Leica RM
2145 e a distenséo dos cortes em laminas de vidro contendo uma fina camada de
albumina de Mayer 1% e &gua destilada. Em seguida, as laminas foram coradas
com Hematoxilina e Eosina. O meio de montagem utilizado foi o Polymount®
(Sigma). As laminas permanentes foram previamente selecionadas em
microscopio de luz Micromaster e posteriormente analisadas e fotografadas em

Fotomicroscépio Olympus PM AD.
Figura 5 - Fluxograma do processamento de microscopia de luz (FONTE: Tartati, 2008).
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3.5. Alteracdes Histoldgicas Analisadas

Para as branquias, as seguintes alteragdes morfolégicas foram analisadas:
descolamento do epitélio respiratério ou edema, proliferagcdo celular ou hiperplasia
do epitélio interlamelar (fusdo das lamelas respiratdrias), aneurisma ou congestao
sanglinea. As alterac6es branquiais foram identificadas segundo MALLAT (1985)
e FANTA et al. (2003).

3.6. Andlise dos Resultados

As alterag6es histopatologicas observadas nas branquias foram avaliadas
de acordo com o método descrito por BERNET et al. (1999). As alteragcbes
consideradas e seus respectivos fatores de importancia estdo listados na Tabela
1. De acordo com o grau de ocorréncia, foram atribuidos valores de 0 a 6 para as
alteragdes observadas, sendo: 0 = inalterado, 2 = ocorréncia ocasional, 4 =
ocorréncia moderada e 6 = ocorréncia severa (lesdo difusa). Os valores
intermediarios também foram considerados. Usando os fatores de importancia e a
pontuacéo atribuida, os indices das Branquias (ls) foram calculados de acordo

com a seguinte equacgéo:

I =22(axw)

pr alt

onde, pr = padréo de reacgdo, alt = alteracdo, a = pontuac¢do atribuida a alteracao,
e w = fator de importancia. Estes indices representam o grau de injuria do 6rgéo,
sendo que um indice de lesdo com valor elevado representa alto grau de injdria

do 6rgéo.

Tabela 1 - Exemplos de fatores de importancia utilizados no célculo do indice de lesGes segundo
bernet et al. (1999).

Orgéo Lesao Fator de importancia
Branquias  Descolamento do epitélio 1

Aneurisma 1

Hiperplasia 2

Fusdo de lamelas secundarias 2
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4. RESULTADOS
4.1. Determinagdo de uma Dose Subletal de Folidol® 600 para Rhamdia
guelen

Os resultados da determinagédo de uma dose subletal de Folidol® 600
para juvenis de Rhamdia quelen podem ser observados na Tabela 2. Vale
ressaltar que os testes tiveram a duracéo de 96 horas.

Com base nos resultados obtidos, a dose de 0,01mL/L de Folidol® 600
correspondendo a 6mg/L do principio ativo Paration metilico, foi considerada
subletal, sendo escolhida para o experimento agudo, visando a andlise histologica
do tecido branquial. Os animais dos grupos controle, que ndo receberam o
contaminante, permaneceram dentro dos padrdes normais de sobrevivéncia
durante todo o periodo experimental (MELO & FANTA, 2004).

Tabela 2 - NUmero de peixes mortos correspondente a concentracdo de Folidol® 600
administrada durante a determinacéo de sua dose subletal para juvenis de Rhamdia quelen

Concentragéo de N°inicial de peixes N° de peixes mortos por periodo de
Folidol ® 600 em mL/L observacgao (horas)
24 48 72 96

0,04 10 10 - - -
0,03 10 10 - - -
0,02 10 10 - - -
0,01 10 0 0 0 0
Controle 10 0 0 0 0
0,01 —repeticdo 1 10 0 0 0 0
0,01 - repeticao 2 10 0 0 0 0
Controle- repeticao 1 10 0 0 0 0
Controle — repeticao 2 10 0 0 0 0

Fonte: Melo e Fanta, 2004

4.2. Descricdo Histolégica da Estrutura Branquial de Animais Controle

A observac@o macroscépica das branquias de juvenis de Rhamdia quelen
mostrou que as mesmas sdo formadas por quatro pares de arcos branquiais,
localizados em cada faringe, conforme descrito para outras espécies de
tele6steos. A estrutura branquial consiste de trés componentes: 0s arcos
branquiais, as lamelas primarias (ou filamentos) e as lamelas secundérias. Os

arcos branquiais atuam como suporte das lamelas priméarias (Fig. 6A) as quais
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sustentam as lamelas secundarias (Fig. 6A), e estas sdo os locais onde ocorrem
as trocas gasosas.

Revestindo o arco branquial, os filamentos branquiais e as regides
interlamelares, encontram-se o epitélio branquial. Esse epitélio é estratificado e
composto por diversos tipos celulares, incluindo as células pavimentosas, as
células secretoras de muco e as células de cloreto (Fig. 6B). As células do tecido
epitelial mostraram-se achatadas. As células de cloreto e as glandulas mucosas
foram observadas na base da lamela secundéria.

O segundo tipo de epitélio é o chamado epitélio respiratorio, que recobre
as lamelas respiratorias, também chamadas de lamelas secundarias. E
constituido de uma Unica camada de células pavimentosas, através das quais
ocorrem as trocas gasosas entre o sangue e o meio (Fig.6B).

As células secretoras de muco séo geralmente encontradas nos filamentos,
mas o muco pode ser encontrado sobre o epitélio respiratorio. O epitélio
respiratorio estd apoiado sobre uma lamina basal e esta sobre um grupo de
células chamadas células pilares (Fig. 6B). O arranjo destas células permite a
formacdo de canais por onde circula o sangue. Tais canais ndo sao endotélios
verdadeiros, pois ndo sdo revestidos por epitélio. Sdo unicamente formados pelos
prolongamentos citoplasméticos das células pilares.

