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RESUMO

A poluigdo por mercurio e aguas acidas tem sido reconhecida em muitas areas do
mundo por interferir na saide dos organismos. Assim sendo este trabalho tem por objetivo
investigar os efeitos da interagdo de mercurio inorganico e agua acidificada em um peixe
nativo.

Exemplares do peixe Metynnis roosevelti foram expostos aos agentes tOXicos
mercurio inorganico (0,1 mgHg/L), agua acidificada com acido sulfurico em pH 50 e a
estes em conjunto, permanecendo em 2, 4, 8, 24, 48 e 96 horas em exposi¢do. Os animais
tiveram os tecidos branquial e hepatico retirados e fixados para sérem estudados através de
microscopia optica e eletronica de varredura.

As histopatologias observadas no tecido branquial sob o efeito de agua acidificada,
mercurio e mercurio em agua acidificada foram: enrugamento epitelial, nucleos picnoticos,
degeneragdo celular, células com formatos irregulares, constricgdo dos espagos sangiiineos,
granulos eosinofilicos, hiperplasia,diminuigdo das microssaliéncias das células epiteliais das
lamelas primarias e ruptura epitelial. As histopatologias separagdo do epitélio lamelar e
congestdo sangiiinea foram observadas em exposi¢do ao mercirio e mercirio em agua
acidificada. As histopatologias hepaticas foram: vacuolizagdo citoplasmatica, degeneragio
celular, necrose celular, inchago celular, granulos eosinofilicos nas hemacias e grinulos
amarelo-marrons nos hepatocitos.

A intensidade das histopatologias observadas foi mais intensa na exposi¢do do peixe
Metynnis roosevelti a0 mercurio inorganico em agua acidificada. Desta forma pode-se
concluir que, mesmo todos os agentes toxicos estando em niveis subletais, o efeito do
mercurio foi potencializado em um ambiente acido.
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ABSTRACT

Pollution by mercury and by acid water has been recognised in many places, all over
the world. Both agents cause a weakening of the state of health of different organisms.
Thus, this study has as objective the investigation of the effects of the action of sublethal
levels of acidified water, in a brazilian fish Metynnis roosevelti.

Fish test were made with 0,1 mgHg/L, with acidified water pHS5,0 and with both
toxic agents together. After 2, 4, 8, 24, 48 and 96 hours of exposure, branchiae and liver
were extracted and fixed for optical and scanning electron microscopy.

Some pathological changes observed in the branchiae were common to all tests with
the pollutants: epithelial shrivelling, nuclear picnosis, cellular degeneration, irregular shaped
cells, constriction of blood spaces, eosinophylic grains in the cells, hiperplasia, diminution of
microridges at the surface of epithelial cells of primary lamellae, epithelial rupture. Lifting of
lamellae epithelium and blood congestion were observed after exposure to mercury and
mercury in acidified water.

Pathological changes in the liver were: increased cytoplasm vacuolisation, swelling,
degeneration and necrosis of hepatic cells, eosinophylic grains in the hepatocites.

When Metynnis roosevelti is exposed to mercury in acid water, the pathologies are
more intense. Therefore on can conclude that, even if all agents are present in sublethal

levels, the effect of mercury is potentialized in an acid environment.



1. INTRODUCAO

As aguas continentais constituem biocenoses com inimeros elementos e multiplas
cadeias alimentares que englobam desde microorganismos, bactérias, algas e fungos até
invertebrados e seres superiores. Nestes meios o equilibrio idnico de sais minerais e de
substﬁncias orginicas é complexo e, na maioria das vezes, extremamente fragil. E
exatamente neste meio fragil que vdo agir as substincias toOxicas imprudentemente
espalhadas pelo homem.

Os metais pesados sdo considerados como uma das formas mais nocivas de poluigdo
ambiental (THURBERG e DAWSON, 1974; CHRISTENSEN, 1975; CHRISTENSEN et
al., 1977, KLING e SOARES, 1977, THURBERG e COLLIER, 1977, GLICKSTEIN,
1979, DELAMARRE e TRUCHET, 1984, NEUHOFF e THEEDE, 1984, THOMAS e
WOFFORD, 1984, PELLETIER, 1985, REDDY e CHARI, 1985; JORGENSEN e
HEISINGER, 1987; CUVIN e FURNESS, 1988; REDDY et al., 1988, BOROVYAGIN et
al., 1989; BOUDOU e RIBEYRE, 1989; CYRIAC et al., 1989, MICALLEF e TYLER,
1990, BAATRUP, 1991; CARVALHO e LACERDA, 1992; ARAUJO et al, 1993,
ALLEN, 1994b; Al-SABTI, 1994; GLYNN et al., 1994, OKAMURA e AOYAMA, 1994).
Estes ndo sdo degradaveis e tendem a acumular-se nos organismos vivos causando, desde a
intoxicagdo e o envenenamento, até a dizimagio da biota.

O mercurio é um dos metais pesados que vem causando profundos distirbios
ecologicos (BAKIR et al., 1973; TSUBAKI ¢ IRUKAYAMA, 1977, D’ITRI e D’ITRI,
1978, DELAMARRE e TRUCHET, 1984; BANO e HASAN, 1990, OSKARSSON et al,,
1990; JOHNSTON e SAVAGE, 1991; GUIMARAES, 1992). Sua presenga em aguas,

sedimentos e seres vivos vem sendo detectada, em varios paises, em niveis mais elevados do



que os permitidos por entidades ambientalistas (DIAZ et al, 1994, COOPER, 1983,
HAMMOND, 1971, MORTIMER e KUDO, 1975, EVANS, 1986, TOLLEFSON e
CORDLE, 1986, NORHEIM et al., 1986, HAKANSON et al., 1988; MALM et al., 1990;
LACERDA et al., 1989; GLASS e LEONARD, 1986, LINDESTROM e GRAHN, 1982,
PFEIFFER et al., 1991, BARREGARD, 1993; BIORKLUND et al., 1984; MARTINELLI
et al,, 1988; GLYNN et al., 1994).

A entrada do mercario no ambiente aquatico tem origem natural e, principalmente,
antropogénica. Certas atividades humanas nas industrias, na minerag@o, na agricultura, em
hospitais € nos consultorios odontolégicos (JARDIM, 1983; CAMARA et al, 1990,
BENNETT, 1981; STOCK e JAENSCH, 1983; LOCKWOOD, 1976, ARAUIJO et al.,
1993) vém aumentando a dispersdo do mercirio.

A minerag@o, no Brasil, € a atividade que mais contribui para a polui¢do do ambiente
por mercurio (PFEIFFER e LACERDA, 1988, LACERDA 1990, JARDIM, 1983). Ha
uma estimativa de que a regido Amazodnica é responsavel por cerca de 1% das emissGes
globais totais de mercurio para a atmosfera e 6% das emissdes antropogénicas (PFEIFFER
e LACERDA, 1988). Estimativas recentes sugerem que cerca de 900 a 1.200 toneladas de
merctrio foram langadas na Amazonia Legal na ultima década (LACERDA, 1990).

As formas de mercario encontradas no ambiente e nos organismos sdo
principalmente as de sais inorgdnicos e compostos organicos (JARDIM, 1983,
FAGERSTRON e JERNELOV, 1972; BROSSET, 1987, JOHNSTON e SAVAGE, 1991,
GUIMARAES, 1992; STARY et al., 1980; BAATRUP, 1991).

A capacidade de converter formas inorganicas de mercario em organicas de metil e
dimetilmercurio foi evidenciada em microorganismos da interface sedimento-agua, em
bactérias presentes na flora intestinal e em figado de peixes (JERNELOV e LANN, 1971,

MATSUMURA et al., 1975, RUDD et al, 1980; HANDY e PENRICE, 1993). Esta



capacidade pode alterar-se em condigdes acidas (XUN et al., 1987, RICHMAN et al., 1988;
STEFFAN et al., 1988).

A meia-vida do metilmercurio no peixe Poecilia reticulata foi determinada em
aproximadamente 110(£20) dias (STARY et al., 1980). Para o mercurio inorganico foi
estipulada uma meia-vida de 2 a 5 vezes menor que a do orginico (TOLLEFSON e
CORDLE, 1986).

Muitos autores tém estudado a acumulagio das formas mercuriais em varios tecidos
e orgdos dos peixes (JULSHAMN et al., 1982; PETERSON et al., 1994, PHILIPIS e
BUHLER, 1978; BOSE et al., 1993; OLSON et al. 1975, SINOVCIC et al., 1980,
PASSINO e KRAMER, 1982; PELLETIER e LAROCQUE, 1987, PELLEGRINI e
BARGHIGIANI, 1989; OLIVEIRA RIBEIRO et al, 1995; HIBIYA e OGURI, 1961,
FILENKO et al, 1988, ALLEN, 1994b; HANDY e PENRICE, 1993; SKAK e
BAATRUP, 1993; BAATRUP et al., 1986, BAATRUP e DOVING, 1990, ARAUJO et al,,
1993; TOLLEFSON e CORDLE, 1986, BAATRUP, 1991; WREN et al., 1986).

Verificou-se que varios sdo os fatores que contribuem para a bioacumulagdo do
mercurio, dentre eles: a forma mercurial (AKYAMA, 1970; WOBESER, 1975b;
STUDNIKA, 1984), o tempo de exposigio (McKIM et al., 1976, SHARP e NEFF, 1980),
sua concentragdo na agua (AKYAMA, 1970, WOBESER, 1975a;, STUDNIKA, 1984 ;
MCcKIM et al, 1976, SHARP e NEFF, 1980), a espécie NICOLETTO e HENDRICKS,
1988), o peso corporal e a fase de desenvolvimento (BOETUS, 1960, AKYAMA, 1970,
WOBESER, 1975b; McKIM et al., 1976, COOPER, 1983; SCHOFIELD et al., 1994), a
dieta (AKIELASZEK e HAINES, 1981; PFEIFFER e LACERDA, 1988, HAKANSON,
1980; JERNELOV e LANN, 1971), a taxa metabolica ou a taxa de eliminagdo dos tecidos

(OLSON et al., 1973) e a presenga de gorduras (EYSINK, 1990).



Varios pesquisadores verificaram que o mercirio ndo possui fungdo biologica mas
causa disturbios nas fung¢des fisiologicas e metabolicas do organismo. Seu efeito toxico
reside na forte interagdo com o enxofre de radicais sulfidrila presentes em estruturas
celulares (ALLEN et al, 1988, BAATRUP, 1991, BARGHIGIANI et al., 1989,
NICHOLLS et al., 1989, HEISINGER e WAIT, 1989, THOMAS e WOFFORD, 1984). O
mercario ataca componentes celulares com grupamentos fosfatos e as cisteinas, metioneinas
e histidinas das proteinas causando alteragdes estruturais € inibicdo de enzimas pelo
bloqueamento dos grupos sulfidrilas ou por substituigdo ao zinco. O merctrio também se
liga e afeta a configuragdo de purinas, pirimidinas e 4cidos nucleicos e interfere com a
integridade e propriedades fisicas das membranas celulares (BAATRUP, 1991).

Investigagdes sobre os efeitos toxicos do mercurio em estruturas celulares vém
sendo desenvolvidas sob os mais diferentes aspectos, tais como: a permeabilidade da
membrana (WILKINSON et al., 1993; FARMANFARMAIAN et al., 1988; STINSON e
MALLATT, 1989; BALLATORI et al., 1988), as atividades enzimaticas (ARAUJO et al.,
1993; RAM e JOY, 1988, GILL e PANT, 1981, CHRISTENSEN, 1975; RAM e
SATHYANESAN, 1985, BALLATORI et al., 1988; REDDY et al., 1988, RANA e
SHARNA,1982; NICHOLLS et al, 1989), o comportamento de neurotransmissores
(REDDY e CHARI, 1985), a bioquimica do sangue (CYRIAC et al, 1989,
CHRISTENSEN et al., 1977, AZIZ e SHAKOORI, 1992; ALLEN, 1994a;, CYRIAC et al,,
1989; FLETCHER e WHITE, 1986), as respostas secretorias (VARANASI et al., 1975,
RAM ¢ JOY, 1988, LOCK ¢ VAN-OVERBEEKE, 1981; RAM e SATHYANESAN, 1985;
JOY e KIRUBAGARAN, 1989, KIRUBAGARAN e JOY, 1991 e 1994, CHRISTENSEN,
1975; JORGENSEN e HEISINGER, 1987, SNARSKI e OLSON, 1982) e as respostas
mutagénicas e carcinogénicas (WEIS, 1984; Al-SABTI, 1994; CHRISTENSEN et al,

1977).



Estudos ultraestruturais e histopatologicos decorrentes da agdo mercurial tém sido
realizados em diferentes orgéos como, por exemplo, nas branquiais (HANDY e PENRICE,
1993; KHANGAROT e SOMANI, 1980, PEREIRA, 1988, DAOUST et al, 1984 ;
MALLATT, 1985, WOBESER, 1975a), na pele (BOROVYAGIN et al., 1989, OLIVEIRA
RIBEIRO e TORRES, 1995), no figado (BANO e HASAN, 1990, STUDNICKA, 1984),
no rim (DELAMARRE e¢ TRUCHET, 1984, FLETCHER e WHITE, 1986, BANO e
HASAN, 1990, BAATRUP et al., 1986 ; HANDY e PENRICE, 1993; STUDNICKA,
1984), no intestino, no bago e nas gonadas (BANO e HASAN, 1990), no sistema nervoso
(CHANG e HARTMANN, 1972, KIRUBAGARAN e JOY, 1991) e no tecido muscular
(STUDNICKA, 1984).

A investigagio comportamental tem se baseado na analise de sintomas individuais
como: frequéncia respiratoria, coordenagdo motora e equilibrio (SKAK ¢ BAATRUP,
1993; FILENKO et al, 1988) e em relagdes intraespecificas (HALLER, 1988) e
interespecificas (KANIA e O’HARA, 1974).

Alguns trabalhos tém procurado identificar substincias capazes de reduzir os efeitos
do mercurio no organismo, dentre elas: a cisteina (SPINELLI et al., 1973; JOHNSTON e
SAVAGE, 1991), a vitamina E e os antioxidantes (JOHNSTON e SAVAGE, 1991), a
metalotioneina (WEIS, 1984) e o selénio ( JORGENSEN e HEISINGER, 1987; CUVIN e
FURNESS, 1988; KLING e SOARES, 1977, AL-SABTI, 1994; PELLETIER, 1985). O
selénio tem agdo protetora controvertida ja que ndo foi evidenciada nos trabalhos de
BAATRUP et al. (1986) e PELLETIER (1988).

