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RESUMO 

A poluição por mercúrio e águas ácidas tem sido reconhecida em muitas áreas do 

mundo por interferir na saúde dos organismos. Assim sendo este trabalho tem por objetivo 

investigar os efeitos da interação de mercúrio inorgânico e água acidificada em um peixe 

nativo. 

Exemplares do peixe Metynnis roosevelti foram expostos aos agentes tóxicos 

mercúrio inorgânico (0,1 mgHg/L), água acidificada com ácido sulfúrico em pH 5,0 e a 

estes em conjunto, permanecendo em 2, 4, 8, 24, 48 e 96 horas em exposição. Os animais 

tiveram os tecidos branquial e hepático retirados e fixados para serem estudados através de 

microscopia óptica e eletrônica de varredura. 

As histopatologias observadas no tecido branquial sob o efeito de água acidificada, 

mercúrio e mercúrio em água acidificada foram: enrugamento epitelial, núcleos picnóticos, 

degeneração celular, células com formatos irregulares, constricção dos espaços sangüíneos, 

grânulos eosinofílicos, hiperplasia,diminuição das microssaliências das células epiteliais das 

lamelas primárias e ruptura epitelial. As histopatologias separação do epitélio lamelar e 

congestão sangüínea foram observadas em exposição ao mercúrio e mercúrio em água 

acidificada. As histopatologias hepáticas foram: vacuolização citoplasmática, degeneração 

celular, necrose celular, inchaço celular, grânulos eosinofílicos nas hemácias e grânulos 

amarelo-marrons nos hepatócitos. 

A intensidade das histopatologias observadas foi mais intensa na exposição do peixe 

Metynnis roosevelti ao mercúrio inorgânico em água acidificada. Desta forma pode-se 

concluir que, mesmo todos os agentes tóxicos estando em níveis subletais, o efeito do 

mercúrio foi potencializado em um ambiente ácido. 



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 pH5,0 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. INTRODUÇÃO 

As águas continentais constituem biocenoses com inúmeros elementos e múltiplas 

cadeias alimentares que englobam desde microorganismos, bactérias, algas e fungos até 

invertebrados e seres superiores. Nestes meios o equilíbrio iônico de sais minerais e de 

substâncias orgânicas é complexo e, na maioria das vezes, extremamente frágil. É 

exatamente neste meio frágil que vão agir as substâncias tóxicas imprudentemente 

espalhadas pelo homem. 

Os metais pesados são considerados como uma das formas mais nocivas de poluição 

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 

HEI SINGER, 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 não são degradáveis e tendem a acumular-se nos organismos vivos causando, desde a 

intoxicação e o envenenamento, até a dizimação da biota. 

O mercúrio é um dos metais pesados que vem causando profundos distúrbios 

ecológicos (BAKIR et al., 1973; TSUBAKI e IRUKAYAMA, 1977; D'ITRI e D'ITRI, 

1978; DELAMARRE e TRUCHET, 1984; BANO e HASAN, 1990; OSKARSSON et al., 

1990; JOHNSTON e SAVAGE, 1991; GUIMARÃES, 1992). Sua presença em águas, 

sedimentos e seres vivos vem sendo detectada, em vários países, em níveis 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; BJORKLUND et al., 1984; MARTINELLI 

et al., 1988; GLYNN et al., 1994). 

A entrada do mercúrio no ambiente aquático tem origem natural e, principalmente, 

antropogênica. Certas atividades humanas nas indústrias, na mineração, na agricultura, em 

hospitais e nos consultórios odontológicos (JARDIM, 1983; CÂMARA et al, 1990; 

BENNETT, 1981; STOCK e JAENSCH, 1983; LOCKWOOD, 1976; ARAUJO et al., 

1993) vêm aumentando a dispersão do mercúrio. 

A mineração, no Brasil, é a atividade que mais contribui para a poluição do ambiente 

por mercúrio (PFEIFFER e LACERDA, 1988; LACERDA, 1990; JARDIM, 1983). Há 

uma estimativa de que a região Amazônica é responsável por cerca de 1% das emissões 

globais totais de mercúrio para a atmosfera e 6% das emissões antropogênicas (PFEIFFER 

e LACERDA, 1988). Estimativas recentes sugerem que cerca de 900 a 1.200 toneladas de 

mercúrio foram lançadas na Amazônia Legal na última década (LACERDA, 1990). 

As formas de mercúrio encontradas no ambiente e nos organismos são 

principalmente as de sais inorgânicos e compostos orgânicos (JARDIM, 1983; 

FAGERSTRON e JERNELOV, 1972; BROSSET, 1987; JOHNSTON e SAVAGE, 1991; 

GUIMARÃES, 1992; STARY et al., 1980; BAATRUP, 1991). 