Nas branquias dos animais controle foram observadas também algumas
alteragcbes histopatoldgicas, que podem ser analisadas na Tabela 3, sendo
descritas a seguir.

Todos os peixes considerados como controle apresentaram a alteracao
descolamento epitelial. A hiperplasia, o aneurisma e a fusdo de lamelas
secundéarias também foram evidenciados em peixes do grupo controle. A
descricdo detalhada das mesmas foi realizada nas alteragbes patologicas

observadas nos animais experimentais.

Figura 6 - Organizacao estrutural das branquias de Rhamdia quelen controle. A - corte longitudinal
mostrando as lamelas primarias (LP) e as lamelas secundarias (LS) —» indica lamela secundaria
sem alteracdo histopatolégica. Microscopia de luz. Aumento: 40x. Coloracédo: H.E. B — observar
lamela primaria (LP), lamelas secundarias (LS), célula epitelial (EP), célula mucosa (MU), célula
de cloreto (CC) e célula pilar (PI). Microscopia de luz. Aumento: 40x. Coloragdo: H.E.Tempo de
coleta— 4h.
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Tabela 3 — Porcentagem de lesdes histopatoldgicas encontradas em juvenis de rhamdia quelen do
grupo controle nos diferentes tempos de coleta.

Tempo de N o de % de % de % de % de

- individuos descolamento X . . =

exposicao o hiperplasia aneurisma fuséo
controle epitelial

1h 3 100 33 66 33

2h 3 100 33 66 0

4h 2 100 0 0 0

8h 2 100 0 0 0

12 h 2 100 0 50 0

24 h 3 100 0 33 0

48 h 3 100 0 0 0

72 h 3 100 0 33 0

96 h 3 100 0 0 0

Figura 7 - Porcentagem de altera¢Ges histopatologicas encontradas nas branquias dos juvenis de
Rhamdia quelen dos grupos controle, nos diferentes tempos de coleta.

96 h
72 h
48 h
M Fuséo de lamelas
24 h secundarias
12 h Hiperplasia
8 h B Aneurisma
4 h m Descolamento epitelial
2h
1h
T T
0 50 100 150

4.3. Descricdo Histolégica da Estrutura Branquial de Animais Experimentais

Analisando as branquias dos animais experimentais submetidos & dose de
0,01mL/L do organofosforado Folidol® 600 podemos observar as seguintes
histopatologias que estdo descritas, de forma qualitativa abaixo, e podem ser
visualizadas nas Figuras 11, 12, 13 e 14.

e Descolamento do Epitélio Respiratério ou Edema: E caracterizado pelo

descolamento de células epiteliais na lamela secundaria. Corresponde a

uma alteracdo caracterizada pela elevacdo de uma lamina continua do
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epitélio lamelar para longe do sistema de células pilares, aumentando

assim a distancia entre o meio externo e o sangue.

e Aneurisma ou Congestdo Sanguinea: Ocorre o aumento do volume de
sangue em uma regido por intensificacdo do aporte sangiiineo ou pela
diminuicdo do escoamento venoso. Quando ha lesdo das células pilares,

esta congestdo é seguida de uma dilatacdo do espa¢o sanguineo.

e Proliferagdo Celular ou Hiperplasia do Epitélio Interlamelar: A hiperplasia
observada € uma alteracdo que ocorre entre as lamelas secundarias
havendo o aumento do nimero de células devido a multiplicacdo celular.
Neste trabalho, em muitos casos foi evidenciada a fusdo entre duas ou

mais lamelas secundérias decorrente desta multiplicagdo celular.

e Fusdo das lamelas secundarias: E determinada pela reducdo na area
respiratoria total das branquias, resultando na diminuigcdo da capacidade de
captacdo de oxigénio pelas branquias do peixe. As éareas de fuséo de
lamelas estdo frequentemente associadas com hipertrofia e proliferacdo de

células mucosas.

Na Tabela 4 temos a porcentagem de alteragbes histopatoldgicas
branquiais observadas nos diferentes tempos de exposi¢céo ao Folidol® 600, na
dose de 0,01mL/L deste organofosforado.

O descolamento epitelial foi & alterag@o histopatoldégica mais frequente,
estando presente em todos os tempos de exposi¢céo ao Folidol® 600 aos quais 0s
peixes foram submetidos. O aneurisma, segunda lesdo com maior nimero de
ocorréncias, apareceu em todos os tempos de exposigdo, com maior ou menor
intensidade. No tempo de 2 horas foi observado o maior nimero de aneurismas
(80%) enquanto que no tempo 48 horas de exposicdo a menor porcentagem de
aneurisma foi encontrada (20%).

As alteracdes histopatoldgicas caracterizadas como hiperplasia e fusdo de
lamelas secundarias ndo foram evidenciadas no tempo de 24 horas de exposi¢édo

ao organofosforado Folidol® 600. A fus@o de lamelas secundarias foi a alteracéo
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gue se mostrou com menor nimero de ocorréncias, sendo que esta ocorréncia

sempre esteve associada a existéncia de hiperplasia.

Tabela 4 — Porcentagem de lesdes histopatoldgicas encontradas em juvenis de Rhamdia quelen.
nos diferentes tempos de exposicao ao folidol ®.600.