Diversos fatores tém sido salientados como determinantes do grau de toxicidade do
mercirio nos peixes, tais como: a forma mercurial (WOBESER, 1975b, STUDNIKA,
1984; AKYAMA, 1970) e certas condigdes ambientais como a presen¢a de outros metais

no ambiente (JORGENSEN e HEISINGER, 1987, CUVIN e FURNESS, 1988; KLING e



SOARES, 1977, AL-SABTI, 1994, PELLETIER, 1985, BAATRUP, 1989, PELLETIER,
1988; RODGERS e BEAMISH, 1983), a temperatura (VERMA et al., 1984; BOETUS,
1960), a concentrag¢do de oxigénio dissolvido (VERMA et al., 1984; JACKSON, 1988), a
salinidade (BOETUS, 1960), a concentragdo de carbono organico (McMURTRY et al.,
1989, RICHARDSON et al, 1995, JACKSON, 1988), e a acidez (RODGERS e
BEAMISH, 1983; RICHARDSON et al., 1995; VERMA et al., 1984 ; WAKABAYASHI
et al., 1987, RAMLAL et al., 1985, WREN et al., 1986; VIENER et al., 1990; WREN et
al., 1991, WIENER et al., 1990; DRUMMOND et al., 1974, SPRENGER et al., 1988,
WREN e STOKES, 1988; JENSEN, 1988, HAKANSON, 1980, RICHMAN et al., 1988;
WREN e MacCRIMMON, 1983; BLOOM et al., 1991).

Como referido acima, o comportamento do mercurio e sua toxidez no organismo
animal depende de sua interagdo com fatores ambientais, dentre eles a acidez da agua.

Investigagdes tém comprovado que, nestas duas ultimas décadas, a acidificagdo
ambiental por fontes antropogénicas vém aumentando em paises como os Estados Unidos
(BAKER et al., 1991), os paises escandinavos (SCHOFIELD et al., 1994, WISNIEWSKI e
KEITZ, 1983; GORHAM et al., 1984; LEIVESTAD e MUNIZ, 1976), o Canada
(BEAMISH, 1976, SHAW, 1979), a India e a China (RODHE et al, 1992, GALLOWAY et
al., 1987) e em paises tropicais em desenvolvimento (GALLOWAY e COSBY JR, 1979).
Esse aumento na acidificagdo ambiental pode gerar uma complicagdo adicional se somado a
ag¢do do mercirio nos organismos. Assim, RODGERS e BEAMISH (1983) observaram o
aumento da absor¢do do mercurio por peixes em agua de baixa alcalinidade. WREN e
MacCRIMMON (1983) verificaram o efeito do mercurio na taxa de crescimento de peixes
submetidos ao estresse de aguas acidas. DRUMMOND et al., (1974), estudaram o efeito do

mercurio em aguas acidas na frequéncia de tosse no peixe Salvelinus fontinalis.



As aguas naturais podem ser acidificadas quando, na atmosfera, substancias como
oxidos de enxofre e nitrogénio, liberados de usinas siderurgicas, escapamentos de
automoveis, fumagas domésticas, atividades vulcanicas, entre outros, combinam-se com
moléculas de agua, precipitando na forma de chuvas e neves acidas. Além disso, ha ainda
uma contribuigdo por parte de efluentes industriais, das queimadas e da acidificagdo por
processos naturais (WALKER et al., 1988; RODHE, 1989).

Animais frequentemente atingidos por esse problema sdo os peixes. O "European
Inland Fisheries Adivisory Commission" determinou como limite seguro para a
sobrevivéncia de peixes em geral um pH entre 5 e 9 (DOUDOROFF e KATZ, 1950).

No ambiente aquatico tem ocorrido indices além desses extremos, aos quais varias
espécies foram submetidas, respondendo com diferentes graus de tolerancia (DAYE e
GARSIDE, 1975; DIVELY et al., 1977, FREDA ¢ McDONALD, 1988, SCHOFIELD,
1994, ERIKSSON, 1994, PETERSON et al, 1989, BEAMISH, 1974, LIEN, 1994;
GRAHAM ¢ WOOD, 1981; DUNSON et al., 1977, MURTHY et al., 1981a,b). Dentre elas
podemos citar a espécie Micropterus dolomieui_(HILL et al., 1988) com limite inferior de
tolerdncia letal em pH 5,5, e 0 Gymnocorymbus ternetzi (KAWALL, 1993) em pH 2,6.

Varias pesquisas buscaram caracterizar os efeitos das aguas acidas sob diferentes
aspectos, tais como: na fisiologia da respiragdo (PLAYLE e WOOD, 1989, WIEBE et al.,
1984; McDONALD, 1983; WALKER, et al., 1988; MURTHY et al., 1981a,b, LIN e
RANDALL, 1990, HARGIS, 1976, FROMM, 1980; HEISLER, 1982; BUTLER et al,,
1992); na bioquimica do sangue (LIEN, 1994; PACKER e DUNSON, 1969, DIVELY, et
al., 1977, RASK e VIRTANEN, 1986, NEVILLE, 1979, SALAMA e NIKINMAA, 1988,
GOSS e WOOD, 1988, THOMAS e HUGHES, 1982), na regulagdo id6nica (BEAMISH,
1976, LEIVESTAD e MUNIZ, 1976, LOCKHART e LUTZ, 1977, AVELLAR, 1990,

BATTRAM, 1988; SHEPHARD, 1992; WALSH et al., 1988; HOBE, 1987, PACKER e



DUNSON, 1969), nas respostas endocrinas (TAM et al., 1988; WHITEHEAD e BROWN,
1989; HONTELA et al., 1989), no metabolismo de carboidratos (MURTHY et al., 1981a,
BHASKAR e GOVINDAPPA, 1985), na atividade enzimatica (MURTHY et al., 1981b,
TAM et al., 1988, BHASKAR ¢ GOVINDAPPA, 1985) e na secregdo celular (CAHON et
al., 1987, ZUCHELKOWSKI et al., 1985; ULTSCH e GROSS, 1979; WESTFALL, 1945).

Outros aspectos também foram analisados como a influéncia da acidificagio
ambiental no crescirﬁento (BEAMISH, 1976, FREDA ¢ McDONALD, 1988, HILL et al,
1988; MENENDEZ, 1976), nos estagios de desenvolvimento (RASK, 1984; McCORMICK
et al., 1989; LEINO et al., 1990 ) e no processo reprodutivo (BEAMISH, 1976, FROMM,
1980; LEINO et al., 1990).

Os efeitos histopatologicos causados por aguas acidificadas foram evidenciados em
estruturas como as branquias (KARLSSON-NORRGREN et al.,, 1986, KAWALL, 1993
LEINO et al, 1987, LACROIX et al.,1990, CHEVALIER et al., 1985, LEINO e
McCORMICK, 1990; JAGOE e HAINES, 1983; DAYE e GARSIDE, 1976; HILL et al,
1988; LEINO et al, 1990), pele (IGER ¢ WENDELAAR BONGA, 1994, HILL et
al.,1988), o figado (KAWALL, 1993; KRUGER, 1993), as gonadas (LEINO et al., 1990),
rim (LEINO et al., 1990) e o sangue (HILL et al., 1988).

Respostas comportamentais frente a acidez da agua foram evidenciadas nos niveis
da atividade de natagio (KAWALL, 1993, GRAHAM e WOOD, 1981; NELSON, 1989,
NAKAMURA, 1986), na frequéncia respiratoria (DIVELY et al., 1977, WALKER et al,,
1988; KAWALL, 1993; CARLSON, 1984), na frequéncia de tosse (KAWALL, 1993,
CARLSON, 1984), no comportamento alimentar (KAWALL, 1993; LEMLY e SMITH,
1987; HILL, 1989) e em respostas de alarme (SMITH e LAWRENCE, 1988; KAWALL,

1993).



Tecidos dos peixes vém sendo utilizados na avaliagdo da poluigdo aquatica, tanto
por mercurio quanto por aguas acidificadas. Para o estudo do efeito de interagdo desses
poluentes ambientais foi analisada a morfologia dos tecidos branquial e hepatico. O tecido
branquial foi escolhido por representar um sitio primario da agio toxica de muitos poluentes
que se encontram na agua, devido a sua vulneravel localizagdo externa e uma grande area
de superficie ( MALLATT, 1985). O tecido hepatico foi escolhido por estar envolvido em
uma série de processos metabodlicos vitais e, principalmente, por desempenhar importante
papel na detoxificagdo (BAATRUP et al., 1986). Sabe-se que através do sangue que vem
das branquias (FILENKO et al., 1988) e pelo sangue venoso vindo do estdmago e do
intestino através da veia porta (HIBIYA, 1982), os toxicos atingem o figado e ali podem
ser acumulados.

No Brasil, o aumento dos niveis de acidez da agua vem sendo registrado em areas
de crescimento industrial, em grandes centros urbanos e outras regides. Isto vem ocorrendo
devido a disseminagdo atmosférica dos gases, oriundos ndo so das grandes cidades como
também das queimadas que ocorrem na época da seca, bem como da submersdo de regides
com mata como a consequéncia da construgdo de usinas hidrelétricas. Concomitantemente
estimativas revelam o aumento da produgdo de ouro em areas com novas frentes de
garimpo. Tendo em vista estes fatos este trabalho tem por objetivo verificar de que maneira
uma espécie de peixe nativa responde a interagdo de dois poluentes ambientais em niveis

subletais do mercurio inorganico e dguas acidificadas.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o efeito histopatologico da interagdo de niveis subletais de mercario

inorganico com aguas acidas no peixe Metynnis roosevelti .

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar os niveis subletais de mercurio inorganico e de agua acidificada para o

peixe Metynnis roosevelti.

- Caracterizar a estrutura morfologica do tecido branquial e hepatico sob as
seguintes condigdes:
® normais
¢ de acidifica¢do da agua
¢ de contaminagdo com mercurio inorganico e
e de contaminagdo simultdnea por mercurio inorginico e agua

acidificada.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1-MATERIAL BIOLOGICO

A espécie escolhida para o desenvolvimento deste trabalho foi Metynnis roosevelti
Eigenmann, 1915. Foi identificado sistematicamente de acordo com: GERY (1977), GERY
e FRANCE (1979), STERBA (1959), MACHADO-ALLISON (1983), e confirmado por
GIESSMANN (1994). Pertence a:

CLASSE: Osteichthyes
SUB-CLASSE: Actinopterigii
ORDEM: Cypriniformes
SUB-ORDEM: Cyprinoidea
FAMILIA: Characidae
SUB-FAMILIA: Serrasalminae
GENERO: Metynnis

ESPECIE: Metynnis roosevelti

A sub-familia Serrasalminae é um grupo de peixes de agua doce amplamente
distribuido na América do Sul. Inclue treze géneros, varios dos quais de importéncia
comercial tais como: Colossoma, Myleus, Mylossoma, Piaractus e Serrasalmus
(MACHADO-ALLISON, 1983).

Os representantes do género Metynnis sdao vulgarmente conhecidos como "pacu

prata", diferindo dos outros Serrasalminae por terem nadadeira adiposa longa. Duas
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espécies, M. lippincottianus e M. lypsauchen, sio bastante comuns, enquanto que outras,
como M. maculatus, M. argenteus e M. mola, sdo pouco conhecidas. De todas as espécies
descritas M. roosevelti e M. schreitmuelleri sio frequentemente citados em literatura ,
podendo ser sinénimos de M. lippincottianus e M. hypsauchen | respectivamente (GERY,
1977).

SEVERI (1991) caracteriza Metynnis roosevelti como uma espécie migradora,
capaz de percorrer grandes distidncias, em numerosos cardumes, durante o periodo da
reproducgdo . Segundo FOWLER, 1950 sua distribui¢do faz-se na Amazonia e Bolivia. Nas
regides sul e sudeste do Brasil vem sendo amplamente empregada em piscicultura.

GERY e FRANCE (1979) e MACHADO-ALLISON (1983) descrevem a espécie
como animal de corpo alongado, usualmente achatado lateralmente na forma de disco, com
cabega relativamente pequena. No perfil ventral, entre a base das nadadeiras peitorais ‘e 0
inicio da nadadeira anal, estdo presentes as serras ventrais, pouco salientes e perceptiveis
ao tato. Seu dorso, até a regido da linha lateral tem colorag¢do variando de cinza esverdeado
a prateado. STERBA (1959) relata que os individuos desta espécie podem atingir até 14
cm. Seu habito alimentar ¢ marcadamente herbivoro, porém com ingestdo de crustaceos e
insetos quando houver oportunidade ou sempre que necessario (SEVERI, 1991).

Os exemplares de M. roosevelti (Fig.01) utilizados no experimento foram obtidos no

comércio, procedentes de um criadouro do interior do estado de Sdo Paulo.
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FIGURA 1. Vista lateral do peixe Metynnis roosevelti (Eigenmann, 1915).

3.2-ACLIMATACAO

Animais de comprimento total médio de 5,0 cm (+lcm), foram mantidos em
aquarios de 128 L, com dimensdes de 80x40x40 c¢cm , em grupos de no maximo 20
individuos por aquario. A temperatura foi mantida a 27°C (£1°C) , através de aquecedores
acoplados a termostato eletronico HW. O pH foi mantido em pH 7,0 (+ 0,25). Ambos
fatores abioticos foram monitorados por eletrodos conectados a um aparelho Extech 695.
A oxigenagdo da agua foi mantida em niveis adequados através de compressores de ar. O
fotoperiodo foi de 10 horas luz/14 horas escuro. Os peixes foram alimentados duas vezes ao
dia, logo apos o inicio do periodo de luz e novamente ao término deste, com ragdo

Vitormonio RCW,
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Os aquarios foram mantidos parcialmente fechados com tampas de vidro. Suas
faces laterais e a posterior foram revestidas por papel "contact" verde escuro e a face
anterior protegida por um anteparo, a uma distincia que permitisse observagdo através de
uma fenda central ( FANTA, 1995).

Alguns exemplares de M. roosevelti foram sacrificados apos um periodo de

aclimata¢do minimo de duas semanas, para estudo da morfologia branquial e hepatica .