A capacidade de converter formas inorgânicas de mercúrio em orgânicas de metil e 

dimetilmercúrio foi evidenciada em microorganismos da interface sedimento-água, em 

bactérias presentes na flora intestinal e em fígado de peixes (JERNELOV e LANN, 1971; 

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



capacidade pode alterar-se em condições ácidas (XUN et al., 1987; RICHMAN et al., 1988; 

STEFFAN et al., 1988). 

A meia-vida do metilmercúrio no peixe Poecilia reticulata foi determinada em 

aproximadamente 110(±20) dias (STARY et al., 1980). Para o mercúrio inorgânico foi 

estipulada uma meia-vida de 2 a 5 vezes menor que a do orgânico (TOLLEFSON e 

CORDLE, 1986). 

Muitos autores têm estudado a acumulação das formas mercuriais em vários tecidos 

e órgãos 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; H3BIYA 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 vários são os fatores que contribuem para a bioacumulação do 

mercúrio, dentre eles: a forma mercurial (AKYAMA 1970; WOBESER, 1975b; 

STUDNIKA, 1984), o tempo de exposição (McKIM et al., 1976; SHARP e NEFF, 1980), 

sua concentração na água (AKYAMA 1970; WOBESER, 1975a; STUDNIKA, 1984 ; 

McKIM 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 metabólica ou a taxa de eliminação dos tecidos 

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



Vários pesquisadores verificaram que o mercúrio não possui função biológica mas 

causa distúrbios nas funções fisiológicas e metabólicas do organismo. Seu efeito tóxico 

reside na forte interação com o enxofre de radicais sulfidrila presentes em estruturas 

celulares (ALLEN et al., 1988; BAATRUP, 1991; BARGfflGIANI et al., 1989; 

NICHOLLS et al., 1989; HEI SINGER e WAIT, 1989; THOMAS e WOFFORD, 1984). O 

mercúrio ataca componentes celulares com grupamentos fosfatos e as cisteínas, metioneínas 

e histidinas das proteínas causando alterações estruturais e inibição de enzimas pelo 

bloqueamento dos grupos sulfidrilas ou por substituição ao zinco. O mercúrio também se 

liga e afeta a configuração de purinas, pirimidinas e ácidos nucleicos e interfere com a 

integridade e propriedades físicas das membranas celulares (BAATRUP, 1991), 

Investigações sobre os efeitos tóxicos do mercúrio em estruturas celulares vêm 

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 enzimáticas (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 bioquímica 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 secretórias (VARANASI et al., 1975; 

RAM e JOY, 1988; LOCK e 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 

mutagênicas e carcinogênicas (WEIS, 1984; Al-SABTI, 1994; CHRISTENSEN et al., 

1977). 



Estudos ultraestruturais e histopatológicos decorrentes da ação mercurial têm sido 

realizados em diferentes orgãos como, por exemplo, nas brânquiais (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 fígado (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 baço e nas gônadas (BANO e HASAN, 1990), no sistema nervoso 

(CHANG e HARTMANN, 1972; KIRUBAGARAN e JOY, 1991) e no tecido muscular 

(STUDNICKA, 1984). 

A investigação comportamental tem se baseado na análise de sintomas individuais 

como: frequência respiratória, coordenação motora e equilíbrio (SKAK e BAATRUP, 

1993; FILENKO et al., 1988) e em relações intraespecíficas (HALLER, 1988) e 

interespecíficas (KANIA e 0'HARA, 1974). 

Alguns trabalhos têm procurado identificar substâncias capazes de reduzir os efeitos 

do mercúrio no organismo, dentre elas: a cisteína (SPINELLI et al., 1973; JOHNSTON e 

SAVAGE, 1991), a vitamina E e os antioxidantes (JOHNSTON e SAVAGE, 1991), a 

metalotioneína (WEIS, 1984) e o selênio ( JORGENSEN e HEISINGER, 1987; CUVIN e 

FURNESS, 1988; KLING e SOARES, 1977; AL-SABTI, 1994; PELLETIER, 1985). O 

selênio tem ação protetora controvertida já que não foi evidenciada nos trabalhos de 

BAATRUP et al. (1986) e PELLETIER (1988). 

Diversos fatores têm sido salientados como determinantes do grau de toxicidade do 

mercúrio nos peixes, tais como: a forma mercurial (WOBESER, 1975b; STUDNIKA, 

1984; AKYAMA, 1970) e certas condições ambientais como a presença 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 concentração de oxigênio dissolvido (VERMA et al., 1984; JACKSON, 1988), a 

salinidade (BOETUS, 1960), a concentração de carbono orgânico (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 mercúrio e sua toxidez no organismo 

animal depende de sua interação com fatores ambientais, dentre eles a acidez da água. 