Tempo . o =
de l(;lgmero (I)D/Oeigolamento % de sl d/oe deIaI:nu:Izg
Xposicdo i jividuos do epitélio Aneurisma [ Hiperplasias .. jarias
Th 10 100 70 40 30

2h 10 100 80 40 30

4h 10 100 60 10 10

8h 10 100 60 40 40

12 h 10 100 40 30 20

24 h 10 100 40 0 0

48h 10 100 20 20 10

72h 10 100 60 20 10

96 h 10 100 50 30 30

Figura 8 — Porcentagem de alteracBes histopatoldgicas observadas nos juvenis de Rhamdia
guelen expostos a concentracdo de 0,01mL/L de Folidol® 600 apés os testes de 1h, 2h,4h, 8h, 12
h, 24h, 48h, 72h e 96h de exposicéo.

96 h
72h
48 h
24 h
12h

8h
4 h
2h
1h

60 80 100

120

B Fuséo de lamelas
secundarias
Hiperplasia

B Aneurisma

m Descolamento epitelial




29

A figura 9 relaciona o nimero de individuos que apresentaram lesdes

branquiais nos tempos de exposi¢ao ao Folidol® 600.

Figura 9 - Nimero de individuos juvenis de Rhamdia quelen afetados por tipo de leséo apds

exposicdo ao Folidol® 600 nos testes de 1h, 2h,4h, 8h, 12 h, 24h, 48h, 72h e 96h de exposicéo.

1

No. de individuos
O =MNWREGOON®OO

8
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12
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OFuséo Lamelas Secundarias

L

48
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Na Tabela 5 temos o numero de individuos que sofreram les6es nas

branquias e o tipo de lesdo, nos tempos de exposi¢ao ao Folidol® 600.

Tabela 5: Ocorréncia de lesfes em branquias de Rhamdia quelen por tempo de exposicdo ao
Ffolidol® 600. Estdo indicados o “n” (entre parénteses) e o nimero de individuos com a lesdo

(Exp. = experimento)

Tempo
de
exposicao

1lh
2h
4 h
8h
12 h
24 h
48 h
72 h
96 h

Descolamento

Controle Exp.

do epitélio
Exp.

10(10) 3(3)
10(10) 3(3)
10(10) 2(2)
10(10) 2(2)
10(10) 2(2)
10(10) 2(2)
10(10) 2(2)
10(10) 3(3)
10(10) 3(3)

7(10)
8(10)
6(10)
6(10)
4(10)
4(10)
2(10)
6(10)
5(10)

Aneurisma

Controle

2(3)
2(3)
0(2)
0(2)
1(2)
1(2)
0(2)
1(3)
0(3)

Hiperplasia

Exp.

4(10)
4(10)
1(10)
4(10)
3(10)
0(10)
2(10)
2(10)
3(10)

Controle

1(3)
1(3)
0(2)
0(2)
0(2)
0(2)
0(2)
0(3)
0@3)

Fusao de lamelas
secundarias

Exp.

3(10)
3(10)
1(10)
4(10)
2(10)
0(10)
1(10)
1(10)
3(10)

Controle

1(3)
0(3)
0(2)
0(2)
0(2)
0(2)
0(2)
0(3)
0@3)

4.4. indice de Lesdo

Levando-se em consideracdo as alteragdes histopatoldgicas observadas

nos tecidos branquiais, sendo que valores diferentes foram atribuidos de acordo
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com a intensidade da lesdao, foram obtidos os seguintes indices de lesao
conforme BERNET et al. (1999).

Tabela 6: indice de Bernet. Valores médios, maximos e minimos para cada hora de exposicéo e
seguida de sua situagdo controle.

Tempo de Exposicéo Média Max Min n
1 hora 11.77 30 1 10
Controle 10.67 25 1 3
2 horas 11.40 30 1 10
Controle 5.67 9 4 3
4 horas 6.70 25 3 10
Controle 2.00 2 2 2
8 horas 12.20 30 2 10
Controle 2.00 2 2 2
12 horas 8.00 20 1 10
Controle 3.00 4 2 2
24 horas 4.90 8 2 10
Controle 3.00 4 2 2
48 horas 5.50 25 1 10
Controle 1.50 2 1 2
72 horas 9.18 30 3 10
Controle 3.67 6 2 3
96 horas 9.40 25 2 10
Controle 2.00 2 2 3

Figura 10 - Valores médios para indice de Bernet (colunas em cinza) aplicados por tempo de
exposicdo e seu respectivo controle (colunas em preto). NUmero de individuos por teste
apresentado na tabela 5.

14
12 u

10

indice de Bernet

2 |
0 . -

1h 2h 4h 8h 12h 24h 28h 72h 96h
Tempo de Exposicao

O indice de lesdo assemelha-se bastante entre 0s peixes nas primeiras
horas de exposicéo ao Folidol® 600, sendo que no tempo de 8 horas ele alcanca

a maior media (12,20).
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Nos tempos de 24 e 48 horas, as médias sao bem préximas, assim como
se assemelham as médias entre os tempos de 72 horas e 96 horas.

Ja entre os individuos do grupo controle, a maior média (10,67) foi
encontrada no tempo de 1 hora.

O grupo experimental que apresentou a menor média do indice de Bernet
foi o de 24 horas (4,90). O menor valor madximo do indice foi encontrado também
nesse grupo experimental, sendo esse indice igual a 8.

Um indice de lesdo com valor elevado representa alto grau de injaria do
orgao.

Figura 11 - A - organizacdo estrutural das branquias de Rhamdia quelen exposto ao
organofosforado Folidol — 1 h. Observar lamelas secundarias com descolamento epitelial (=9).
B - organizacao estrutural das branquias de Rhamdia quelen exposto ao organofosforado Folidol —

2h. Observar lamelas secundarias com descolamento epitelial (= ).
Microscopia de luz. Aumento 40x. Coloragédo: H.E.
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Figura 12 — A - organizacdo estrutural das branquias de Rhamdia quelen exposto ao

organofosforado Folidol — 8h. Observar fusdo das lamelas secundérias e hiperplasia(" ).