3.3- ARRANJO EXPERIMENTAL

3.3.1- DEFINICAO DA FAIXA SUBLETAL PARA OS AGENTES TOXICOS

Consistiu na determinagdo dos niveis subletais de acidez da 4gua e da concentragio
subletal de mercurio inorganico para M. roosevelti. Cada um dos contaminantes foi avaliado

separadamente pelo método do bioensaio.

3.3.1.1- Acidificag@o da agua
Os peixes foram mantidos em grupos de 10 individuos em aquarios de 37,5 L ,
com dimensGes de 50x30x25 cm, por duas semanas no minimo, em condi¢des idénticas as
da aclimatagdo, antes de ser dado o inicio a0 experimento agudo de 96 horas de duragéo.
A acidificagdo da agua foi obtida com acido sulfurico 0,1M da marca Nuclear. O
acido foi gotejado com auxilio de uma bureta, proximo ao borbulhador, para sua melhor

dispersdo. O pH foi reduzido gradativamente ao longo de 24 horas 4 média de 0,1
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unidade/hora, até atingir o nivel de pH 5,0. Foi monitorado continuamente por eletrodo
através do aparelho Extech 695. O experimento agudo foi iniciado ao ser atingido o pH 5,0
que foi considerado como tempo inicial (To).

No decorrer do experimento agudo foram feitas observagGes comportamentais
gerais com objetivo de serem detectados sintomas ou sinais de intoxicagdo como a
alteracdo no comportamento alimentar, a perda de equilibrio, secre¢do de muco, niveis de
atividade ou mudangas nas atividades comportamentais padréo.

Foi feito o registro de mortes para calculo dos indices de mortalidade e observado a
existéncia de alguma evidéncia de sintomas comportamentais de intoxicagao.

Ao término do experimento os peixes foram sacriﬁéados apos seccdo medular.
Amostras do segundo arco branquial e do figado foram fixadas em liquido de Bouin
(CULLING et al, 1985), por 8 horas, para posterior avaliagdo através da Microscopia
Optica. A analise morfologica foi realizada em laminas permanentes coradas com
Hematoxilina e Eosina, afim de permitir o estudo de possiveis efeitos da acidificagdo a este
nivel de pH.

Concomitantemente ao experimento foi mantido um aquario controle, onde também
foram feitas as coletas dos tecidos, para servirem como base comparativa para a analise

dos efeitos da acidifica¢do subletal.

3.3.1.2-Contaminagdo por Mercurio
Para determina¢do da concentragio subletal de mercurio inorganico foram
realizados trés experimentos agudos. Os peixes utilizados nestes testes foram mantidos em

grupos de dez individuos , previamente aclimatados, em aquarios de 37,5 L.
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No primeiro experimento agudo os peixes foram submetidos a concentragdo de 0,2
mgHg/L, concentragdo escolhida por ter sido empregada em uma outra espécie nativa
(OLIVEIRA RIBEIRO, et al., 1995), mas houve a morte de todos os individuos. Apods
observagdo do efeito desta concentragdo na espécie em estudo, foram realizados o segundo
e terceiro experimentos agudos com duragdo de 72 horas, nas concentragdes de 0,1 mg
Hg/L e 0,05 mgHg /L respectivamente.

A contaminagdo dos aquarios foi efetuada a partir da diluigdo de uma solugio
estoque de 0,5 g de mercurio inorgénico, sob a forma de cloreto de mercurio da marca
Reagen, em 500 ml de agua destilada. A partir desta dilui¢do fez-se uma segunda dilui¢do
nos aquarios experimentais.

Foram feitas observagdes comportamentais gerais dos sintomas de intoxicagdo e
registro de mortes para o calculo dos indices de mortandade.

Ao término dos experimentos apos sec¢do medular dos animais, amostras do
segundo arco branquial e do figado foram fixadas em liquido de Bouin, (CULLING et al.,
1985) por 8 horas, para posterior analise histologica, utilizando-se laminas permanentes
coradas com Hematoxilina e Eosina.

Simultaneamente ao teste para determinagdo da concentra¢@o subletal de mercuario
inorganico, foi mantido um aquario controle. O segundo arco branquial e o figado foram
fixados em liquido de Bouin (CULLING et al., 1985) por 8 horas, servindo como base de

comparagio para as analises histologicas.

3.3.2- TESTE DOS AGENTES TOXICOS ISOLADOS E EM CONJUNTO
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Com base nos resultados obtidos nos testes preliminares de toxicidade, foram
escolhidos o pH subletal 5,0 e a concentragdo subletal de mercurio inorganico de 0,1 mg
Hg/ L, para serem utilizados no teste de interagdo de seus efeitos.

Para o estudo do efeito da interagdo de 4gua acida com o mercirio inorganico
foram utilizados quatro aquérios de 37,5 L cada um contendo 12 individuos, os quais
permaneceram por no minimo duas semanas em aclimatagdo, sob condi¢des controladas,
como explicado no item aclimatagdo. O aquario 1 foi estipulado como o grupo
experimental contaminado com mercurio e em pH 5,0 (+0,2) e os demais aquarios como
trés tipos de controle: aquario 2: grupo experimental contaminado com mercurio em pH
neutro 7,15 (£0,15); aquario 3: grupo experimental acido pH 5,0 (£0,2); aquario 4: grupo
ndo contamimnado em pH neutro 7,15 (£0,15).

Os aquario contaminados com mercurio foram colocados no interior de uma capela
de exaustdo de gases por motivo de seguranga e os outros dois foram mantidos em bancada
de laboratorio (Fig.2).

O pH e a temperatura dos aquarios 1 e 2 foram monitorados por eletrodos através
do aparelho Extech 695 e os Aquarios 3 e 4 por eletrodos através do aparelho Ingold 206.
Os aparelhos foram uniformemente calibrados, oferecendo resultado idénticos nas
medig¢des. A redugdo do pH dos aquarios se deu no decorrer de 24 horas, a média de 0,1
unidade de pH por hora até ser atingido o nivel de pH 5,0. Neste momento, considerado
como To, foi feita a contaminag¢do pelo mercurio inorganico em um dos aquarios de agua
acidificada ¢ em um dos aquarios de pH neutro. O experimento realizado foi agudo, com
duragio de 96 horas. Dois peixes em cada aquario foram sacrificados, apos sec¢do
medular, para retirada de amostras de branquias e figado nos seguintes tempos: 2, 4, 8, 24,

48 e 96h apos o To.
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FIGURA 2.Vista geral do arranjo experimental para os testes dos agentes toxicos isolados e
em conjunto. A. aquario 1. grupo experimental contaminado com mercurio em agua
acidificada a pH 5,0; aquario 2: grupo experimental contaminado apenas com mercurio, B.
aquério 3: grupo experimental em agua acidificada em pH 5,0; aquario 4: grupo ndo

*

contaminado; . anteparo usado em todos os aquarios experimentais.
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3.4 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS TECIDUAIS

Imediatamente apds a secgdo medular dos animais, os opérculos eram levantados
com auxilio de uma pinga e o fixador gotejado com pipeta de Pasteur diretamente sobre o
tecido branquial.

Na cavidade opercular direita foi gotejado liquido de Bouin (CULLING et al,
1985) para futura analise histologica. A separa¢do dos trés primeiros arcos branquiais foi
efetuada com auxilio de tesoura e pinga, sendo as amostras colocadas em vidros
apropriados contendo o fixador. Na cavidade opercular esquerda , foi gotejado fixador
para Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para a investigagdo ultraestrutural
superficial dos filamentos branquiais. Os trés primeiros arcos branquiais foram removidos
separadamente, colocados em placa plastica com o fixador Glutaraldeido 3.0 % em tampao
cacodilato 0,2M, pH 7.2 na temperatura de 4°C (GLAUERT, 1986). As amostras foram
colocadas em vidros apropriados contendo o fixador e armazenadas em geladeira a
temperatura aproximada de 4°C.

Para extragdo do figado foi feita uma incisdo mediano ventral com auxilio de
tesoura. Sobre o 6rgdo foi gotejado o liquido de Bouin (CULLING et al., 1985) sendo o
figado em seguida retirado e colocado em vidro com o mesmo fixador para futuro

processamento para Microscopia Optica.
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3.5 PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA OPTICA

Apos o tempo de fixagdo de 8h, anteriormente determinado como ideal, para o
segundo arco branquial e para o figado, foi efetuada uma série de lavagens em alcool 70%
para remogdo do excesso de acido picrico. Os arcos branquiais foram mantidos em placas
pequenas de Petri, embebidos em alcool 70% e sob laminula por 24 horas. Este
procedimento teve como objetivo o alinhamento dos filamentos branquiais, afim de
proporcionar um melhor direcionamento dos cortes histologicos.

Os tecidos foram desidratados em série crescente de etanol, diafanizados com
xileno, embebidos e incluidos em Paraplast Plus® ( Sigma) em blocos cubicos. Os blocos
foram trimados em forma piramidal e seccionados com laminas descartaveis, em micrétomo
Leitz, obtendo-se cortes de 2 a 4.m de espessura. Os cortes foram colocados em 1aminas
de vidro, anteriormente preparadas com uma fina camada de Albumina de Mayer
(CULLING, et al., 1985), sendo recobertos por uma fina camada de agua destilada,
esticados em placa aquecedora e secos a temperatura ambiente.

Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (CULLING et al., 1985) para
realizagdio da analise morfologica, dos tecidos hepatico e branquial. As laminas foram
montadas com resina Poly-Mount® (Poly Sciences, Inc. ) e secas em temperatura ambiente.

As andlises histologicas e as fotografias foram feitas em Fotomicroscépio Olympus
PM 10AD do Laboratério de Impacto Ambiental da Universidade Federal do Parana

(UFPR), utilizando-se filmes Kodakcolor 35mm, asa 100.
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3.6 PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE

VARREDURA

Ap6s o tempo de fixagdo de 24 horas, as amostras .do segundo arco branquial foram
lavadas trés vezes durante 5 minutos com agua destilada, desidratadas em etanol 50%
(duas vezes por 5 minutos ) e etanol 70%, onde permaneceram a 4 °C. As amostras
foram desidratadas em série crescente de etanol: 90%, 100% e 100% por 10 minutos em
cada. O ponto critico foi realizado no aparelho Balzers CPD010 , a metalizagdo no
aparelho Balzers SCD 030 e as analises ultraestruturais no Microscopio Eletronico SEM

505-PHILIPS do Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana

(UFPR).

1. As solugdes fixadoras e corantes estdo descritos no apéndice 1.

2. O roteiro para processamento histologico de microscopia Optica segue no apéndice 2.



4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS NORMAIS DA ESPECIE

4.1.1 MORFOLOGIA

A analise morfologica permitiu a descrigdo estrutural das branquias e do figado do

peixe M. roosevelti.

4.1.1.1 Branquias

As brénquias constituem-se de quatro pares de arcos branquiais alojados em ambos
lados da faringe, na cavidade opercular, a qual comunica-se com 0 meio externo através de
~ aberturas iaterais recobertas por opérculos.

O tamanho dos arcos branquiais diminui gradativamente do primeiro par ao quarto
par (Fg.3A). Cada arco branquial suporta duas fileiras de filamentos branquiais-as lamelas
primarias (Fg.3B), que compdem a porgdo respiratdria das branquias.

As lamelas primarias sdo alongadas e possuem aproximadamente o0 mesmo didmetro
desde a inser¢do no arco branquial (porgdo basal) até a porgdo apical, possuindo cartilagem
de sustentagdo ao longo de todo o seu comprimento (Fig.3C). Nas lamelas primérias
inserem-se bilateralmente as lamelas secundarias, também conhecidas por lamelas
respiratorias (Fig. 3C D). As lamelas primarias sdo revestidas por células epiteliais que, em
vista superficial, apresentam contorno poligonal sendo recobertas por microssaliéncias de

disposigio paralelas concéntricas. (Fig.3E).
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As lamelas secundarias sdo as unidades funcionais das brdnquias que, em vista
superficial, apresentam formato folidceo triangular com bordas externas arredondadas
(Fig.4A). As lamelas secundarias da posigdo basal e apical dos filamentos branquiais
apresentam-se menores do que as de posigdo intermediaria. As lamelas secundarias sdo
revestidas por um fino epitélio simples com células pavimentosas de contorno poligonal
nitido e de superficie lisa. Abaixo deste epitélio observa-se uma rede intercomunicante de
espagos sanguineos delimitados por proje¢des citoplasmaticas de células denominadas
células pilares. Pelos espagos sanguineos circulam as hemacias nucleadas, caracteristicas a

classe dos peixes (Fig.4B).

4.1.1.2 Figado
O figado do peixe M. roosevelti apresenta-se como uma glandula Gnica. Suas células
sdo conhecidas por hepatocitos, os quais apresentam formato poligonal com nucleo esférico
central e geralmente de um a trés nucléolos (Fig. SA, B).
Os hepatocitos desta espécie apresentam arranjo em corddes aleatoriamente
dispostos em todo o tecido.
Observa-se ainda a presenga de canaliculos biliares e de vasos sangiiineos com

hemacias nucleadas (Fig.5B).

4.1.2 COMPORTAMENTO

A anilise descritiva do comportamento do peixe M. roosevelti revelou que no

periodo luminoso, em que foram realizadas as observagdes, esta espécie apresenta grande

atividade natatéria. A natagdo faz-se preferencialmente na meia agua ao longo do maior
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comprimento do aquario. A maioria dos peixes nadam agregadamente e em sincronismo,
com a excessdo de alguns individuos ndo seguem este padrdo de comportamento.

Os peixes se alimentavam na superficie da 4gua e/ou na meia agua e, durante este
periodo, cessavam a atividade natatéria. Os movimentos das nadadeiras para a manutengio
da posi¢do mais adequada para captura do alimento eram curtos e rapidos, resultando em
deslocamento em sua dire¢do. Os peixes também se alimentavam espontineamente em
outros horarios que ndo os de oferta de alimento, abocanhando aquele depositado no fundo
do aquaério. Para isto, permaneciam com o corpo inclinado lateralmente, mantendo-o nesta
posicdo através dos movimentos de suas nadadeiras, inclinando em seguida a regido da boca
em dire¢@o ao assoalho do aquario para abocanhar o alimento.

Quando os peixes eram introduzidos em um aquario ou transferidos, observava-se a
reagdo de alarme. Esta caracterizava-se por uma natagdo bastante intensa com a
apresentagdo de uma postura onde a extremidade bucal anterior e ventral do animal
apoiava-se no assoatho do aquario e o corpo mantinha-se inclinado a um angulo de
aproximadamente 60°C em relagdo a este. Apos o reconhecimento do ambiente os peixes
iniciavam seu padrdo de atividade natatoria com postura normal.