Investigações têm comprovado que, nestas duas últimas décadas, a acidificação 

ambiental por fontes antropogênicas vêm aumentando em países como os Estados Unidos 

(BAKER et al., 1991), os países escandinavos (SCHOFIELD et al., 1994; WISNIEWSKI e 

KEITZ, 1983; GORHAM et al., 1984; LEIVESTAD e MUNIZ, 1976), o Canadá 

(BEAMISH, 1976; SHAW, 1979), a India e a China (RODHE et al, 1992; GALLOWAY et 

al., 1987) e em países tropicais em desenvolvimento (GALLOWAY e COSBY JR, 1979). 

Esse aumento na acidificação ambiental pode gerar uma complicação adicional se somado à 

ação do mercúrio nos organismos. Assim, RODGERS e BEAMISH (1983) observaram o 

aumento da absorção do mercúrio por peixes em água de baixa alcalinidade. WREN e 

MacCRIMMON (1983) verificaram o efeito do mercúrio na taxa de crescimento de peixes 

submetidos ao estresse de águas ácidas. DRUMMOND et al., (1974), estudaram o efeito do 

mercúrio em águas ácidas na frequência de tosse no peixe Salvelinus fontinalis. 



As águas naturais podem ser acidificadas quando, na atmosfera, substâncias como 

óxidos de enxofre e nitrogênio, liberados de usinas siderúrgicas, escapamentos de 

automóveis, fumaças domésticas, atividades vulcânicas, entre outros, combinam-se com 

moléculas de água, precipitando na forma de chuvas e neves ácidas. Além disso, há ainda 

uma contribuição por parte de efluentes industriais, das queimadas e da acidificação por 

processos naturais (WALKER et al., 1988; RODHE, 1989). 

Animais frequentemente atingidos por esse problema são os peixes. O "European 

Inland Fisheries Adivisory Commission" determinou como limite seguro para a 

sobrevivência de peixes em geral um pH entre 5 e 9 (DOUDOROFF e KATZ, 1950). 

No ambiente aquático tem ocorrido índices além desses extremos, aos quais várias 

espécies foram submetidas, respondendo com diferentes graus de tolerância (DAYE e 

GARSIDE, 1975; DIVELY et al., 1977; FREDA e McDONALD, 1988; SCHOFIELD, 

1994; ERIKSSON, 1994; PETERSON et al., 1989; BEAMISH, 1974; LffiN, 1994; 

GRAHAM e WOOD, 1981; DUNSON et al., 1977; MURTHY et al., 1981a,b). Dentre elas 

podemos citar a espéciQ Micropíerus dolomieuiJHILL et al., 1988) com limite inferior de 

tolerância letal em pH 5,5, e o Gymnocorymbus ternetzi (KAWALL, 1993) em pH 2,6. 

Várias pesquisas buscaram caracterizar os efeitos das águas ácidas sob diferentes 

aspectos, tais como: na fisiologia da respiração (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 bioquímica 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 regulação iônica (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 endócrinas (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 enzimática (MURTHY et al., 1981b, 

TAM et al., 1988, BHASKAR e GOVINDAPPA, 1985) e na secreção celular (CAHON et 

al., 1987; ZUCHELKOWSKI et al., 1985; ULTSCH e GROSS, 1979; WESTFALL, 1945). 

Outros aspectos também foram analisados como a influência da acidificação 

ambiental no crescimento (BEAMISH, 1976; FREDA e McDONALD, 1988; HILL et al., 

1988; MENENDEZ, 1976), nos estágios 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 histopatológicos causados por águas acidificadas foram evidenciados em 

estruturas como as brânquias (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; D AYE e GARSIDE, 1976; HILL et al., 

1988; LEINO et al., 1990), pele (IGER e WENDELAAR BONGA, 1994; HILL et 

al.,1988), o fígado (KAWALL, 1993; KRÜGER, 1993), as gônadas (LEINO et al., 1990), 

rim (LEINO et al., 1990) e o sangue (HILL et al., 1988). 

Respostas comportamentais frente à acidez da água foram evidenciadas nos níveis 

da atividade de natação (KAWALL, 1993; GRAHAM e WOOD, 1981; NELSON, 1989; 

NAKAMURA, 1986), na frequência respiratória (DIVELY et al., 1977; WALKER et al., 

1988; KAWALL, 1993; CARLSON, 1984), na frequência 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 vêm sendo utilizados na avaliação da poluição aquática, tanto 

por mercúrio quanto por águas acidificadas. Para o estudo do efeito de interação desses 

poluentes ambientais foi analisada a morfologia dos tecidos branquial e hepático. O tecido 

branquial foi escolhido por representar um sítio primário da ação tóxica de muitos poluentes 

que se encontram na água, devido à sua vulnerável localização externa e uma grande área 

de superfície ( MALLATT, 1985). O tecido hepático foi escolhido por estar envolvido em 

uma série de processos metabólicos vitais e, principalmente, por desempenhar importante 

papel na detoxificação (BAATRUP et al., 1986). Sabe-se que através do sangue que vem 

das brânquias (FILENKO et al., 1988) e pelo sangue venoso vindo do estômago e do 

intestino através da veia porta (HIBIYA, 1982), os tóxicos atingem o fígado e ali podem 

ser acumulados. 