B - organizacdo estrutural das branquias de Rhamdia quelen exposto ao organofosforado
Folidol — 96h. Observar fuséo das lamelas secundarias e hiperplasia (").

Microscopia de luz. Aumento 40x. Coloragdo: H.E.
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Figura 13 — A - organizacao estrutural das branquias de Rhamdia quelen exposto ao
organofosforado Folidol — 12h. Observar hiperplasia das lamelas secundarias. (— )
B - organizacgao estrutural das branquias de Rhamdia quelen exposto ao organofosforado

Folidol — 48h. Observar hiperplasia das lamelas secundarias. (— ).
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Figura 14 - Organizacgdo estrutural das branquias de Rhamdia quelen exposto ao organofosforado
Folidol — 72h. Observar a presenca de aneurismas nas lamelas secundérias. (— ). Microscopia
de luz. Aumento 40x. Colorag&o: H.E.
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5. DISCUSSAO

A intensificacdo das atividades de pecuaria e agricultura tem contribuido
para o aumento da utilizacdo de agrotdxicos. Estes evitam as perdas que
poderiam ser causadas pelas pragas nas produgdes de alimentos. Uma vez
aplicados, os agrotoxicos podem contaminar os componentes bidticos e abidticos,
como as plantas, o solo, a rede hidrogréfica local e atingir organismos néo alvo,
tais como os peixes e outros (MATAQUEIRO & MACHADO-NETO, 2002).

Para o0 presente estudo, procurou-se utilizar um organofosforado
empregado rotineiramente na agricultura do estado do Paran, o Folidol® 600 que
possui o Paration Metilico como principio ativo. E considerado um produto
extremamente toxico pela empresa formuladora. A espécie de peixe estudada,
Rhamdia quelen apresentou-se como um 6timo organismo experimental, devido a
facilidade de obtenc&o e de manutencdo em condigcbes laboratoriais e por ser
uma espécie nativa de grande interesse comercial e muito abundante nos rios do
Parana. (MELO & FANTA, 2004).

As branquias foram os 6rgdos escolhidos para esse estudo porque estédo
em contato intimo com a agua, estando sujeitas a acao de poluentes. As lesbes
causadas por esses poluentes no tecido branquial afetam as funcdes fisiolégicas
do individuo como um todo. Adaptacdes morfofuncionais, selecionadas ao longo
da evolucdo, foram necessérias para que 0s peixes obtivessem sucesso nho
povoamento de ambientes aquéticos tdo diversos. Nesse contexto adaptativo, as
branquias dos peixes exercem papéis vitais, visto que, além de ser o principal
sitio de trocas gasosas, também estdo envolvidas nos processos de
osmorregulagéo, equilibrio 4cido-basico, excrecdo de compostos nitrogenados e
gustacdo. Tendo em vista a necessidade dos animais aquaticos exporem ao
ambiente grandes areas de um tecido delicado, como as branquias, estas podem
servir como indicadores da qualidade da 4gua (MACHADO, 1999).

A histologia se revelou uma 6tima forma de se avaliar as alteracfes
morfolégicas nas branquias dos peixes. Representa um instrumento Util para se
avaliar o quéo intenso foram os danos causados pela exposi¢céo ao Folidol® 600.
LesBes histopatologicas tém sido freqientemente descritas como importantes

ferramentas em estudos de biomonitoramento devido a facilidade de interpretagcéo
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tanto em situagbes de exposi¢do aguda quanto cronica (OLIVEIRA RIBEIRO et
al., 2005). A presenca de lesdes nas branquias de peixes pode ser interpretada
como resultado de efeitos agudos de xenobiontes (ZODROW et al. 2004).

Dentre as alteracdes observadas, o descolamento epitelial foi & alteragédo
histopatoldégica mais freqlente, estando presente em todos os tempos de
exposi¢do ao Folidol® 600 ao quais os peixes foram submetidos. Nos individuos
do grupo controle essa lesdo também apareceu em todos os peixes. O
descolamento epitelial é caracterizado pelo descolamento de células epiteliais na
lamela secundaria.

Quando observamos o descolamento do epitélio respiratério ou edema hé
separagdo entre o espago sangliineo e o epitélio que o recobre devido a uma
infiltracdo de liquido originario do sangue apés aumento de permeabilidade na
parede dos vasos ou distarbio circulatorio local. Esta alteragdo causa necrose das
células epiteliais e quando é intensa pode ter efeitos fisiolégicos como uma letal
disfuncao respiratoria e osmorregulatéria (MALLAT 1985, FERGUNSON 1995). O
descolamento de epitélio observado neste estudo também foi relatado por
ARELLANO et al. (1999) e FANTA et al. (2003) em peixes expostos a cobre e
organofosforados, respectivamente. Neste trabalho, o descolamento do epitélio
branquial nédo reflete acdes especificas do agente, isto &, do Folidol® 600, mas
sim, uma resposta fisioldgica do peixe ao ambiente em que se encontra. Esta
resposta pode ser regulada por fatores internos as branquias ou ser parte de uma
resposta sistémica ao estresse (MALLAT, 1985). Além disso, essa alteracdo foi
observada em todos os animais,tanto nos do grupo controle quanto nos do grupo
experimental. Sendo assim, esse fato pode refletir ainda alguma falha
metodoldgica.