Comportamentos territorialista e agressivo ndo foram observados nas condigdes de

aclimatagdo as quais os animais foram submetidos.
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42 DEFINICAO DA FAIXA SUBLETAL PARA OS AGENTES

TOXICOS

Para definigdo da faixa subletal para o nivel de acidez da agua partiu-se do ponto de
referéncia a pH 5.0. Na determinagdo da concentragdo subletal de mercurio inorganico para

a espécie em estudo, partiu-se da concentragio de 0,2 mgHg/L.

4.2.1 ACIDIFICACAO DA AGUA

4.2.1.1 Mortalidade
Nao foram registrados casos de mortalidade em peixes controle ou nos expostos ao

pH 5,0. Este nivel foi portanto, subletal para a espécie M. roosevelti.

4.2.1.2 Comportamento
O comportamento geral dos peixes experimentais ndo foi diferente do dos peixes

controle. Portanto ndo apresentaram sintomas de toxicidade.

4.2.1.3 Histopatologia
Brinquia: A anilise do tecido branquial a nivel de microscopia 6ptica revelou o
discreto enrugamento do epitélio lamelar e degeneragdo celular tanto nas lamelas primarias
como nas secundarias. Observa-se a presenga de nicleos picndticos na lamela primaria e

maior concentragdo de granulos eosinofilicos no citoplasma das hemacias (Fig.6A ).



26

Figado: O tecido hepatico de uma forma geral apresentou-se desorganizado quando
comparado ao controle. Evidenciou-se nucleos picnoticos, degeneragio celular e granulos

amarelo-marrons no citoplasma dos hepatécitos ( Fig.6B).

4.2.2 CONTAMINACAO POR MERCURIO

4.2.2.1 Mortalidade
A concentragio de 0,2 mgHg/L todos os peixes morreram em um periodo estimado
de aproximadamente 15 horas de exposigio, portanto a concentragdo de 0,2 mgHg/L foi
letal para a espécie M. roosevelti., Nao houve casos de mortalidade de peixes controle.
A concentragio de 0,1 mgHg/L e de 0,05 mgHg/L ndo houve casos de mortalidade
nos peixes expostos ao mercurio inorganico. Nao houve casos de mortalidade dos peixes

controle.

4.2.2.2 Comportamento
Tanto na concentragdo de 0,05 mgHg/ L como na de 0,1 mgHg/L foram observados
os seguintes sintomas de toxicidade: diminui¢do da atividade natatoria, aumento da
secre¢do de muco principalmente na concentragdo mais elevada de mercurio, chegando a
causar turbidez da agua e dificultando o manuseio dos peixes que ficaram com o corpo

escorregadio.
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4.2.2.3. Histopatologia

Branquia: A concentragio de 0,1 mgHg/L o tecido branquial apresentou mudangas
estruturais quando comparado ao dos peixes controle. Observou-se degeneracdo e necrose
celular € o enrugamento epitelial. As células pilares revelam-se hipertrofiadas ¢ as lamelas
secundérias assumiram um aspecto inchado. Nas mesmas verificou-se também hiperplasia,
espagos sanguineos pouco nitidos e aumento de granulos eosinofilicos no citoplasma das
hemacias (Fig. 6C.).

Na concentragdo de 0,05 mgHg/L o tecido epitelial ndo apresentou alteragdes
morfologicas tdo intensas como as apresentadas a concentragdo de 0,1 mgHg/L. As
alteragGes observadas foram separagio do epitélio lamelar com formagio de edema, discreta
degeneragdo celular, leve enrugamento epitelial e aumento no nimero de granulos

eosinofilicos no citoplasma das hemacias ( Fig.6D).

Figado: A concentragdo de 0,1 mgHg/L o tecido hepatico como um todo mostrou-
se desorganizado quando comparado ao controle. Os hepatdcitos apresentaram-se
hipertrofiados, caracterizando o inchago tecidual, com vacuolizagdo citoplasmatica e intensa
degeneragdo celular. Observaram-se nucleos picnéticos e em algumas regides o nicleo ndo
foi mais observado indicando necrose celular. Também foram evidenciados granulos
amarelo-marrons no citoplasma dos hepatocitos ( Fig.6E).

A concentragio de 0,05 mgHg/L o tecido hepatico mostrou-se com alteragdes
menos intensas. As altera¢des encontradas foram: nicleos picnéticos, degeneragdo celular e

a presenca de granulos pardos grandes no citoplasma dos hepatocitos ( Fig.6F).
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4.3 EFEITO DOS AGENTES TOXICOS EM NIVEL SUBLETAL

Para ser feita a avaliagdo do efeito da intera¢do da acidez da 4gua com o mercirio
inorganico, tomou-se como base os resultados obtidos com os agentes toxicos
separadamente. Assim para o efeito de aguas acidas utilizou-se o pH 5,0 e para o mercurio
inorganico a concentragido de 0,1 mgHg/L, ambos subletais conforme determinagdo no teste

preliminar de toxicidade.

4.3.1 EFEITO ISOLADO DA AGUA ACIDIFICADA a pH 5

4.3.1.1 Histopatologia da Branquia
Tempo de exposigdo de 2 horas. Ao microscopio Optico, o epitélio das lamelas
secundarias apresentou-se levemente enrugado. Algunas hemacias apresentaram-se em
processo de degeneragdo celular € com o aparecimento de granulos eosinofilicos
citoplasmaticos. Observaram-se algumas células em processo de degeneragdo e necrose
lamelas primarias (Fig.7A). Superficialmente verificou-se que houve discreta diminui¢do das
microssaliéncias na superficie das células epiteliais em alguns focos das lamelas primérias

(Fig.7B).

Tempo de exposigdo de 4 horas: O nivel de enrugamento do epitélio lamelar
apresentou-se acentuado em algumas regides focais do tecido branquial. Observou-se a
constricgdo dos espagos sanguineos, a degeneragio celular principalmente das hemacias e

uma modificagdo no formato das células epiteliais lamelares e de seus nucleos que se
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apresentam cubodides. Na regido interlamelar verificou-se desorganizagdo do epitélio com
focos de necrose (Fig.7C). AMEV as células epiteliais das lamelas primarias apresentaram

diminuigio das microssaliéncias na regido central de cada célula (Fig.7D).

Tempo de exposicdo de 8 horas: Neste tempo de exposigdo observou-se a
diminui¢do do enrugamento epitelial e da constricgdo dos espagos sanguineos em relagdo ao
tempo anterior, mas houve o aumento generalizado da espessura das lamelas. A
degeneragdo celular persistiu e acentuou-se nas lamelas primarias e secundarias (Fig.7E).
Na MEV observamos a diminui¢do das microssaliéncias a um nivel mais acentuado que no
tempo de exposi¢ao anterior (Fig.7F) e pontos de ruptura no epitélio da porgdo apical das

lamelas primarias (Fig.8A).

Tempo de exposigdo de 24 horas: Neste tempo de exposi¢do foi observado o
enrugamento epitelial, porém ndo tdo acentuado quanto ao tempo de exposi¢do de 4 horas.
Observou-se discreta hiperplasia no epitélio lamelar e degeneragdo celular nas lamelas
primarias e secundarias (Fig.8B). Ao MEV observou-se intensa diminui¢do das

microssaliéncias das células epiteliais das lamelas primarias (Fig.8C).

Tempo de exposi¢do 48 horas: O enrugamento epitelial, a este tempo de exposigao,
mostrou-se discreto. Observaram-se focos com discreta hiperplasia no epitélio lamelar,
células com nicleos de diversos tamanhos e densidades e em processo de degeneragdo
celular (Fig.8D). A nivel de MEV observou-se o menor grau de alteragio nas

microssaliéncias, em relagdo ao tempo anterior. (Fig.8E).
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Tempo de exposi¢ao de 96 horas: Neste tempo de exposi¢ao os focos de hiperplasia
ndo sdo mais evidenciados. O epitélio lamelar apresentou nivel de enrugamento semelhante
ao de 2 horas de exposi¢do. Observou-se nas hemacias a presenga de granulos eosinofilicos
e nas lamelas primarias nicleos picnoticos e de algumas células em degenerag@o celular
(Fig9A). A nivel de MEV observou-se uma recuperagdo na disposi¢do das

microssaliéncias (Fig.9B).

4.3.1.2 Histopatologia do Figado
Tempo de exposicdo de 2 horas: A este tempo de exposi¢do o tecido hepatico
apresentou-se, de uma forma geral, com sua morfologia alterada. Os hepatocitos
apresentaram vacuolizagdo citoplasmatica, nucleos picnoticos e células em processo de

degeneracio (Fig.9C).

Tempo de exposigdo de 4 horas: O tecido como um todo apresentou-se com
alteragGes mais intensas nas regides proximas aos vasos sanguineos onde foram encontrados
focos de necrose celular. No tecido observaram-se nucleos picnéticos, nucleos com
formatos variaveis, alguns totalmente degenerados, hemacias de formato irregular e a

presenga de granulos amarelo-marrons no citoplasma dos hepatocitos (Fig.9D).

Tempo de exposigao de 8 horas: O aspecto geral do tecido assemelhou-se ao tempo

de exposic¢do anterior. Houve focos de células com nucleos integros e ativos. (Fig.9E).

Tempo de exposi¢do de 24 horas: Neste tempo de exposi¢do a degeneragdo celular

ndo foi tdo marcante quanto nos tempos anteriores de exposi¢do. Evidenciaram-se alguns
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nucleos picndticos, varios em diferentes fases de degeneragdo mas também muitos integros
e a presenga de granulos amarelo-narrons no citoplasma dos hepatocitos (Fig. 9F).

Tempo de exposicﬁo de 48 horas: Observou-se no tecido hepatico a presenga de
nicleos picnéticos, de nucleos com formatos irregulares, em diferentes graus de
degeneragdo, estando outros integros. Granulos amarelo-marrons foram observados no

citoplasma dos hepatocitos (Fig.10A).

Tempo de exposigdo de 96 horas: O aspecto geral do tecido hepatico mostrou-se
com maior grau de desorganizagio quando comparado com os tecidos dos anteriores
tempos de eXposicﬁo. Ocorreu o aumento da intensidade de células em diferentes graus de
degenerag@o celular, o tecido hepatico apresentou-se com aspecto inchado, verificou-se a

presenga de alguns nucleos picnéticos e de granulos amarelo-marrons (Fig.10B).

4.3.2 EFEITO ISOLADO DA CONTAMINACAO POR MERCURIO A 0,1 mg Hg/l

4.3.2.1 Histopatologia da Branquia

Tempo de 2 horas de exposi¢do: Neste tempo as lamelas respiratorias
apresentaram-se estreitadas e com o epitélio lamelar ligeiramente enrugado. As hemacias
apresentaram granulos eosinofilicos citoplasmaticos e degeneragdo celular. Nas lamelas
primarias observaram-se niicleos picnéticos e a degeneragéo celular (Fig.10C). Ao nivel da
superficie das células epiteliais das lamelas primarias, o tecido apresentou algumas células

com diminui¢@o de suas microssaliéncias (Fig.10D).
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Tempo de exposi¢do de 4 horas: De uma forma geral todo o tecido epitelial
apresentou-se alterado nas lamelas secundarias. Ao Microscopio Optico (MO), visualizou-
se a separagdo do epitélio lamelar com formac¢do de edema, enrugamento das células
epiteliais, nucleos picnoéticos e irregulares, necrose celular e degeneragédo celular acentuada
nas hemacias (Fig.10E). Ao MEV observou-se a diminui¢do das microssali€ncias na regido

central das células epiteliais das lamelas primarias (Fig.10F).

Tempo de exposigdo de 8 horas: De uma forma geral ocorreu a diminui¢do da
separacdo do epitélio das lamelas respiratorias, porém apresentou-se mais enrugado.
Observam-se nucleos picnoticos, degeneragéo celular e a presenga de granulos eosinofilicos
nas hemacias (Fig.11A). A MEV revela a disposi¢do das microssaliéncias semelhante as do

controle (Fig.11B).

Tempo de exposi¢do de 24 horas: Nas lamelas secundarias ocorre o enrugamento do
epitélio lamelar € a constricgdo dos espagos sanguineos com congestdo sangiiinea. Verifica-
se a presenga de granulos eosinofilicos no citoplasma das hemacias e a degeneracgdo celular.
(Fig.11C). Através da MEV observa-se a diminui¢do das microssaliéncias, principalmente

nas regides proximas as lamelas secundarias (Fig.11D).

Tempo de exposigdo de 48 horas: Neste tempo de exposi¢do observa-se 0 aspecto
inchado das lamelas secundarias. Visualiza-se o epitélio lamelar levemente enrugado e a
degeneragdo e necrose celular (Fig.11E). A nivel de MEV o epitélio apresenta-se integro,

com discreta diminui¢@o das microssaliéncias (Fig.11F).
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Tempo de exposigdio de 96 horas. As lamelas secundarias apresentam-se
extremamente alteradas. O epitélio lamelar apresenta-se enrugado, com focos de
hiperplasia, degenera¢do celular e os espagos sanguineos n3o se apresentam nitidos.
Observa-se nas lamelas primarias a degeneragdo celular, nicleos picnéticos, e necrose
celular (Fig.12A). Em vista superficial das lamelas primarias observam-se poucas células
epiteliais com a diminui¢do de suas microssaliéncias (Fig.12B). Também observam-se

pontos de ruptura epitelial nas porgdes apicais (Fig.12C).

4.3.2.3 Histopatologia do Figado

Tempo de exposigdo de 2 horas: De uma forma geral, o tecido hepatico, neste
tempo de exposigdo, apresentou-se com maior grau de desorganizagdo na proximidade dos
vasos sanguineos, onde verificou-se necrose celular. Alguns hepatécitos apresentaram

degenerag@o celular e nucleos picnéticos (Fig.12D).

Tempo de exposicdo de 4 horas: O tecido de uma forma geral apresentou-se
alterado. Observou-se a grande quantidade de granulos amarelo-marrons espalhados por
todo tecido hepatico. Algumas células hepaticas apresentaram nucleos picnoticos € outras

em degeneracdo. Foi observada necrose celular focal (Fig.12E).