No Brasil, o aumento dos níveis de acidez da água vem sendo registrado em áreas 

de crescimento industrial, em grandes centros urbanos e outras regiões. Isto vem ocorrendo 

devido a disseminação atmosférica dos gases, oriundos não só das grandes cidades como 

também das queimadas que ocorrem na época da seca, bem como da submersão de regiões 

com mata como a consequência da construção de usinas hidrelétricas. Concomitantemente 

estimativas revelam o aumento da produção de ouro em áreas 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 à interação de dois poluentes ambientais em níveis 

subletais do mercúrio inorgânico e águas acidificadas. 



2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Caracterizar o efeito histopatológico da interação de níveis subletais de mercúrio 

inorgânico com águas ácidas no peixe Metynnis roosevelti. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Determinar os níveis subletais de mercúrio inorgânico e de água acidificada para o 

peixe Metynnis roosevelti. 

- Caracterizar a estrutura morfológica do tecido branquial e hepático sob as 

seguintes condições: 

• normais 

• de acidificação da água 

• de contaminação com mercúrio inorgânico e 

• de contaminação simultânea por mercúrio inorgânico e água 

acidificada. 



3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 -MATERIAL BIOLÓGICO 

A espécie escolhida para o desenvolvimento deste trabalho foi Metynnis roosevelti 

Eigenmann, 1915. Foi identificado sistematicamente de acordo com: GÉRY (1977), GÉRY 

e FRANCE (1979), STERBA (1959), MACHADO-ALLISON (1983), e confirmado por 

GffiSSMANN (1994). Pertence à: 

CLASSE: Osteichthyes 

SUB-CLASSE. Actinopterigii 

ORDEM: Cypriniformes 

SUB-ORDEM: Cyprinoidea 

FAMÍLIA: Characidae 

SUB-FAMÍLIA: Serrasalminae 

GÊNERO. Metynnis 

ESPÉCIE: Metynnis roosevelti 

A sub-família Serrasalminae é um grupo de peixes de água doce amplamente 

distribuído na América do Sul. Inclue treze gêneros, vários dos quais de importância 

comercial tais como. Colossoma, Myleus, Mylossoma, Piaractus e Serrasalmus 

(MACHADO-ALLISON, 1983). 

Os representantes do gênero Metynnis são vulgarmente conhecidos como "pacu 

prata", diferindo dos outros Serrasalminae por terem nadadeira adiposa longa. Duas 



espécies, M. lippincottianus e M. lypsauchen, são bastante comuns, enquanto que outras, 

como M. maculatus, M. argenteus e M. mola, são pouco conhecidas. De todas as espécies 

descritas M. roosevelti e M schreitmuelleri são frequentemente citados em literatura , 

podendo ser sinônimos de M. lippincottianus e M. hypsauchen , respectivamente (GÉRY, 

1977). 

SEVERI (1991) caracteriza Metynnis roosevelti como uma espécie migradora, 

capaz de percorrer grandes distâncias, em numerosos cardumes, durante o período da 

reprodução . Segundo FOWLER, 1950 sua distribuição faz-se na Amazônia e Bolívia. Nas 

regiões sul e sudeste do Brasil vem sendo amplamente empregada em piscicultura. 

GÉRY e FRANCE (1979) e MACHADO-ALLISON (1983) descrevem a espécie 

como animal de corpo alongado, usualmente achatado lateralmente na forma de disco, com 

cabeça relativamente pequena. No perfil ventral, entre a base das nadadeiras peitorais e o 

início da nadadeira anal, estão presentes as serras ventrais, pouco salientes e perceptíveis 

ao tato. Seu dorso, até a região da linha lateral tem coloração variando de cinza esverdeado 

a prateado. STERBA (1959) relata que os indivíduos desta espécie podem atingir até 14 

cm. Seu hábito alimentar é marcadamente herbívoro, porém com ingestão de crustáceos e 

insetos quando houver oportunidade ou sempre que necessário (SEVERI, 1991). 

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

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

3 .2-ACLIMA T AÇÃO 

Animais de comprimento total médio de 5,0 em (± 1cm), foram mantidos em 

aquários de 128 L, com dimensões de 80x40x40 em , em grupos de no máximo 20 

indivíduos por aquário. A temperatura foi mantida a 27°C (± 1 °C) , através de aquecedores 

acoplados a termostato eletrônico HW. O pH foi mantido em pH 7,0 (± 0,25). Ambos 

fatores abióticos foram monitorados por eletrodos conectados a um aparelho Extech 695 . 