A hiperplasia, outra das lesdes observadas, das células epiteliais € uma
alteracdo que ocorre entre as lamelas secundérias e pode levar a fusdo entre
duas ou mais lamelas secundarias. Segundo FANTA E MACHADO (2003) a
proliferacdo celular entre as lamelas secundarias diminui a &rea superficial e
dificulta as trocas gasosas. A hiperplasia também foi descrita por FANTA et al
(2003) nas branquias de Corydoras paleatus exposto ao Folidol® 600. Na
presenca do organofosforado Diazinon, DUTTA et al (1993) relata que esse

mesmo tipo de lesdo afetou o tecido epitelial dos peixes.
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A fus@o das lamelas secundarias determina uma reducdo na area

respiratoria total das branquias, resultando na diminuicdo da capacidade de
captacdo de oxigénio pelas branquias do peixe (OJHA et al., 1989). As &reas de
fusédo de lamelas estdo freqientemente associadas com hipertrofia e proliferagéo
de células mucosas.
Tanto a hiperplasia quanto a fusdo das lamelas secundarias foram descritas em
estudos envolvendo outros tipos de poluentes ambientais, como o0s metais
pesados. ARELLANO et al (1995) verificou essas alteragbes em branquias de
peixes expostos ao cobre e OLIVEIRA RIBEIRO et al (1996) em peixes expostos
ao mercdrio.

Neste trabalho foi observada uma grande incidéncia de aneurismas tanto
nos animais controle quanto nos experimentais. Para VAN DEL HEUVEL et al
(2000), os aneurismas do tecido branquial provavelmente resultam da morte das
células pilares resultando na perda de integridade estrutural da lamela secundaria
e acumulo de células sanguineas. Isto pode ter ocorrido devido a grande
presenca de descolamentos branquiais observados.

Alteracdes como descolamento de epitélio respiratério, hiperplasia, fusédo
das lamelas secundérias induzidas por agentes irritantes nas lamelas branquiais
nao refletem acdes especificas do agente, mas sim refletem uma resposta
fisiologica do peixe. Esta resposta pode ser regulada por fatores internos as
branquias ou ser parte de uma resposta sistémica ao estresse.

Estas alteragbes nas lamelas branquiais apresentam um efeito comum que
€ 0 aumento da distancia entre a agua e o sangue, distanciando, com isso, 0
agente agressor do sistema de distribuicdo de moléculas do organismo (MALLAT,
1985).

De uma forma geral, estas alterac¢des lesivas acarretam uma diminui¢cdo da
eficiéncia respiratdria, podendo, quando ocorrendo de forma intensa e combinada,
levar a morte do individuo (MALLAT 1985, FERGUNSON 1995).

O indice de lesdo (Bernet) obtido neste trabalho tem como objetivo refletir a
integridade do 6rgéo analisado. Os maiores indices obtidos, isto é, acima de 10.0
ocorreram nas primeiras oito horas de exposi¢cdo ao Folidol® 600 e nos animais
controle correspondendo a uma hora de exposicdo ao organofosforado. Nos

outros tempos de exposicdo temos indices de lesdo menores, sugerindo que
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possa ter ocorrido algum tipo de adaptacao.

6. CONCLUSOES

Neste trabalho, juvenis de Rhamdia quelen foram expostos a bioensaios
envolvendo Folifol® 600, um organofosforado utilizado por agricultores no estado
do Parana. A dose de 0,01mL/L de Folidol® 600 correspondendo a 6mg/L do
principio ativo Paration metilico, foi considerada subletal. A estrutura branquial
dos animais controle bem como o0s experimentais apresentam morfologia
branquial padrdo descrita para outras espécies de peixes teledsteos. Isto €, as
branquiais s@o constituidas pelos arcos branquiais, as lamelas primérias e as
lamelas secundéarias. Tanto nos animais experimentais quanto nos animais
controle, no primeiro caso em maior incidéncia, foram observados alteracdes
branquiais, tais como, o descolamento epitelial, a hiperplasia, o aneurisma e a
fusdo de lamelas secundarias. O indice de Bernet indica que a higidez dos
animais esta comprometida principalmente nas primeiras oito horas de exposicao
ao Folidol® 600. Pode-se finalmente concluir que a morfologia branquial de

Rhamdia quelen foi alterada pela exposi¢do a 0,01mL/L de Folidol® 600.



39

7. REFERENCIAS

AGUIAR, D. C. R. de; HONRADO, H. R. R.; CORREIA, R. B. Intoxicagdo em
peixes por pesticidas utilizados na agricultura. Disponivel em:
<http://www.fmv.utl.pt/democ/sft/sem0001/G24.HTM> Acesso em:
08/06/2007.

ARELLANO, J. M.; STORCH, V.; SARASQUETE, C. Histological changes and
copper accumulation in liver and gills of the Senegales Sole, Solea
senegalensis. Ecotoxicology and Environmental Safety, Orlando, v. 44,
p. 62-72, 1999.

ARIAS,A.R.L.;BUSS,D.F.;ALBUQUERQUE,C.;INACIO,A.F.;FREIRE,M.M.,EGLER
,M.MUGNAI,R.;BAPTISTA,D.F. Utilizac&o de bioindicadores na avaliacdo
de impacto e no monitoramento da contaminag&o de rios e corregos por
agrotoxicos. Ciéncia e Saude Coletiva,12(1).61-72,2007.Disponivel em:
<http://www.scielosp.org/pdf/csc/v12n1/07.pdf >.Acesso em: 03/10/2008.

ASSOCIAQAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS (ABNT). NBR 12714:
Agua — Ensaio de toxicidade aguda com peixes — Parte | — Sistema
estatico. Rio de Janeiro, 1993.

BEGUM, G.; VIJAYARAGHAVAN, S. Carbohydrate metabolism in hepatic tissue
of freshwater catfish Clarias batrachus L. during Dimethoate exposure.
Food and Chemical Toxicology, Oxon, v. 33, n. 5, p. 423-426, 1995.