Tempo de exposi¢do de 8 horas: O tecido hepatico apresentou-se morfologicamente
melhor organizado quando comparando com os de tempos de exposigdo anteriores.

Verificaram-se células com niicleos picnoéticos e com degeneragdo celular focal (Fig. 13A).
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Tempo de exposi¢do de 24 horas: O efeito do mercurio neste tempo de exposi¢do

refletiu-se com a mesma intensidade do tempo anterior (Fig.13B).

Tempo de exposi¢do de 48 horas; O tecido apresentou um aumento na degeneragdo
celular. Visualizaram-se hemacias de formato irregular ¢ com granulos eosinofilicos em seus
citoplasmas. Observou-se a vacuolizag@o citoplasmatica, nicleos picnoticos e a presenga de

granulos amarelo-marrons (Fig.13C).

Tempo de exposi¢do de 96 horas: Neste periodo de exposi¢do, as células do tecido
hepatico, apresentaram-se inchadas. Observou-se a presenga dos granulos amarelo-marrons,
nicleos picnéticos € de hemacias de formato irregular. Ocorreu ainda a degenerag@o celular

e a vacuolizagdo citoplasmatica (Fig.13D).

4.3.3 EFEITO DA ACAO INTEGRADA DO MERCURIO A 0,1mgHg/L E DA

AGUA ACIDIFICADA A pH 5

4.3.3.1 Histopatologia da Branquia
Tempo de exposigdo de 2 horas: As lamelas respiratorias apresentaram constricgao
dos espagos sanguineos e enrugamento epitelial. Observou-se degeneragédo celular, nicleos
picnéticos e a presenga de granulos eosinofilicos no citoplasma das hemacias (Fig.13E). A
MEYV revelou a diminui¢io das microssaliéncias em algumas células epiteliais das lamelas

primarias (Fig.13F).
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Tempo de exposicdo de 4 horas: A este tempo de exposi¢do, o epitélio lamelar
apresentou-se mais enrugado qué ao tempo de exposi¢do anterior. Nas lamelas primarias
observou-se degeneragdo celular e nucleos picnoticos (Fig.14A). A nivel de MEV
observou-se o agravamento da diminuigdo das microssaliéncias das células epiteliais das

lamelas primarias, principalmente na proximidade das lamelas secundarias (Fig.14B).

Tempo de exposigdo de 8 horas: O nivel de enrugamento epitelial apresentou-se
maior que o do tempo anterior de exposi¢do. Nas lamelas respiratorias verificou-se a
congestio sanguinea, além de hemacias em degeneragdo celular e com granulos
eosinofilicos em seus citoplasmas. Nas lamelas primarias observaram-se nucleos picnoticos
(Fig.14C). A nivel de MEV observou-se , de uma forma geral , o desaparecimento das

microssaliéncias das células epiteliais em toda a extensdo das lamelas primarias (Fig.14D).

Tempo de exposicdo de 24 horas: Neste tempo de exposi¢do, verificou-se a
separagio do epitélio lamelar. Algumas hemacias apresentaram-se degeneradas e outras
alteradas em sua forma e tamanho e com granulos eosinofilicos em seus citoplasmas. No
epitélio das lamelas secundarias observaram-se nucleos picnoticos € nas lamelas primérias
observaram-se regides em degeneragido celular e necrose celular (Fig.14E). A nivel de
MEV, algumas células das lamelas primarias apresentaram a diminuigdo das

microssaliéncias e alteragdo em sua disposicao (Fig. 14F).

Tempo de exposi¢do de 48 horas: A separagdo do epitélio das lamelas respiratorias

persistiu. Verificou-se a degeneragdo celular intensificada nas hemacias e a presenga de
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nicleos picnoticos (Fig.15A). A nivel de MEV verificou-se a diminuigio das

microssaliéncias em toda area da superficie celular (Fig.15B).

Tempo de exposi¢cdo de 96 horas: Observou-se quase completa degeneragdo das
lamelas secundarias com necrose tanto das células epiteliais como das células pilares. Assim,
0S espagos sangiiineos apresentaram-se com pouca nitidez e com uma maior quantidade de
hemicias parcialmente degeneradas. Observou-se a presenga de células necrosadas no
tecido das lamelas primarias (Fig.15C), provavelmente correspondendo as rupturas vistas
através da MEV em toda a extensdo do epitélio das lamelas primarias (Fig.15D), as quais
nio foram observadas apos 48 horas de exposi¢do (Fig.15E). Observou-se, também

alteragdo na disposi¢do e diminui¢do das microssaliéncias das lamelas primarias (Fig.15F).

4.3.3.2 Histopatologia do Figado
Tempo de exposi¢do de 2 horas: Neste tempo de exposigdo, o tecido hepatico de
uma forma geral apresentou-se praticamente inalterado. Visualizaram-se nucleos picnoticos

e algumas células em degeneragdo celular (Fig.16A).

Tempo de exposi¢do de 4 horas: Observou-se desorganizagdo tecidual sendo que
alguns hepatocitos apresentam seus nucleos picnéticos e estavam em processo de

degeneragdo. Os granulos amarelo-marrons foram visualizados em todo o tecido hepatico

(Fig.16B).
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Tempo de exposi¢do de 8 horas: A partir deste tempo de exposi¢do o tecido
apresentou pouca células com seus citoplasmas vacuolizados, células em degeneragdo

celular, nicleos picnéticos e inchago celular (Fig.16C).

Tempo de exposicdo de 24 horas: O tecido hepatico apresentou vacuolizagdo
citoplasmatica mais acentuada que a apresentada as 8 horas. O tecido exibiu regides com
degeneragdo celular, nicleos picnéticos e a presenga dos granulos amarelo-marrons nos

citoplasma dos hepatdcitos (Fig. 16D).

Tempo de exposicdo de 48 horas: Neste tempo de exposi¢do o tecido exibiu
aumento da vacuolizagdo citoplasmatica. Observou-se o inchago celular, a presenga de
nucleos picnoticos e de granulos pardos. A degeneragio celular apresentou-se acentuada em

relagdo aos tempos de exposigdo anteriores (Fig. 16E).

Tempo de exposigio de 96 horas: O tecido hepatico, de uma forma geral,
apresentou alto grau de vacuolizagdo citoplasmatica e inchago celular. Alguns nicleos
apresentaram-se em processo de degeneragdo celular intensificado em todo tecido hepatico.

Os granulos pardos eram grandes, com tamanho igual ou superior ao do nucleo (Fig.16F).

Nas tabelas 1 e 2 € apresentada um resumo das principais alteragdes morfologicas
observadas nos tecidos branquial e hepatico respectivamente, frente a exposi¢do em aguas

acidas, a0 mercurio e a0 mercurio em ambiente acido.
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Tabela 1 - Alteracoes morfologicas no tecido branquial associadas com o0s

agentes toxicos administrados via agua no peixe M. roosevelti. P, presente: (_h),

horario de maior intensidade: +, efeito mais intenso: -, ausente.

sangiiinea

Alteracdo MERCURIO+ACIDO
morfologica
Separacio do _ P(4h) P+(24h)
epitélio lamelar
Enrugamento P+(4h) P(8h) P(8h)
epitelial
Hiperplasia P(48h) P+(96h) -
Nicleos picnéticos P P P
Granulos P P P
eosinofilicos
Degeneracio celular | P+(8h) P(4h) P(96h)
Diminuicdo das | P+(24h) P(4h) P++(8h)
microssaliéncias
Ruptura epitelial | P(24h) P+(96h) P++(96h)
Congestio - P(24h) P+(8h)
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Tabela 2- Alteracées morfologicas no tecido hepatico associadas com os

agentes toxicos administrados via agua no peixe M. roosevelfi. P, presente; (_h),

hor:irio de maior intensidade:; + efeito mais intenso.

Alteracio 1 MERCURIO+ACIDO
morfologica
Vacuolizacio P (2h) P(96h) P+(96h)
citoplasmatica
Inchaco celular P+(96h) P(96h) P++(96h)
Granulos amarelo- | P(96h) P+(4h) P++(96h)
marrons/pardos
Granulos P P P
eosinofilicos
Nucleos picnéticos P P |
Degeneraciio celular | p +( 96h) p(4h) pt+( 96 h)




FIGURA 3

A. Arcos branquiais direitos dissecados e fixados em fluido de Bouin, mostrando a
diminui¢do gradativa do tamanho do primeiro ao quarto arco branquial. Primeiro arco
branquial (I), segundo arco branquial (II), terceiro arco branquial (III) e quarto arco

branquial (1V). (Escala 2mm).

B. Vista superficial da estrutura branquial mostrando a distribuigdo no arco

branquial (A) de duas fileiras de lamelas primarias (LP). (MEV. 32x - escala 250pm).

C. Secgio longitudinal das lamelas branquiais. Observar a cartilagem ()% ao longo
do comprimento da lamela primaria (LP) e a insersdo bilateral das lamelas secundarias

(LS). (HE 400x - escala 20pum).

D. Visio superficial da porgio terminal das lamelas primarias. Observar o

comprimento variavel das lamelas primarias (LP) e a inser¢do bilateral das lamelas

secundarias (LS). (MEV 351x - escala 25um).

E. Vista superficial do epitélio das lamelas primarias. Observar o contorno poligonal
das células do epitélio do epitélio ( v ) e a disposicdo paralelo concéntrica das

microssaliéncias ( T). (MEV 3687x - escala 2,5um )
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FIGURA 4

A. Vista superficial das lamelas secundarias. Observar o formato foliaceo triangular

(‘) e bordas arredondadas ( #). (MEV 1484x - escala 10pm)

B. Secg@o longitudinal das lamelas primarias. Em detalhe: lamela primaria (LP)
com a inser¢do das lamelas secundarias (LS): epitélio da lamela secundaria ( {), célula
pavimentosa (P), espagos sangiiineos (€s) com hemaceas nucleadas (he) e célula pilar

(cp). (HE 1000x - escala 10pum) .
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FIGURA 5

A. Secgdo do tecido hepatico. Observar os hepatocitos com disposi¢do cordonal

aleatoria. Nucleo dos hepatocitos ( T) e os capilares sangiiineos (CS). (HE 400x - escala

20pum).

B. Secc¢do do tecido hepatico. Observar os hepatocitos com nucleo central (T) e

nucléolos ( V), capilares sangiiineos (CS) e os canaliculos biliares (cb) . (HE 1000x - escala

10 um).
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FIGURA 6

A. Seccdo longitudinal das lamelas branquiais em agua acidificada a pH 5,0.
Observar enrugamento epitelial ( t ), degeneragao celular (dc), nucleos picnoticos (V) e
granulos eosinodfilicos nas hemaceas (ge). (HE 1000 x - escala 10um).

B. Sec¢do do tecido hepatico exposto em agua acidificada em pH 5,0. Observar
nucleos picnoticos ( V), degeneragao celular (dc) e granulos amarelo-marrons (ga). (HE
1000 x - escala 10pum).

C. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em 0,1 mgHg/L. Observar
degeneragdo celular (dc), necrose celular (n), enrugamento epitelial ( t ), hipertrofia das
células pilares (h), hiperplasia (#), espagos sangiineos pouco nitidos (€s) e granulos
eosinofilicos (ge). (HE 1000 x - escala 10um).

D. Sec¢do longitudinal das lamelas branquiais em 0,05 mg Hg/L. Observar
separagdo do epitélio lamelar (T), degeneragdo celular (dc), enrugamento epitelial (1) e
granulos eosinofilicos nas hemaceas (ge). (HE 1000 X escala 10um).

E. Secgdo do tecido hepatico exposto a concentragdo de 0,1 mg Hg/LL . Observar
hipertrofia gelular (h), vacuolizagdo citoplasmatica (v), degeneragdo celular (dc), nicleos
picnoticos ( Y ), necrose celular (n) e granulos amarelos-marrons nos hepatocitos (ga). (HE
1000x - escala 10um).

F. Secgdo do tecido hepatico exposto a concentragdo de 0,05 mg Hg/L. Observar
nucleos picnoéticos ( ¥ ), degeneragdo celular (dc) e granulos pardos nos hepatocitos (gp).

(HE 1000x - escala 10pm).
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FIGURA 7

A. Sec¢do longitudinal das lamelas branquiais em agua acidificada 2h. Observar o
enrugamento epitelial ( 1), células das lamelas primarias e hemaceas em degenerag@o celular
(dc), necrose celular (n) e granulos eosinofilicos nas hemaceas (ge). (HE 1000x - escala
10pum).

B. Vista superficial do epitélio das lamelas primarias em exposicio em agua
acidificada 2h. Observar a diminui¢do das microssaliéncias das células epiteliais (Di). (MEV
2.802x - escala Sum).

C. Seccdo longitudinai das lamelas branquiais em agua acidificada 4h. Observar o
enrugamento epitelial ( t ), células epiteliais com nucleos cubdides (NC), a constricgdo dos
espagos sanguineos (C), a degeneragdo celular (dc), e a necrose celular (n). (HE 1000x -
escala 10pum).

D. Vista superficial do epitélio da lamela primaria exposta em agua acidificada 4h.
Observar a diminuigdo das microssaliéncias na regido central das células epiteliais (Di).
(MEV 2.700x - escala 5pum).

E. Secc¢do longitudinal das lamelas primarias em agua acidificada 8h. Observar o
discreto enrugamento epitelial (), o aumento da espessura das lamelas secundarias (€) e a
degeneragdo celular (dc). ( HE 1000x - escala 10um).

F. Vista superficial do epitélio da lamela primaria exposto em agua acidificada 8h.

Observar a diminui¢do das microssaliéncias (Di). ( MEV 2.164x - escala Sum).
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FIGURA 8

A. Vista superficial da porgdo apical das lamelas primarias expostas em agua
acidificada 8h. Observar a ruptura epitelial ( f ). (MEV 351x - escala 25um).

B. Seccdo longitudinal das lamelas branquiais em agua acidificada 24h. Observar o
enrugamento epitelial ( t ), hiperplasia (g, degeneragéo celular (dc). (HE 1000x -escala
10pm).

C. Vista superficial do epitélio das lamelas primarias exposto em agua acidificada 24h.
Observar a diminuigdo das microssaliéncias (Di). (MEV 3482x - escala 2,5um).

D. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em agua acidificada 48h. Qbservar o
enrugamento do epitélio lamelar ( t ), hiperplasia () células em degeneragdo celular (dc)
e nucleos de diversos tamanhos ( 2 ). (HE 1000x - escala 10um).