A oxigenação da água foi mantida em níveis adequados através de compressores de ar. O 

fotoperíodo foi de 1 O horas luzi 14 horas escuro. Os peixes foram alimentados duas vezes ao 

dia, logo após o início do período de luz e novamente ao término deste, com ração 

Vitormônio RCW. 



Os aquários 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 distância que permitisse observação através de 

uma fenda central ( FANTA, 1995). 

Alguns exemplares de M. roosevelti foram sacrificados após um período de 

aclimatação mínimo de duas semanas, para estudo da morfologia branquial e hepática . 

3.3-ARRANJO EXPERIMENTAL 

3.3.1- DEFINIÇÃO DA FAIXA SUBLETAL PARA OS AGENTES TÓXICOS 

Consistiu na determinação dos níveis subletais de acidez da água e da concentração 

subletal de mercúrio inorgânico para M. roosevelti. Cada um dos contaminantes foi avaliado 

separadamente pelo método do bioensaio. 

3.3.1.1- Acidificação da água 

Os peixes foram mantidos em grupos de 10 indivíduos em aquários de 37,5 L , 

com dimensões de 50x30x25 cm, por duas semanas no mínimo, em condições idênticas às 

da aclimatação, antes de ser dado o início ao experimento agudo de 96 horas de duração. 

A acidificação da água foi obtida com ácido sulfúrico 0,1M da marca Nuclear. O 

ácido foi gotejado com auxílio de uma bureta, próximo ao borbulhador, para sua melhor 

dispersão. O pH foi reduzido gradativamente ao longo de 24 horas à média de 0,1 



unidade/hora, até atingir o nível 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 observações comportamentais 

gerais com objetivo de serem detectados sintomas ou sinais de intoxicação como a 

alteração no comportamento alimentar, a perda de equilíbrio, secreção de muco, níveis de 

atividade ou mudanças nas atividades comportamentais padrão. 

Foi feito o registro de mortes para cálculo dos índices de mortalidade e observado a 

existência de alguma evidência de sintomas comportamentais de intoxicação. 

Ao término do experimento os peixes foram sacrificados após secção medular. 

Amostras do segundo arco branquial e do fígado foram fixadas em líquido de Bouin 

(CULLING et al, 1985), por 8 horas, para posterior avaliação através da Microscopia 

Óptica. A análise morfológica foi realizada em lâminas permanentes coradas com 

Hematoxilina e Eosina, afim de permitir o estudo de possíveis efeitos da acidificação a este 

nível de pH. 

Concomitantemente ao experimento foi mantido um aquário controle, onde também 

foram feitas as coletas dos tecidos, para servirem como base comparativa para a análise 

dos efeitos da acidificação subletal. 

3.3.1 2-Contaminação por Mercúrio 

Para determinação da concentração subletal de mercúrio inorgânico foram 

realizados três experimentos agudos. Os peixes utilizados nestes testes foram mantidos em 

grupos de dez indivíduos , previamente aclimatados, em aquários de 37,5 L. 



No primeiro experimento agudo os peixes foram submetidos à concentração de 0,2 

mgHg/L, concentração escolhida por ter sido empregada em uma outra espécie nativa 

(OLIVEIRA RIBEIRO, et al., 1995), mas houve a morte de todos os indivíduos. Após 

observação do efeito desta concentração na espécie em estudo, foram realizados o segundo 

e terceiro experimentos agudos com duração de 72 horas, nas concentrações de 0,1 mg 

Hg/L e 0,05 mgHg /L respectivamente. 

A contaminação dos aquários foi efetuada a partir da diluição de uma solução 

estoque de 0,5 g de mercúrio inorgânico, sob a forma de cloreto de mercúrio da marca 

Reagen, em 500 ml de água destilada. A partir desta diluição fez-se uma segunda diluição 

nos aquários experimentais. 

Foram feitas observações comportamentais gerais dos sintomas de intoxicação e 

registro de mortes para o cálculo dos índices de mortandade. 

Ao término dos experimentos após secção medular dos animais, amostras do 

segundo arco branquial e do fígado foram fixadas em líquido de Bouin, (CULLING et al., 

1985) por 8 horas, para posterior análise histológica, utilizando-se lâminas permanentes 

coradas com Hematoxilina e Eosina. 

Simultaneamente ao teste para determinação da concentração subletal de mercúrio 

inorgânico, foi mantido um aquário controle. O segundo arco branquial e o fígado foram 

fixados em líquido de Bouin (CULLING et al., 1985) por 8 horas, servindo como base de 

comparação para as análises histológicas. 