BERNET, D.; SCHMITD, H.; MEIER, W.; BURKHARDT-HOLM, P.; WAHLI, T.

Histopatholoy in fish: proposal for a protocol to assess aquatic pollution.
Journal of Fish Diseases, Oxford, v. 22, p. 25-34, 1999.

CAPINPIN, E. C. Gill lesions in Nile tilapia Oreocromis fingerlings associated with
acute Malathion poisoning. Philippine Journal of Science, Manila,. v. 123,
n. 4, p. 283-291, 1994.

CAJARAVILLE MP, BEBIANNO JM, BLASCO J, PORTE C, SARASQUETE C,
VIARENGO A. The use of biomarkers to assess the impact of pollution in
coastal environments of the Iberian Peninsula: a practical approach. Sci
Total Environ 2000; 247:295-311

CETESB - COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL,
1990. L5.019-1: AGUA — TESTE DE TOXICIDADE AGUDA COM PEIXES
— PARTE | — SISTEMA ESTATICO, SAO PAULO. CHEREMISINOFF,N.
P.; KING, J. A. Toxic properties of pesticides. New York: arcel Dekker,
1994. 330 p.

CLEMENTS WH. Integrating effects of contaminats across levels of biological
organization. J. Ecosy Stressand Rec 2000; 7:113-116.)

40



COOPER CM. Biological effects of agriculturally derived surface-water pollutants
on aquatic systems — a review. J Environ Qual 1993; 22: 402-408

COUTINHO C.F.B. Pesticidas: Mecanismo de acg&do, degradacdo e toxidez.
Pesticidas: revista de ecotoxicologia e meio ambiente. Curitiba, v. 15,
jan./dez. 2005.Disponivel em:<
http://ojs.c3sl.ufpr.br/ojs2/index.php/pesticidas/article/viewFile/4469/3518>
Acesso em: 14/08/08.

DE SILVA, P. M. C. S.; SAMAYAWARDHENA, L. A. Low concentrations of
lorsban in water result in far reaching behavioral and histological effects in
early life stages in guppy. Ecotoxicology and Environmental Safety,
Orlando, v. 53, p. 248-254, 2002. Environmental Research, section B.

DUTTA, H. M.; ADHIKARI, S.; SINGH, N. K.; ROY, P. K.; MUNSHI, J. S.
D. Histopathological Changes Induced by Malathion in the Liver of a
Freshwater Catfish, Heteropneustes fossilis (Bloch). Bulletin  of
Environmental Contamination and Toxicology, New York, v. 51, p
895-900, 1993.

EVANS,H. D.;PIERMARINI,M. P.; CHOE, P. K. The Multifunctional Fish Gill:
Dominant Site of Gas Exchange, Osmoregulation, Acid-Base Regulation,
and Excretion of Nitrogenous Waste. Physiol Rev 85: 97-177, 2005.
Disponivel —em:<  http://physrev.physiology.org/cgi/content/full/85/1/97
>.Acesso em: 05/09/2008.

FANTA, E. Acdo de poluentes sobre o tecido. In: Heid Sueli Leme dos Santos.
Histologia de peixes. Jaboticabal: FUNEP, 1991. 80p.

FANTA, E. (1995); Influence of background color on the behavior of the fish
Oreochromus niloticus (Cichilidae) — Arquivos de Biologia e tecnologia —
v. 38, p. 1237-1251

FANTA, E.; RIOS, F. S.; VIANNA, A. C. C.; ROMAO, S.; FREIBERGER, S.
Histopathology of the fish Corydoras paleatus contaminated with sublethal
levels of organophosphorus in water, and food. Ecotoxicology and
Environmental Safety, Orlando, v. 54, p. 119-130, 20

FELLENBERG, G. Introdugdo aos problemas da poluicdo ambiental. Sao
Paulo: EPU, 1980. 196 p.

FERGUNSSON,H.W. Systemic pathology of fish. A text and atlas of
comparative tissue responses in diseases of Teleostes. 3. ed. lowa:
University Press, 1995. 263p. 41

GHERARDI-GOLDSTEIN, E.; BERTOLETTI, E.; ZAGATTO, P. A.; ARAUJO, R.
de A.; RAMOS, M. de L. L. de C. Procedimentos para Utilizagcdo de
Testes de Toxicidade no Controle de Efluentes Liquidos. S&o



Paulo: CETESB - COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO
AMBIENTAL, 1990.

GILL, T. S.; PANT, J. C.; PANT, J. Gill, Liver, and Kidney Lesions Associated with
Experimental Exposures to Carbaryl and dimethoate in the Fish (Puntius
conchonius Ham.). Bulletin of Environmental Contamination and
Toxicology, New York, v. 41, p. 71-78, 1988.

GOMES, L. de C.; GOLOMBIESKI,J.l.; GOMES,A. R. C.; BALDISSEROTTO,
B. Biologia do jundia Rhamdia quelen (TELEOSTEI, PIMELODIDAE).
Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 30A, p. 179-185, 2000.

GOSS, G. G.; LAURENT, P.; PERRY, S. F. Gill morphology during hyperca
browbulhead (Ictalurus nebulosus): role of choride cells and pavement
cells | base regulation. Journal of Fish Biology, London, v. 45, p. 705-
718, 1994.

GUIMARAES, A. T. B. Efeitos do uso de Trichlorfon em tratamentos
contra parasitoses em psicultura: andlise das taxas de
crescimento, avaliagdo histopatolégica e sua acdo sobre a atividade
da colinesterase em Oreochromis niloticus (Cichlidae, Neopterygii).
51 f. Dissertacdo (Mestrado em Zoologia) — Setor de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2000.