E. Vista superficial do epitélio da lamela primaria exposto em agua acidificada 48h.
Observar a diminuigdo das microssaliéncias das células epiteliais (Di). (MEV 3687x - escala

2,5um).
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FIGURA 9

A. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em agua acidificada 96h. Observar o
enrugamento do epitélio lamelar ( t ), degenerago celular (dc), nucleos picnoticos (Y) e
granulos eosinofilicos no citoplasma das hemaceas (ge). (HE 1000x-escala 10pm),

B. Vista superficial do epitélio da lamela primaria em exposi¢do em agua acidificada
96h. Observar a recuperagdo da disposi¢do das microssaliéncias das células epiteliais ( T ).
(MEYV 2267x- escala 5um).

C. Secgdo do tecido hepatico exposto em agua acidificada 2h. Observar vacuolizagdo
citoplasmatica nos hepatdcitos (), nucleos picnoticos (f ) e degenerag@o celular (dc). (HE
1000x-escala 10um).

D. Secgdo do tecido hepatico exposto em agua acidificada 4h. Observar a necrose
celular (n) proxima ao vaso sanguineo (vS), presenga de nucleos picnoticos ( Y ), nucleos
com formatos variaveis ( & ), nucleos totaimente degenerados (dc), granulos amarelo-
marrons no citoplasma dos hepatocitos (ga) e hemaceas com formatos irregulares ( #). (HE
1000x -escala 10pum). |

E. Secgiio do tecido hepatico exposto em agua acidificada 8h. Observar a necrose
celular (n) proxima ao vaso sangiineo (vS), presenga de nucleos picnoticos ( V), células em
degeneragio celular (dc), granulos amarelo-marrons no citoplasma dos hepatocitos (ga), e
nicleos integros (ni). ( HE 1000x- escala 10pum).

F. Secgdo do tecido hepatico exposto em agua acidificada 24h. Observar células
hepaticas em degeneragdo celular (dc), com nucleos picnéticos (Y), e a presenga de

granulos amarelo-marrons no citoplasma dos hepatocitos (ga). ( HE 1000x-escala 10um).
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FIGURA 10

A. Secgdo do tecido hepatico exposto em agua acidificada 48h. Observar as células
hepaticas em degeneragdo celular (dc), nicleos picnéticos ( ¥ ), nicleos com formatos
varidveis ( 4 ), nucleos integros (ni)l e a presenca de granulos amarelo-marrons no
citoplasma dos hepatocitos (ga). ( HE 1000x-escala 10um).

B. Sec¢do do tecido hepatico exposto em agua acidificada 96h. Comparar com a
Fig. 10A e observar o aspecto inchado do tecido hepatico ( i ). Nucleos picnoticos ( Y ),
células em degeneragdo celular (dc) e a presenga de grénulos amarelo-marrons (ga). (HE
1000x-escala 10um).

C. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em exposi¢do ao mercurio Zh.
Observar o enrugamento do epitélio lamelar (1), os granulos eosinofilicos nas hemaceas
(ge), a presenca de degeneracdo celular (dc) e de nucleos picnoticos ( Y ). (HE 1000x-
escala 10pum).

D. Vista superficial do epitélio da lamela primaria em exposi¢ao ao mercurio 2h.
Observar a diminuigdo das microssaliéncias das células epiteliais (Di). ( MEV 5182x -
escala 2pum).

E. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em exposi¢do ao mercurio 4h.
Observar a separagdo do epitélio lamelar (1), enrugamento epitelial ( t), a presenga de
nucleos picnoticos ('), de nucleos irregulares (AK), necrose celular (n) e degeneragio celular
(dc ). (HE 1000x - escala 10um).

F. Vista superficial do epitélio da lamela primaria exposto ao mercurio 4h . Observar
na regido central das células epiteliais a diminuigdo das microssaliéncias (Di). (MEV 2803x-

escala 4um).
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FIGURA 11

A. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em exposi¢do ao mercurio 8h. Verificar
a separagio epitelial ( T ), o enrugamento do epitélio lamelar ( t ) e a presenga de granulos
eosinofilicos nas hemaceas (ge). Observa-se a presenca de nicleos picnoticos (Y) e a
dggeneraq;éo celular na lamela primaria (dc¢). (HE 1000x-escala 10pum).

B. Vista superficial do epitélio da lamela primaria em exposi¢do ao mercurio 8h.
Verificar o padrdao normal na disposigdo das microssali€ncias (T). (MEV 3687x-escala
3um).

C. Seccdo longitudinal das lamelas branquiais em exposigdo ao mercario 24h.
Observar: o enrugamento do epitélio lamelar ( 1 ), congestdo sangiiinea (CS), constric¢do
dos espagos sanguineos (C), a presenga de granulos eosinofilicos nas hemaceas (ge),
degeneragdo celular (dc) e a necrose celular (n). (HE 1000x-escala 10pm).

D. Vista superficial do epitélio das lamelas primarias em exposi¢do ao mercurio 24h.
Observar a diminuigdo das microssaliéncias das células epiteliais nas regides proximas as
lamelas secundarias (Di). ( MEV 3482x -escala 3um).

E. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em exposi¢gdo ao mercurio 4811..
Observar o inchago das lamelas secundarias ( i ),0 enrugamento do epitélio lamelar (1), a
degeneragdo (dc) e a necrose celular (n). (HE 1000x-escala 10pum).

F. Vista superficial do epitélio da lamela primaria em exposi¢do ao mercurio 48h.

Observar a diminuigdo das microssaliéncias (Di). (MEV. 3687x-escala 3um).
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FIGURA 12

A. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em exposi¢do a0 mercario 96h.
Observar o enrugamento do epitélio lamelar ( 4), a hiperplasia (@) e a pouca nitidez dos
espagos sanguineos (es). Observam-se, também, células em degeneragdo celular (dc),
nucleos picnoticos (Y) e necrose celular (n). (HE 1000x-escala 10um).

B. Vista superficial do epitélio das lamelés primarias em exposi¢do ao mercurio 96h.
Observar a diminuigdo das microssaliéncias (Di). ( MEV 3482x-escala 3um).

C. Vista superficial da porgdo apical das lamelas primarias expostas a0 mercurio 96h.
Observar a ruptura do epitélio ( f). (MEYV 351x-escala 30um).

D.Secgdo do tecido hepatico em eprsig:ﬁo ao mercurio 2h.Observar a necrose celular
(n), degeneragdo celular (dc), e a presenga de nucleos picnoticos ( Y). ( HE 1000x-escala
10pum).

E.Sec¢do do tecido hepético em exposigdo ao mercurio 4h. Observa-se grﬁnuios
amarelo-marrons no citoplasma dos hepatdcitos (ga), nicleos picndticos ( Y ), degeneragdo

celular (dc) e necrose celular (n). ( HE 1000x-escala 10um).
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FIGURA 13

A. Sec¢do do tecido hepatico em exposicdo ao mercurio 8h. Observar nucleos
picnoticos (\f) e degeneragio celular (dc). (HE 1000x-escala 10um).

B. Seccdo do tecido hepatico em exposi¢do ao mercurio 24h. Observar a semelhanga
das alteragdes morfologicas com o tecido da figura 13A. Nucleos picndticos (y) e
degeneragao celular (dc). (HE 1000x-escala 10um).

C. Secgio do tecido hepatico em exposi¢do ao mercurio 48h. Observar a degeneragio
celular (dc), hemaceas com formato irregular (), presen¢a de granulos eosinofilicos no
citoplasma das hemaceas (ge), vacuolizagdo citoplasmatica (v), nicleos picnéticos ( Vea
presenga de granulos amarelo -marrons no citoplasma dos hepatocitos (ga). (HE 1000x-
escala 10um).

D. Sec¢do do tecido hepatico em exposi¢do ao mercurio 96h. Observar o aspecto
inchado do tecido hepatico ( i ), a presenga de granulos amarelo-marrons (ga), hemaceas
com formato irregular (&), nucleos picnéticos (Y ), vacuolizagido citoplasmatica (V) e
degeneragao celular (dc). (HE 1000x-escala 10um).

E. Sec¢do longitudinal das lamelas branquiais em exposig¢do ao mercurio em ambiente
acido 2h. Observar a constricgdo dos espagos sangiiineos nas lamelas secundarias (C), o
enrugamento do epitélio lamelar ( t ), granulos eosinofilicos no citoplasma das hemaceas
(ge), a presenca de células em degeneragido celular (dc), nucleos picnoticos ( v ). (HE
1000x-escala 10pum).

F. Vista superficial do epitélio das lamelas primarias expostas ao mercurio em
ambiente acido 2h. Observar a diminuigido das microssaliéncias em algumas células epiteliais

(Di). (MEV 2802x-escala 4um).
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FIGURA 14

A. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em exposi¢do ao mercurio em ambiente
acido 4h. Observar o enrugamento do epitélio lamelar ( {) a presenca de células em
degeneragdo celular (dc) e de nicleos picnoticos ( V) (HE 1000x-escala 10um).

B. Vista superficial do epitélio das lamelas primarias expostas ao mercirio em
ambiente 4cido 4h. Observar a diminuigdo das microssaliéncias das células epiteliais nas
regides proximas as lamelas secundarias (Di). ( MEV 2370x-escala 4pum).

C. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em exposi¢do ao mercurio em ambiente
acido 8h. Observar o enrugamento do epitélio lamelar ( 1t ), congestdo sangiinea (cs),
células em degeneracio celular (dc), granulos eosinofilicos no citoplasma das heméceas
(ge), e nucleos picnoticos ('). (HE 1000x-escala 10pum).

D. Vista superficial do epitélio das lamelas primarias expostas ao mercirio em
ambiente acido 8h. Observar o desaparecimento das microssaliéncias das células epiteliais
(De). (MEV 3070x-escala 3um).

E. Secgdo longitudinal das lamelas branquiais em exposi¢do 20 mercurio em ambiente
acido 24h. Observar a separagdo do epitélio lamelar ( t ), a presenga de granulos
eosinofilicos nas hemaceas (ge), hemaceas degeneradas (dc) e alteradas em sua forma e
tamanho (), nicleos picnoticos ('), células em degeneracdo celular (dc) e necrose celular
(n). (HE 1000x-escala 10pm).

F. Vista superficial do epitélio das lamelas primarias expostas ao mercurio em
ambiente acido 24h. Observar a diminui¢do das microssaliéncias das células epiteliais (Di) e

alterag¢do da disposi¢do (a). ( MEV 3482x-escala 3um).
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FIGURA 15

A. Secg@o longitudinal das lamelas branquiais em exposi¢do ao mercurio em ambiente
acido 48h. Observar a separagdo do epitélio lamelar ( T ), hemaceas em degeneracio celular
(dc) e nucleos picnéticos (V). (HE 1000x-escala 10pum).

B. Vista superficial do epitélio das lamelas primarias expostas ao mercurio em
ambiente acido 48h. Observar a diminui¢do das microssaliéncias das células epiteliais (Di).
(MEV 3687x-escala 3um).

C. Secgio longitudinal das lamelas branquiais em exposi¢do ao merciirio em ambiente
acido 96h. Observar a degeneragio das células epiteliais, das células pilares e das hemaceas
(dc), espagos sangiiineos pouco nitidos (es) e necrose celular (n). (HE 1000x-escala
10pum).

D. Vista superficial da porgdo apical das lamelas branquiais em ekposig:io a0 mercurio
em ambiente acido 96h. Observar a ruptura epitelial (f) no epitélio das lamelas primarias.
(MEV 351x-escala 30um).

E. Vista superficial da porgdo apical das lamelas branquiais em exposi¢do ao mercurio
em ambiente 4cido 48h. Observar a integridade do epitélio das lamelas primarias €. (MEV
351x-escala 30pum).

F.Vista superficial do epitélio das lamelas primarias expostas ao mercurio em ambiente
acido 96h. Observar a altera¢do na disposigio (@) e na diminuigdo das microssaliéncias das

células epiteliais (Di) e a ruptura epitelial (f). (MEV 2370x-escala 4um).
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FIGURA 16

A Secgdo do tecido hepatico exposto ao mercurio em ambiente acido 2h. Observar
nucleos picnoticos (‘) e degeneragio celular (dc). (HE 1000x-escala 10pum).

B. Sec¢do do tecido hepatico exposto ao mercirio em ambiente acido 4h. Observar
nacleos picnoticos (‘), degeneragio celular (dc) e a presenga de granulos amarelo-marrons
(ga). (HE 1000x-escala 10um). |

C. Seccg@o do tecido hepatico exposto ao mercurio em ambiente acido 8h. Observar a
vacuolizagdo citoplasmatica dos hepatocitos (v), degeneragdo celular (dc) , nucleos
picnoticos (Y) e inchago celular (i ). (HE 1000x-escala 10pum).

D. Secgdo do tecido hepatico exposto ao mercurio em ambiente acido 24h. Observar
a vacuolizagao citoplasmatica dos hepatdcitos (v), degeneracdo celular (dc¢) , nucleos
picnoticos () e presenga de granulos amarelo-marrons (ga). (HE 1000x-escala 10um).

E. Secgdo do tecido hepatico exposto ao mercirio em ambiente acido 48h. Observar
a vacuolizagdo citoplasmatica (V), o inchago celular ( i ), nucleos picnéticos ('), a presenca
de granulos pardos (gp) e a degeneragéo celular (dc). (HE 1000x-escala 10um).

F. Sec¢do do tecido hepatico exposto ao mercurio em ambiente acido 96h. Observar a
vacuolizagao citoplasmatica (Vv), o inchago celular ( i ), a degeneragio celular intensificada

(dc) e a presenga de granulos pardos grandes (gp). (HE 1000x-escala 10pm).




53

N WSV TR W

FIGURA 16




5. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas houve um crescente esfor¢o direcionado ao estudo da poluigdo
do ambiente aquatico, principalmente no que se refere a interagdes de dois ou mais
poluentes no mesmo organismo (PELLETIER, 1985).

A poluigdo por merciirio e por aguas acidas tem sido reconhecida em muitas areas do
mundo por interferir na saade dos orgaxﬁsmoé. JARDIM (1983) relatou o desaparecimento
da vida aquatica em alguns rios do Pais de Gales devido a contaminagdo por mercurio.
BAKIR et al., 1973 relataram que em Minamata e Niigata foram registrados 1200 casos de
homens contaminados por metilmercario em 1956. CAHON et al. (1987) verificaram que
em aguas acidificadas ocorre a redugdo da variedade das espécies e dominancia por poucas
espécies. PACKER e DUNSON (1969) relataram que rios da Pensilvania ndo conseguem
manter populagdes de peixes devido a condigdes de pH baixo. BEAMISH (1976) verificou
que em condigOes acidas as fémeas de algumas espécies ndo ovulam.