3.3 .2- TESTE DOS AGENTES TÓXICOS ISOLADOS E EM CONJUNTO 



Com base nos resultados obtidos nos testes preliminares de toxicidade, foram 

escolhidos o pH subletal 5,0 e a concentração subletal de mercúrio inorgânico de 0,1 mg 

Hg/ L, para serem utilizados no teste de interação de seus efeitos. 

Para o estudo do efeito da interação de água ácida com o mercúrio inorgânico 

foram utilizados quatro aquários de 37,5 L cada um contendo 12 indivíduos, os quais 

permaneceram por no mínimo duas semanas em aclimatação, sob condições controladas, 

como explicado no item aclimatação. O aquário 1 foi estipulado como o grupo 

experimental contaminado com mercúrio e em pH 5,0 (±0,2) e os demais aquários como 

três tipos de controle: aquário 2: grupo experimental contaminado com mercúrio em pH 

neutro 7,15 (±0,15); aquário 3: grupo experimental ácido pH 5,0 (±0,2); aquário 4: grupo 

não contamimnado em pH neutro 7,15 (±0,15). 

Os aquário contaminados com mercúrio foram colocados no interior de uma capela 

de exaustão de gases por motivo de segurança e os outros dois foram mantidos em bancada 

de laboratório (Fig.2). 

O pH e a temperatura dos aquários 1 e 2 foram monitorados por eletrodos através 

do aparelho Extech 695 e os Aquários 3 e 4 por eletrodos através do aparelho Ingold 206. 

Os aparelhos foram uniformemente calibrados, oferecendo resultado idênticos nas 

medições. A redução do pH dos aquários se deu no decorrer de 24 horas, à média de 0,1 

unidade de pH por hora até ser atingido o nível de pH 5,0. Neste momento, considerado 

como To, foi feita a contaminação pelo mercúrio inorgânico em um dos aquários de água 

acidificada e em um dos aquários de pH neutro. O experimento realizado foi agudo, com 

duração de 96 horas. Dois peixes em cada aquário foram sacrificados, após secção 

medular, para retirada de amostras de brânquias e fígado nos seguintes tempos: 2, 4, 8, 24, 

48 e 96h após o To. 
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FIGURA 2.Vista geral do arranjo experimental para os testes dos agentes tóxicos isolados e 

em conjunto. A. aquário 1: grupo experimental contaminado com mercúrio em água 

acidificada a pH 5,0~ aquário 2: grupo experimental contaminado apenas com mercúrio, B. 

aquário 3: grupo experimental em água acidificada em pH 5,0; aquário 4: grupo não 

contaminado~ *. anteparo usado em todos os aquários experimentais. 



3.4 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS TECIDUAIS 

Imediatamente após a secção medular dos animais, os opérculos eram levantados 

com auxílio de uma pinça e o fixador gotejado com pipeta de Pasteur diretamente sobre o 

tecido branquial. 

Na cavidade opercular direita foi gotejado líquido de Bouin (CULLING et al., 

1985) para futura análise histológica. A separação dos três primeiros arcos branquiais foi 

efetuada com auxílio de tesoura e pinça, sendo as amostras colocadas em vidros 

apropriados contendo o fixador. Na cavidade opercular esquerda , foi gotejado fixador 

para Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) para a investigação ultraestrutural 

superficial dos filamentos branquiais. Os três primeiros arcos branquiais foram removidos 

separadamente, colocados em placa plástica com o fixador Glutaraldeído 3 .0 % em tampão 

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 à 

temperatura aproximada de 4°C. 

Para extração do fígado foi feita uma incisão mediano ventral com auxílio de 

tesoura. Sobre o órgão foi gotejado o líquido de Bouin (CULLING et al., 1985) sendo o 

fígado em seguida retirado e colocado em vidro com o mesmo fixador para futuro 

processamento para Microscopia Óptica. 



3.5 PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA ÓPTICA 

Após o tempo de fixação de 8h, anteriormente determinado como ideal, para o 

segundo arco branquial e para o fígado, foi efetuada uma série de lavagens em álcool 70% 

para remoção do excesso de ácido pícrico. Os arcos branquiais foram mantidos em placas 

pequenas de Petri, embebidos em álcool 70% e sob lamínula por 24 horas. Este 

procedimento teve como objetivo o alinhamento dos filamentos branquiais, afim de 

proporcionar um melhor direcionamento dos cortes histológicos. 

Os tecidos foram desidratados em série crescente de etanol, diafanizados com 

xileno, embebidos e incluídos em Paraplast Plus® ( Sigma) em blocos cúbicos. Os blocos 

foram trimados em forma piramidal e seccionados com lâminas descartáveis, em micrótomo 

Leitz, obtendo-se cortes de 2 a 4/m de espessura. Os cortes foram colocados em lâminas 

de vidro, anteriormente preparadas com uma fina camada de Albumina de Mayer 

(CULLING, et al., 1985), sendo recobertos por uma fina camada de água destilada, 

esticados em placa aquecedora e secos à temperatura ambiente. 

Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (CULLING et al., 1985) para 

realização da análise morfológica, dos tecidos hepático e branquial. As lâminas foram 

montadas com resina Poly-Mount® (Poly Sciences, Inc.) e secas em temperatura ambiente. 

As análises histológicas e as fotografias foram feitas em Fotomicroscópio Olympus 

PM 10AD do Laboratório de Impacto Ambiental da Universidade Federal do Paraná 

(UFPR), utilizando-se filmes Kodakcolor 35mm, asa 100. 



3.6 PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 

VARREDURA 

Após o tempo de fixação de 24 horas, as amostras do segundo arco branquial foram 

lavadas três vezes durante 5 minutos com água 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 crítico foi realizado no aparelho Balzers CPD010 , a metalização no 

aparelho Balzers SCD 030 e as análises ultraestruturais no Microscópio Eletrônico SEM 

505-PHILIPS do Centro de Microscopia Eletrônica da Universidade Federal do Paraná 

(UFPR). 

1. As soluções fixadoras e corantes estão descritos no apêndice 1. 

2. O roteiro para processamento histológico de microscopia óptica segue no apêndice 2. 



4. RESULTADOS 

4.1 CARACTERÍSTICAS NORMAIS DA ESPÉCIE 

4.1.1 MORFOLOGIA 

A análise morfológica permitiu a descrição estrutural das brânquias e do fígado do 

peixe M. roosevelti. 

4.1.1.1 Brânquias 

As brânquias constituem-se de quatro pares de arcos branquiais alojados em ambos 

lados da faringe, na cavidade opercular, a qual comunica-se com o meio externo através de 

aberturas laterais 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 

primárias (Fg.3B), que compõem a porção respiratória das brânquias. 

As lamelas primárias são alongadas e possuem aproximadamente o mesmo diâmetro 

desde a inserção no arco branquial (porção basal) até a porção apical, possuindo cartilagem 

de sustentação ao longo de todo o seu comprimento (Fig.3C). Nas lamelas primárias 

inserem-se bilateralmente as lamelas secundárias, também conhecidas por lamelas 

respiratórias (Fig. 3C,D). As lamelas primárias são revestidas por células epiteliais que, em 

vista superficial, apresentam contorno poligonal sendo recobertas por microssaliências de 

disposição paralelas concêntricas. (Fig.3E). 



As lamelas secundárias são as unidades funcionais das brânquias que, em vista 

superficial, apresentam formato foliáceo triangular com bordas externas arredondadas 

(Fig.4A). As lamelas secundárias da posição basal e apical dos filamentos branquiais 

apresentam-se menores do que as de posição intermediária. As lamelas secundárias são 

revestidas por um fino epitélio simples com células pavimentosas de contorno poligonal 

nítido e de superfície lisa. Abaixo deste epitélio observa-se uma rede intercomunicante de 

espaços sanguíneos delimitados por projeções citoplasmáticas de células denominadas 

células pilares. Pelos espaços sanguíneos circulam as hemácias nucleadas, características à 

classe dos peixes (Fig.4B). 

4.1.1.2 Fígado 

O fígado do peixe M. roosevelti apresenta-se como uma glândula única. Suas células 

são conhecidas por hepatócitos, os quais apresentam formato poligonal com núcleo esférico 

central e geralmente de um a três nucléolos (Fig. 5 A, B). 

Os hepatócitos desta espécie apresentam arranjo em cordões aleatoriamente 

dispostos em todo o tecido. 

Observa-se ainda a presença de canalículos biliares e de vasos sangüíneos com 

hemácias nucleadas (Fig.5B). 

4 1 2 COMPORTAMENTO 

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

período luminoso, em que foram realizadas as observações, esta espécie apresenta grande 

atividade natatória. A natação faz-se preferencialmente na meia água ao longo do maior 



comprimento do aquário. A maioria dos peixes nadam agregadamente e em sincronismo, 

com a excessão de alguns indivíduos não seguem este padrão de comportamento. 

Os peixes se alimentavam na superfície da água e/ou na meia água e, durante este 

período, cessavam a atividade natatória. Os movimentos das nadadeiras para a manutenção 

da posição mais adequada para captura do alimento eram curtos e rápidos, resultando em 

deslocamento em sua direção. Os peixes também se alimentavam espontaneamente em 

outros horários que não os de oferta de alimento, abocanhando aquele depositado no fundo 

do aquário. Para isto, permaneciam com o corpo inclinado lateralmente, mantendo-o nesta 

posição através dos movimentos de suas nadadeiras, inclinando em seguida a região da boca 

em direção ao assoalho do aquário para abocanhar o alimento. 