HAGAR, H. H.; FAHMY, A. H. A biochemical, histochemical, and ultrastructural
evaluation of the effect of dimethoate intoxication on rat pancreas.
Toxicology Letters (Shannon), v. 133, p. 161-170, 2002.

HARTL, M. G. J.; HUTCHINSON, S.; HAWKINS, L. E.; ELEDJAM, M. The
biometry of gills of 0O-group European flounder. Journal of Fish Biology,

London, v. 57, p. 1037-1046, 2000.

HINTON, D. E.; BAUMANN, P. C.; GARDNER, G. R.; HAWKINS, W.
E.;HENDRICKS, J. D.; MURCHELAN, R. A. OKIHIRO, M. S.
Biomarkers:Biochemical, Physiological, and histopathological markers of
antropogenic stress. Boca Roton: Lewis Publishers, 1992. p.155-208.

INSTITUTO AMBIENTAL DO PARANA. Manual de métodos para avaliagdo
de toxicidade. Curitiba, 1997.

JOBLING, S. e SUMPTER, J.P. Detergent components in seware effluent are
weakly oestrogenic to fish: an in vitro study using raimbow tout
(Oncorhynchus mykiss) hepatocytes. Aquatic. Toxicol. v. 27, p. 361-372,
1993.

JOHNSON, L.L. STEHR, C.M. OLSON, O.P. MYERS, M.S. PIERCE, S.M.
WIGREN, C.A. McCAIN, B.B. VARANASI, U. Chemical contaminants and
hepatic lesions in winter flounder (Pleuronectes americanus) from the
northeast coast of the United States. Environ. Scienc. Technol. v. 27,
p. 2759-2771, 1993.



42

JOKANOVIC, M. Biotransformation of organophosphorus compounds.

Toxicology, Oxon, v. 166, n. 3, 2001.

LANGENBACH, T., 1999. Nova logica no controle de agrotoxicos. Ciéncia Hoje.

LARINI,

26, 62-64.

L. Toxicologia dos praguicidas. Sao Paulo: Malone, 1999. 230 p.

LAURENT, P. Structure of vertebrate gills. In: Houlihan, D. F.; Rankin, J. C.;

Shuttleworth, T. J. Gills. Cambridge: Cambridge University, p. 25- -61.
1982.MACHADO, M. R. & FANTA, E. Effects of the organophosphorous
methyl parathion on the branchial epithelium of a freshwater fish
Metynnis roosevelti. Brazilian Archives of Biology and Technology
(Curitiba), Curitiba, v. 46, n. 3, p. 361-372, Jun 2003.

MACHADO, M. R. Uso de branquias de peixes como indicadores de qualidade

das aguas. Unopar Cientifica, Londrina, v. 1, n. 1, p. 63-76, 1999.

MACHADO NETO, J.G. Ecotoxicologia de agrotoxicos. Jaboticabal, FUNEP,

1991. 491p.

MALLAT, J. Gill structural changes induced by toxicants and other irritants: a

statistical review. Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciencies
(Ottawa) Ottawa, v. 42, p. 630-648, 1985.

MATAQUEIRO, M.l & MACHADO-NETO, J.G. Toxicidade aguda e subaguda do

MELO,

NEMR,

OJHA,

inseticida methyl parathion no pacu (Piaractus mesopotamicus
HOLMBERG, 1887) 47f. Dissertacdo.(Aquicultura em Aguas Continentais)
— Centro de Aquicultura da Unesp, Campus de Jaboticabal, Universidade
Estadual Paulista, 2002. Disponivel
em:<http://caunesp.unesp.br/Publicacoes/Dissertacoes_Teses/Dissertaco
es/Dissertacao%20Maria%20Isabel%20Mataqueiro.pdf>. Acesso em:
14/08/08.

C. G & FANTA, E.S.E. Efeitos subletais da agdo do organofosforado
Folidol® 600 no figado do peixe de &gua doce Jundia Rhamdia
quelen (Quoy & Gaimard, 1824) : uma andlise histopatoldgica
.97f.Dissertagdo (Biologia Celular e Molecular) — Setor de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2004.

A. E.; ABD-ALLAH, A. M. A. Organochlorine contamination in some
marketable fish in Egypt. Chemosphere, Oxon, v. 54, p. 1401-1406, 2004.

J.; ROOJ, N. C.; MITTAL, A. K.; MUNSHI DATTA, J. S. Lightm . 43
scanning electrn microscopic studies on the effect of biocidal plant sag
the gills of a hill stream fish, Garra lanta (Ham.). Journal of Fish
Biology, London, v. 34, 165-170,1989.



OLIVEIRA RIBEIRO, C. A.; FANTA, E.; TURCATTI, N. M.; CARDOSO, R. J;
CARVALHO, C. S. Lethal effects of inorganic mercury on cells and tissues
of Trichomycterus brasiliensis (Pisces; Siluroidei). Biocell, Mendoza, v.
20, n. 3, p. 171-178, 1996.

OLIVEIRA RIBEIRO, C. A., VOLLAIRE, Y., SANCHEZ-CHARDI, A., ROCHE, H.
Bioaccumulation and the effects of organochlorine pesticides, PAH and
heavy metals in the Eel (Anguilla anguilla) at the Camargue Nature
Reserve, France. Aquatic Toxicology.v. 74, n. 1, p. 53-69. 2005.

POLEKSIC, V., MITROVIC-TUTUNDZIC, V. Fish gills as a monitor of subletal and
chronic effects of pollution. In: Muller, R., Lloyd, R. Sublethal and chronic
effects of pollutants on freshwater fish. Cambrodge: Blacwell Sci.,
1994. P. 339-352.