O efeito da interagio do mercurio com aguas acidas vem sendo estudado por
pesquisadores tendo sido analisada no comportamento bioquimico do mercuario (STEFFAN
et al, 19883, BLOOM et al, 1991) e na concentragio de mercurio em peixes
(DRUMMOND et al., 1974, STEFFAN et al., 1988; BLOOM et al, 1991; WREN et al,,
1991).

A concentragio letal (LC 50) de mercurio inorganico é bastante variada entre as
espécies. WHO (1991) estabeleceu a LC 50 para peixes de agua doce variando entre 33 a
400ug Hg/L. Ja DIAZ et al. (1994) determinaram a concentragdo de 0,14 a 0,970 ppm

para peixes de agua doce e 0,043 a 1,72 ppm para peixes eurialinos. DELAMARRE e
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TRUCHET (1984) registraram 2,5% de mortes a 1 ppm em 4 dias e 90% de mortes a 5
ppm em 10 dias para o peixe Brachidanio rerio. KHANGAROT ¢ SOMANI (1980)
determinaram a concentragdo de 0,25 ppm como sendo letal para 90% dos individuos de
Puntius sophore.

A concentragdo letal de mercurio inorganico obtida para M. roosevelti foi de 0,2 mg
Hg/L. A concentragdo subletal foi estabelecida em 0,1 mgHg/L. Entretanto para outra
espécie nativa, Trichomycterus brasiliensis (OLIVEIRA RIBEIRO et. al. 1995), a
concentragdo de 0,1 mgHg/L fo1 letal em menos de 24 horas.

A diferenga da concentragio letal de merctrio para as duas espécies nativas poderia
ser atribuida a adaptagdo a habitos de vida diferentes: a espécie Trichomycterus brasiliensis
caracteriza-se por ser peixe de fundo, carnivoro e com maior atividade natatoria noturna. A
espécie M. roosevelti caracteriza-se por ser um peixe de coluna d’a4gua com pouco
contato com o sedimento, preferencialmente herbivora e com maior atividade natatoria
diurna.

Como o mercurio ¢ um metal pesado que tende a acumular-se em sedimentos, um
peixe de habito de fundo tenderia a um contato mais prolongado e com uma maior
concentra¢do de mercurio. A sensibilidade dos peixes a este metal, talvez, fizesse com que
eles se afastassem do local contaminado quando o metal estivesse em concentragdes baixas.
A maior deposigdo do mercirio em sedimentos foi verificada por MALM et al. (1990) que

registraram uma concentragio de 157 pgHg/g em sedimento no fundo do Rio Madeira e em

peixes desta regidao uma concentragdo de 2,7 ugHg/g.
Outro fator importante a ser salientado € a diferenga na constituigdo da pele do corpo,
sendo Trichomycterus brasiliensis um peixe coreaceo e M. roosevelti um peixe com

escamas. Este fator poderia determinar uma maior ou menor entrada do mercurio via



56

superficie corporal. Na realidade ndo se determinou quanto do metal foi efetivamente
absorvido e causou as patologias observadas. A concentragio subletal ¢ apenas aquela com
a qual o peixe esteve em contato.

Segundo varios autores existem uma série de fatores que podem modificar o efeito
toxico do mercirio no organismo dos peixes, como por exemplo a época da reprodug@o.
Assim, NICOLETO e¢ HENDRICKS (1988) verificaram niveis mais elevados de mercurio
em fémeas que em machos pela maior ingestdo de alimento pelos primeiros na época da
reprodugdo. Portanto, nesta época, a mesma concentragdo de mercurio no meio seria mais
toxica para as fémeas. AKIELASZEK e HAINES (1981) verificaram que o alto nivel de
mercurio caracteristico de certas espécies de peixes pode ser o resultado de sua posi¢do no
nivel trofico, sendo mais alto quanto mais alta a posigdo do organismo na cadeia alimentar.
WOBESER (1975b) encontrou, para Salmo gairdneri, um aumento da resisténcia a
compostos mercuriais com o aumento da idade e do tamanho dos peixes.
Correspondentemente, AKYAMA (1970) verificou maior suscetibilidade nos grupos mais
jovens de uma populagdo.

O nivel de tolerdncia a acidez ambiental também revela-se muito variada entre as
espécies. HILL et al. (1988) verificaram que o limite de tolerancia inferior para Micropterus
dolomieui ¢ de 5.5, espécie bastante suscetivel a acidificagdo. PLAYLE e WOOD (1989)
relatam que a LC 50 para Salmo gairdneri é o pH 4.3 em 12 horas de exposi¢do. JAGOE e
HAINES (1983) verificaram para Salvelinus alpinus oquassa a morte de 4 individuos em 7
no pH 4 em experimentos de 96 horas.

Casos de animais extremamente tolerantes também ja foram reportados. KAWALL
(1993), mostrou que o peixe Gymnocorymbus ternetzi ¢ uma espécie com alta tolerancia a
acidez ja que mais que 50% dos individuos sobreviveram a um pH 3 por 96 horas. Ja

DUNSON et al. (1977) registraram para a espécie Cheirodon axelrodi a tolerancia ao pH
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3 por 2,4 horas em pH 3.25 por 7 horas.

O “European Inland Fishiries Adivisory Commission ” (1969) recomendou a adogdo
de um intervalo de pH 5,0 a 9,0 como um critério de qualidade aceitavel da agua para
peixes de agua doce, mesmo que ndo tenha sido determinado a resposta cronica subletal
deste intervalo (HARGIS, 1976).

Assim M. roosevelti, esta no limite inferior da faixa considerada como de qualidade
aceitavel, ja que o nivel de pH 5,0 mostrou ser subletal no decorrer de 96 horas.

Ao analisarmos os niveis de concentragdo letal de mercirio e de aguas acidificadas
entre as espécies de peixes verificamos a grande variabilidade desses niveis. Esta
variabilidade ndo nos permite fazer uma generalizagdo desses niveis entre as espécies e sim
conhecer esses valores, para que, estudos sejam realizados em niveis subletais desses
poluentes. Niveis subletais que sdo considerados seguros por ndo provocarem a morte dos
individuos podem, entretanto, causar alteragSes significativas nas fungdes vitais,
comprometendo a saiide dos organismos temporariamente ou até para o resto da vida.

Nesse trabalho buscou-se primeiramente a caracterizagdo dos niveis subletais de aguas
acidas e mercario inorgdnico para o peixe M. roosevelti. A partir deste ponto fez-se o
estudo interativo desses poluentes com o emprego de bioensaio seguido de analise
histopatoldgica. O bioensaio é uma técnica que permite total controle de cada um dos
fatores e de sua agdo conjunta, ao longo do tempo, com manuten¢do da constancia dos
outros fatores ambientais. E recomendado para avaliagdes da qualidade do meio ambiente
(CAIRNS e DICKSON, 1973; FANTA-FEOFILOFF, 1983; FANTA-FEOFILOFF et al.,
1983; FANTA-FEOFILOFF et al., 1986; SILVA et al., 1993)

A analise histopatologica foi realizada tanto no tecido branquial como no hepatico.

O tecido branquial foi escolhido para esta investigagdo por frequentemente ser um

sitio primario a a¢do de agentes toxicos devido a seu contato direto com 0 meio aquoso € €
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um util indicador da qualidade ambiental (MALLATT, 1985).

No tecido branquial do peixe M. roosevelti foram observadas varias alteragdes
morfologicas deletérias em exposigdo subletal tanto do mercurio como de aguas acidas, bem
como quando da interag@o dos agentes poluentes.

A agdo da agua acidificada fez-se sentir ja nos primeiros horarios de exposi¢do. Apos
2h de exposi¢do das branquias ao ambiente acido foram observadas varias alteragdes entre
elas o enrugamento epitelial. O enrugamento epitelial pode ter ocorrido segundo
CHEVALIER et al.(1985), devido a perda de agua para o meio externo hipertdnico.
Segundo MALLATT (1985) esta alteragdo ocorre com muito pouca frequéncia em
organismos expostos a diversos poluentes ambientais, aparecendo menos de dez vezes em
uma analise de 130 publicagGes.

Em M. roosevelti exposto em agua acidificada os problemas circulatorios ndo foram
intensos, pois ndo foram verificados casos de hemorragia nem congestdo sanguinea. Foram
observadas apenas alteragdes que revelam o comprometimento de algumas hemacias, que
sugere uma redugdo na capacidade de captagdo do oxigénio. BUTLER et al. (1992)
evidenciaram a hemoconcentra¢do aumentando a viscosidade do sangue. CHEVALIER et
al. (1985) verificaram alteragdes circulatorias somente em pHs inferiores a 5,0. FROMM
(1980) relaciona as alteragdes circulatorias com a diminuigdo da capacidade de transporte
de oxigénio pela hemoglobina devido a alta concentragéo de jons hidrogénio.

A diminuigio das microssaliéncias do epitélio lamelar, a ruptura epitelial € o
aparecimento de focos de hiperplasia foram registrados entre 8 e 48 horas, apos a exposigdo
ao acido, nao persistindo, entretanto, até as 96 horas. Ao contrario, apds 96h de exposigio
o tecido apresenta uma recuperagdo sugerindo que o animal pode ter se adaptado ao meio
ocorrendo uma acomodagdo tecidual ao estresse acido. JAGOE e HAINES (1983)

estudando o efeito de estresse acido agudo no peixe Salvelinus alpinus oquassa verificaram
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o desaparecimento das microssaliéncias do epitélio lamelar, o enrugamento do epitélio das
lamelas secundarias e hiperplasia intensa com fusdo das lamelas secundarias adjacentes.
Segundo MALLATT (1985) a hiperplasia caracteriza uma resposta de defesa do organismo
pelo aumento da distancia a ser cruzada pelo agente agressor no tecido, mas que pode vir a
causar sufocamento. Ja a ruptura epitelial ¢ um efeito deletério do agente agressor ao
organismo.

As microssaliéncias s@o estruturas frequentemente encontradas na superficie branquial
dos peixes, com localizagao e fungdes que geram discussdo (STOFELLA, 1994). Em M.
roosevelti as microssaliéncias foram observadas no epitélio das lamelas primarias. Ja
PEREIRA (1988) observou no peixe Scophthalmus aquosus microssaliéncias em células
epiteliais das lamelas secundarias. Com relagdo ao desaparecimento das microssaliéncias
HUGHES (1979) comenta que as diferentes fungGes desta estrutura ficariam
comprometidas como o aumento da superficie respiratoria, a produg@o de microturbuléncia
que favoreceria a captagio de oxigénio e o ancoramento do muco com finalidade de
protegdo contra agentes microbianos. J4 HOSSLER et al. (1986) sugerem que serviria para
reduzir a espessura da barreira sangue-agua, facilitando as trocas gasosas.

A agdo toxica do mercario no tecido branquial pode ser percebida ja nos primeiros
horarios de exposi¢do quando entre 2 e 8h verifica-se entre outras alteragGes a separag@o do
epitélio lamelar, quadro este que persiste no decorrer das 48 horas de exposi¢ao.

A separagdo do epitélio lamelar foi causada tanto pelo mercirio quanto pela atuagio
do mercurio em agua acidificada. MALLATT (1985) relata essa alteragdo como a mais
comum das alteragbes registradas entre as substincias toxicas. Ocorreria devido a
infiltragdo de fluido podendo causar hipoxia no peixe. MACHADO (1995) também
registrou esta lesdo no peixe M. roosevelti exposto a organofosforado em concentragées

letais e subletais. Jo DAYE e GARSIDE (1975) registraram a separagdo do epitélio apenas
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em pH letal. KAWALL (1993) observou a separagio do epitélio lamelar em pH 4,5.

KANGAROT e SOMANI (1980) encontraram no peixe Puntius sophore, exposto
ao mercurio, alteragdes morfologicas bastantes semelhantes as apresentadas por M.
roosevelti. Porém a hiperplasia foi observada em 96 horas apos exposi¢do ao mercirio em
M. roosevelti, enquanto que em Puntius sophore sua expressio mais acentuada e com fusio
lamelar foi as 24 horas. Essa diferenga no tempo e na intensidade do aparecimento da
hiperplasia provavelmente deve-se ao fato da concentragdo empregada para Puntius
sophore ter sido letal em 24 horas de exposigdo. Para OLIVEIRA RIBEIRO et al. (1994) a
fusdo lamelar também foi verificada em exposi¢do a concentragdo letal em 24h.

DAOUST et al. (1984) verificaram hipertrofia e hiperplasia levando a fusao lamelar
no tecido branquial de peixes expostos a concentragdo de 0,35 mg/L de mercurio e 0,135
mg/L de cobre. Segundo estes autores a fusdo lamelar poderia ser causada pela alteragdo
da carga das glicoproteinas de membrana pelos cations dos metais pesados, interferindo nas
atividades de crescimento e reconhecimento celular.

HANDY e PENRICE (1993) verificaram em administragéo oral de mercurio, além da
hipertrofia e hiperplasia, o aumento de melanomacréfagos. OLIVEIRA RIBEIRO et al.
(1994) em 4h de exposi¢do ao merclrio inorganico verificaram hipertrofia e acimulo de
polimorfonucleados.

Os pontos de ruptura epitelial verificados apos 96 horas de exposi¢do ao merclirio
inorganico refletem o seu poder deletério sobre o tecido branquial. MALLATT (1985)
verificou em analise estatistica dos resultados de 130 publica¢des que a necrose do epitélio
lamelar € a alteragdo mais frequentemente associada com metais pesados € entre esses O
mercurio mostrou-se especialmente citotoxico.