POUGH, F.H.; JANIS C.M.; HEISER J.B. A Vida dos Vertebrados.Sao Paulo:
Atheneu Ed.,699p.,2003.

RANDALL, D.; BURGGREN, W.; FRENCH, K. Fisiologia animal: Mecanismos e
Adaptacdes.p. 531-581. Rio de Janeiro: Ed. Guanabara Koogan, 2000.

RANKIN, J.C e JENSEN F.B. Fish ecophysiology. London: Chapman e hall,
1993.

RASHED MN. Monitoring of environmental heavy metals in fish from Nasser Lake,
Environ Int 2001; 27(1):27-33)

RICHMONDS, C. R.; DUTTA, H. M. Histopathological changes induced by
malathion in the gills of buegill Lepomis macrochirus. Bulletin of
Environmental Contamination and Toxicology Comparative
Biochemistry and Physiology C Comparative Pharmacology and
Toxicology, New York, v. 43, p. 123-130, 1989.

RODRIGUES, E. L.; FANTA, E. Liver histopathology of fish Brachydanio rerio
Hamilton-Buchman after acute exposure to sublethal levels of the
organophosphorate Dimethoate 500. Revista Brasileira de Zoologia
Curitiba, v. 15, n. 2, p. 441-450,1998.

RODRIGUES, E. de L.; RANZANI-PAIVA, M. J. T.; PACHECO, F. J.; VEIGA, M. L
Histopathologic lesions in the liver of Prochilodus lineatus (Pisces,
Prochilodontidae) exposed to a sublethal concentration of the
organophosphate insecticide Dipterex 500 (Trichlorfon). Acta
Scientiarum, Maringa, v. 23, n. 2, p. 503-505, 2001.

RUDNICKI, C.A.M. Analise qualitativa e quantitativa das histopatologias
causadas pelo organofosforado Azodrin® 400 sobre o tecido
branquial do peixe de &gua doce Piaractus mesopotamicus
(Holmberg, 1887) apGs exposig¢ao subletal . 74f. Dissertacdo ( Biologia



44

Celular e Molecular) — Setor de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal
do Parand, Curitiba, 2004.

SANCHO, E.; FERRANDO, M. D.; GAMON, M.; ANDREU-MOLINER, E.
Organophosphorus diazinon induced toxicity in the fish Anguilla anguilla
L. Comparative Biochemistry and Physiology C Comparative
Pharmacology and Toxicology, New York, v. 103 C, n. 2, 351-356, 1992

SHEPHARD, K.L. Functions for fish mucus. Review in fish biology and
fisheries. v. 4, p. 401-429, 1994.

SCHMIDT - NIELSEN, K. Fisiologia Animal. Adaptacdo e meio ambiente. S&o
Paulo: Livraria Santos Ed.,p. 299-352,1996.

STENTIFORD, G. D.; LONGSHAW, M.; LYONS, B. P.; JONES, G.; GREEN, M.
FEIST, S. W. Histpathological biomarkers in estuarine fish especies for the
assessment of biological effects of contaminants. Marine Environmental
Research, Oxon, v. 55, p. 137-159, 2003.

SILVA, H. C.; MEDINA, H. S. G.; FANTA, E.; BACILA, M. Sub-lethal effects of the
organophosphate Folidol 600 (Methyl parathion) on Callichthys
callichthys (Pisces: Teleostei). Comparative Pharmacology and
Toxicology, Oxford, v. 105C, n. 2, p.197-201, 1993.

SOGORB, M. A., VILANOVA, E. Enzymes involved in the detoxification of
organophosphorus, carbamate and pyrethroid inseticides through
hydrolysis. Toxicology Letters (Shannon), v. 128, p. 215-228, 2002.

TARTARI, E. Andlise histopatoldgica da ictiofauna existente no rio Azambuja
— bacia hidrografica do rio Tubardo — municipio de Pedras
grandes/Sc. 61f. Monografia Programa de Pds Graduagdo Lato Sensu
em Biologia Celular e Tecidual, Departamento de Biologia Celular, Setor
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2008. 1
CD —ROM.

TAVARES-DIAS, M; MELO, J,F,B; MORAES, G; MORAES, F,R. Caracteristicas
hematoldgicas de teledsteos brasileiros. IV. Varidveis do jundia Rhamdia
guelen (Pimelodidae). Ciéncia Rural, Santa Maria, v.32, n.4, p.693-698,
2002.

VARO, |; SERRANO, PITARCH, E.; AMAT, F.; LOPEZF. J.; NAVARRO,J.
C.Toxicity and bioconcentration of Chorpyrifos in aquatic organisms:
Artemia parthenogenetica (Crustacea), Gambusia affinis, and Aphanius
iberus (Pisces). Bulletin of Environmental Contamination and
Toxicology, New York, v. 65, p. 623-630, 2000.



45

VAN DEN HEUVEL, M. R.; POWER, M.; RICHARDS, J. MacKINNON, M.; DIXON,
D. G. Disease and gill lesions in Yellon Pech (Perca flavescens) exposed
to oil sands mining-Associated waters. Ecotoxocology and
Environmental Safety, Orlando, v. 46, p. 334-341, 2000.

WARE, G. W. Fundamentals of Pesticides. 3. ed. Fresmo: Thomson, 1991. 307
p.

ZODROW, J. M., STEGEMAN, J. J., TANGUAY, R. L. Histological analysis of
acute toxicity of 2,3,7,8-tetrachlorobibenzo-p-dioxin (TCDD) in zebrafish.
Aquatic Toxicology. v. 66, p. 25-38. 2004.