STINSON e MALLATT (1989) e BALLATORI et al. (1988) verificaram que a

membrana celular é a organela alvo ao efeito do mercurio. A sua agdo aumentaria a
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permeabilidade & cations monovalentes e outras pequenas moléculas. REDDY et al. (1988)
evidenciaram a inibi¢do das enzimas de membrana Ca~ ATPase e Na‘’K* ATPase. RANA e
SHARMA (1982) verificaram que a inibicdo de enzimas como a glucose-6-fosfatase pode
causar danos no reticulo endoplasmatico e de desidrogenases danos na mitocondria. Esta
a¢do do mercirio na membrana celular, em enzimas e também em outras moléculas €
causada pela interagdo do mercurio com grupos sulfidrilicos presentes nos componentes
celulares (RANA ¢ SHARMA, 1982; THOMAS e WOFFORD, 1984; ALLEN et al., 1988;
BARGHIGIANI et al., 1989; HEISINGER ¢ WAIT, 1989; BAATRUP, 1991)).

A diminui¢@o das microssaliéncias das células epiteliais apresentou-se acentuada as 4
horas de exposi¢do voltando ao padrio normal ao término do experimento. PEREIRA
(1988) encontrou a fragmentag@o das microssaliéncias em exposi¢do cronica a concentragao
de 10pg/L de mercurio.

Na analise histopatologica do tecido branquial submetido a agdo do mercurio
inorganico com agua acidificada a pH 5,0 verificou-se que a acidez da agua interfere na
toxicidade do mercurio intensificando o seu poder agressor. Isto ficou bem demonstrado
pois, apos 96 horas de exposi¢do, verificamos no tecido branquial a ruptura epitelial em
toda a extensdo da superficie lamelar. Tal alteragdo compromete o funcionamento normal
do orgdo, afetando, ndo s6, a fungdo de troca gasosa, como também, a de barreira fisica a
entrada de agentes toxicos e ao ataque de microorganismos oportunistas.

A entrada dos toxicos mercurio e ions hidrogénio presentes na agua faz-se
principalmente pela sua absor¢do através do epitélio branquial (OLSON et al., 1973),
seguindo a distribui¢@o pelo organismo através da circulag@o sangiinea. Como o figado esta
envolvido em uma série de processos metabolicos vitais, dentre eles o importante papel na
metabolizagdo de agentes toxicos, geralmente é um 6rgéo alvo a agdo destes poluentes.

Nas trés situagdes experimentais sob as quais o peixe M. roosevelti foi submetido:
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agua acidificada a pH 5,0, merctrio inorgénico e mercurio inorganico em agua acidificada a
pH 5,0 foram verificadas histopatologias hepaticas, comprovando que o figado ¢ um 6rgédo
alvo a ac@o destes poluentes. O que diferenciou nas trés situagdes experimentais foram as
intensidades das histopatologias evidenciadas.

BANO e HASAM (1990) verificaram no peixe Heteropneustes fossilis exposto a 0,2
mg/L de mercurio por 30 dias necrose focal, desorganizagdo dos corddes hepaticos, atrofia
centrilobular e hipertrofia dos hepatocitos. STUDNICKA (1984) em 6 imersdes do peixe
Ictalurus nebulosus na concentragdo de 0,15 mgHg/L verificou congestdo, degeneragdo e
necrose do tecido hepatico. KRUGER (1993) submetendo o peixe Rutilus rutilus a agua
acida de pH inconstante de 5.5 a 6.7, observou perda de glicogénio, atrofia, nucleos
picnoticos e degeneragdo vacuolar dos hepatdcitos.

No peixe M. roosevelti a vacuolizagdo citoplasmatica nos hepatdcitos apresentou-se
mais intensificada nas primeiras horas de exposi¢do em agua acidificada a pH 5,0 . Para o
mercurio inorgdnico e na acdo da interagdo dos dois agentes toxicos apresentou-se
intensificada em 96 horas de exposi¢do. Segundo HIBIYA (1982) esta vacuolizagio
caracteriza a degenerac@o hidrofilica, ou seja a precipitagdo de proteinas no citoplasma dos
hepatdcitos.

Mesmo em baixa concentragdo, o mercirio pode desativar enzimas sulfidrilicas e
precipitar proteinas, o que o caracteriza como um veneno celular potente porém
inespecifico. Por BOSE et al. (1993) foi verificada a interagdo do mercurio ndo s6 com
proteinas, como também com o DNA e RNA em fragbes subcelulares do figado. E.
justamente a partir deste efeito primario do mercirio nos componentes celulares que lesdes
morfologicas sdo observadas nos tecidos.

Com relagdo ao mercirio inorgdnico sabe-se que o figado é um sitio de

concentragdo via sangue, com capacidade alta de acumula-lo e baixa de elimina-lo
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(JULSHAMMN, 1982). BAATRUP et al, (1986) demonstraram histoquimicamente a
presenga do mercurio inorganico nos lisosomas dos hepatocitos expostos ao mercurio por
14 dias. HANDY e PENRICE (1993 ) evidenciaram no figado o aumento significativo de
~ mercurio nos primeiros sete dias, seguindo por um periodo aparente de eliminagdo do
toxico.

O inchago celular apresentou-se com maior intensidade as 96 horas nas trés situagdes
experimentais. Em aguas acidas neste mesmo tempo de exposi¢do o inchago foi mais
marcante. KAWALL (1993) observou no pH 5,0 inchaco dos hepatdcitos, o qual
acentuava-se a niveis de pH inferiores.

O aumento observado dos granulos amarelo-marrons no tecido hepatico pode ter sido
em decorréncia da estagnagdo da bile. Este aumento verificado com maior intensidade na
interagdo dos agentes toxicos. Tanto o aparecimento dos granulos amarelo-marrons nos
hepatdcitos quanto o aparecimento dos granulos eosinofilicos nas hemaceas confirmam a
caracteriza¢@o da indugiio da degeneragiio celular pelos agentes toxicos (HIBIYA, 1982).

A evidenciagdo dos nucleos picnéticos nas trés situagGes experimentais ndo foi
marcante o suficiente para possibilitar a caracterizagdo da intensidade de injuria pelos
agentes toxicos. AL-SABATI (1994) verificou o efeito genotéxico do mercurio pela
indugdo do aparecimento de micronicleos nos eritrocitos do peixe Carasius auratus
gibelio.

Tanto o tecido hepatico como o branquial revelaram-se mais sensiveis & agdo dos dois
agentes toxicos quando atuavam simultaneamente do que a cada um dos agentes
isoladamente. Esta intensificagdo da a¢do do mercirio em pH acido pode ter se dado pela
somatoria de alguns fatores como a maior estabilidade quimica do mercirio em pH acido e
o efeito agressor do mercurio somado com o efeito da acidez. DRUMMOND et al. (1974)

observaram em brinquias de truta em exposi¢do ao merclrio inorginico em pH 6,0 o
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aumento de 0,2 para 3.6 ugHg/g. Isto sugere que em pH acido ocorre a entrada de uma
maior concentragdo de mercurio no organismo via tecido branquial. Esta maior entrada
poderia ser explicada por STEFFAN et al. (1988 ) que verificaram a perda do mercurio por
volatilizagdo de apenas 2% sob condi¢Oes de acidez e o aumento da concentra¢io de
mercurio em peixes de lago de pH baixo.

Se realmente ocorreu um aumento da concentragdo do mercirio na agua, isto pode
ter levado a uma entrada maior do metal no organismo do peixe. VERMA et al.(1984)
verificaram que a toxicidade do mercirio aumenta com a mudanga de pH 7.8 para 5.8.
RICHARDSON et al. (1995) verificaram, em peixes consumidos pela populagdo humana
local, aumento do nivel de mercirio em lagos de niveis baixos de pH.

Assim, em regides geograficas com aguas interiores naturalmente acidificadas ou em
areas industrializadas o aporte de um metal pesado como o mercurio causard danos
potencialmente maiores a fauna de peixes do que em regides onde a agua tiver pH neutro,

mesmo que as concentragdes de mercurio sejam consideradas subletais.



6.CONCLUSOES

6.1. A morfologia do tecido branquial de M. roosevelti é semelhante a da maioria dos
peixes teledsteos; as lamelas primarias caracterizam-se por apresentarem epitélio formado
por células de contorno poligonal, as lamelas secundarias sdo folidceas, triangulares,
caracterizando-se por apresentar epitélio simples pavimentoso de superficie lisa, com
espagos sangiiineos delimitados por cé]ulas pilares. Estes aspectos permanecem inalterados

em todas as situagdes experimentais.

6.2. O tecido hepatico do peixe M. roosevelti difere do de alguns dos peixes teledsteos,
pois os hepatocitos sdo arranjados aleatoriamente em todo o tecido e seu arranjo

permanece inalterado em todas as situagdes experimentais.

6.3. As patologias apresentadas pelo tecido branquial sob o efeito de agua acidificada, de
mercurio inorganico a concentragdo de 0,1 mg/L e da interagdo destes poluentes foram:
enrugamento epitelial, células com formatos irregulares, nicleos picnéticos, degeneragado
qelular, necrose celular, granulos eosinofilicos, constricgdo dos espagos sangiiineos,
diminuigdo das microssaliéncias das células epiteliais das lamelas primérias e ruptura
epitelial. Hiperplasia foi observada somente no tecido exposto em éagua acidificada e em
mercurio inorginico. Separagdio do epitélio lamelar e congestdo sangiiinea foram
observadas somente no tecido exposto ao mercurio inorganico e na interagdo do mercurio

com agua acidificada.
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6.4 As histopatologias hepaticas apresentadas sob o efeito de agua acidificada, mercirio
inorganico a concentracdo de 0,1 mg/L e na interagdo destes poluentes foram:
vacuolizagdo citoplasmatica, nicleos picnéticos, degeneragdo celular, necrose celular,
inchago celular, granulos eosinofilicos nas hemaceas e granulos amarelo-marrons nos

hepatécitos.

6.5. De acordo com a intensidade das histopatologias observadas nos experimentos, o
peixe M. roosevelti mostrou-se mais sensivel a a¢cdo de mercirio inorganico quando em

agua acidificada do que a agdo de cada um dos agentes toxicos isoladamente.



APENDICE 1: SOLUCOES E CORANTES

ACIDO SULFURICO 0,1M

Volume da solucgéio: 50 ml

ACIAO SUIRITICO. ... oo, 2,71 ml
Agua destilada................cococovoiiei ool 50,00 mi

Preparo: Adicionar o acido sulfurico em agua destilada.

Bibliografia: PIMENTEL, 1966

FIXADOR BOUIN

Volume da solu¢io: S0 ml

Solugdo aquosa de acido picrico saturada..................cooceeiiiin. 37,50 ml
Formaldeido. ... 12,50 ml
Acido acético Glacial.................co.covovoeeeoeeeeeeeeeeeeeeee e, 2,50 ml

Preparo: Misturar os componentes da formula. Adicionar o acido acético glacial

no momento do uso.

Bibliografia: CULLING et al., 1985




MERCURIO INORGANICO- SOLUCAO ESTOQUE

Volume da solu¢io: SO0 ml

Cloreto de mercurio

Agua destilada

Preparo: Misturar os reagentes até obter uma solugdo homogénea. A partir

desta solugdo estoque , efetuar diluigdes para as concentra¢Ges de 0,2 mg Hg/ ml,

0,1 mg Hg/ ml e 0.05 mg Hg/ ml.

Bibliografia: PIMENTEL, 1966

L

GLUTARALDEIDO a 3% em TAMPAO CACODILATO

Volume da soluc¢io: SO ml

Glutaraldeido em solug@o aquosa 50%...........c.c.ooviiiiiiiiiii e 3 ml
Acido cacodilico 0,4M.. ... .o oo, 25 ml
Agua destilada .............coooio oo 22 ml

Preparo: Misturar os componentes da formula com luvas € mascara e sob

capela. Conservar a solugdo fixadora sob refrigeragédo (+ 4°C) e aferir o pH para

7,2 com soludes de HCl ou NaOH.

Bibliografia: modificado a partir ¢ GLAUBERT, 1986.
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ALBUMINA DE MAYER

Volume da solucio: S0 ml

GLCETING. ... .1 parte
Clara de OVO............ooiiiii e 1 parte
Cristais de timol

Preparo: Agitar a glicerina com clara de ovo por 30 minutos. Filtrar e
acrescentar alguns cristais de timol para evitar fungos. Conservar sob

refrigerag@o.

Bibliografia: CULLING et al , 1985.

HEMATOXILINA DE HARRIS ﬂ

Volume da solu¢io: S0 ml

Hematoxilina. ... 0,25¢g
Alimen de potassio ou de AMONIO. ..............covviiiiiiiiiiiiiie e 500g
Oxido de merciirio vermelho..............................c.ccccocoioviiiiieeeiee, 012g
ALCOOL 95% PLA. ..o, 250¢g
Acido acético glacial....................c.ccccocovoviiiie. e 1,20 ml
Aguadestilada....................oooooii e, 50,00 ml

Preparo. Dissolver a hematoxilina no alcool 95% e reservar. Dissolver o
alimen de potassio em agua destilada fervente. Misturar as duas solugdes e
adicionar o 6xido de mercurio vermelho. Esfriar em agua corrente, filtrar e

adicionar acido acético.

Bibliografia: modificado a partir de CULLING et al., 1985,
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EOSINA

Volume da solu¢ao: 50 ml

EOSINA..........ooiiiiiii i e 0,50 g
AICOOL 95% P. A......ooooooeoeeeeeeee 40,00 ml
Agua destilada.................o.cooiii i 10,00 ml

Preparo: Para a solu¢do estoque, misturar os reagentes até obter uma solugdo
- homogeénea. A solugdo para uso terd uma parte de eosina 1% e trés partes de
alcool a 80% P.A. Acrescentar 0,50 ml de acido acético glacial para cada 95 ml

de solug@o de eosina para uso.

Bibliografia: modificado a partir de CULLING et al., 1985.
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APENDICE 2: COLORACAO EM MICROSCOPIA OPTICA

1.Hematoxilina e Eosina

a. Desparafinizar com dois banhos de xileno, por 3 minutos cada.

b. Hidratar em série decrescente e gradual de alcodis 100%, 90% e 70%, por 3 minutos
cada.

c. Lavar em agua corrente e a seguir em destilada.

d. Corar com Hematoxilina de Harris por 3 minutos.

e. Lavar em agua corrente e a seguir em destilada.

f. Contra-corar com Eosina por 2 minutos.

g. Lavar em agua corrente e a seguir em destilada.

h. Desidratar em série crescente e gradual de alcoodis 95% ( rapidamente ), 100%e 100%,
por 3 minutos cada. |

i. Tratar em alcool 100% e xileno ( 1:1 ), por 3 minutos.

j. Diafanizar em dois banhos de xileno, por 3 minutos cada.

K. Montar laminas permanentes.
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