Quando os peixes eram introduzidos em um aquário ou transferidos, observava-se a 

reação de alarme. Esta caracterizava-se por uma natação bastante intensa com a 

apresentação de uma postura onde a extremidade bucal anterior e ventral do animal 

apoiava-se no assoalho do aquário e o corpo mantinha-se inclinado a um ângulo de 

aproximadamente 60°C em relação a este. Após o reconhecimento do ambiente os peixes 

iniciavam seu padrão de atividade natatória com postura normal. 

Comportamentos territorialista e agressivo não foram observados nas condições de 

aclimatação às quais os animais foram submetidos. 



4.2 DEFINIÇÃO DA FAIXA SUBLETAL PARA OS AGENTES 

TÓXICOS 

Para definição da faixa subletal para o nível de acidez da água partiu-se do ponto de 

referência à pH 5.0. Na determinação da concentração subletal de mercúrio inorgânico para 

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

4.2.1 ACIDIFICAÇÃO DA ÁGUA 

4.2.1.1 Mortalidade 

Não foram registrados casos de mortalidade em peixes controle ou nos expostos ao 

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

4.2.1.2 Comportamento 

O comportamento geral dos peixes experimentais não foi diferente do dos peixes 

controle. Portanto não apresentaram sintomas de toxicidade. 

4.2.1.3 Histopatologia 

Brânquia: A análise do tecido branquial a nível de microscopia óptica revelou o 

discreto enrugamento do epitélio lamelar e degeneração celular tanto nas lamelas primárias 

como nas secundárias. Observa-se a presença de núcleos picnóticos na lamela primária e 

maior concentração de grânulos eosinofílicos no citoplasma das hemácias (Fig.óA). 



Fígado. O tecido hepático de uma forma geral apresentou-se desorganizado quando 

comparado ao controle. Evidenciou-se núcleos picnóticos, degeneração celular e grânulos 

amarelo-marrons no citoplasma dos hepatócitos (Fig.óB). 

4.2.2 CONTAMINAÇÃO POR MERCÚRIO 

4.2.2.1 Mortalidade 

À concentração de 0,2 mgHg/L todos os peixes morreram em um período estimado 

de aproximadamente 15 horas de exposição, portanto a concentração de 0,2 mgHg/L foi 

letal para a espécie M. roosevelti, Não houve casos de mortalidade de peixes controle. 

À concentração de 0,1 mgHg/L e de 0,05 mgHg/L não houve casos de mortalidade 

nos peixes expostos ao mercúrio inorgânico. Não houve casos de mortalidade dos peixes 

controle. 

4.2.2.2 Comportamento 

Tanto na concentração de 0,05 mgHg/ L como na de 0,1 mgHg/L foram observados 

os seguintes sintomas de toxicidade: diminuição da atividade natatória, aumento da 

secreção de muco principalmente na concentração mais elevada de mercúrio, chegando a 

causar turbidez da água e dificultando o manuseio dos peixes que ficaram com o corpo 

escorregadio. 



4.2.2.3. Histopatologia 

Brânquia: À concentração de 0,1 mgHg/L o tecido branquial apresentou mudanças 

estruturais quando comparado ao dos peixes controle. Observou-se degeneração e necrose 

celular e o enrugamento epitelial. As células pilares revelam-se hipertrofiadas e as lamelas 

secundárias assumiram um aspecto inchado. Nas mesmas verificou-se também hiperplasia, 

espaços sanguíneos pouco nítidos e aumento de grânulos eosinofílicos no citoplasma das 

hemácias (Fig. 6C ). 

Na concentração de 0,05 mgHg/L o tecido epitelial não apresentou alterações 

morfológicas tão intensas como as apresentadas à concentração de 0,1 mgHg/L. As 

alterações observadas foram separação do epitélio lamelar com formação de edema, discreta 

degeneração celular, leve enrugamento epitelial e aumento no número de grânulos 

eosinofílicos no citoplasma das hemácias (Fig.óD). 

Fígado: À concentração de 0,1 mgHg/L o tecido hepático como um todo mostrou-

se desorganizado quando comparado ao controle. Os hepatócitos apresentaram-se 

hipertrofiados, caracterizando o inchaço tecidual, com vacuolização citoplasmática e intensa 

degeneração celular. Observaram-se núcleos picnóticos e em algumas regiões o núcleo não 

foi mais observado indicando necrose celular. Também foram evidenciados grânulos 

amarelo-marrons no citoplasma dos hepatócitos (Fig.óE). 

À concentração de 0,05 mgHg/L o tecido hepático mostrou-se com alterações 

menos intensas. As alterações encontradas foram: núcleos picnóticos, degeneração celular e 

a presença de grânulos pardos grandes no citoplasma dos hepatócitos ( Fig.óF). 



4.3 EFEITO DOS AGENTES TÓXICOS EM NÍVEL SUBLETAL 

Para ser feita a avaliação do efeito da interação da acidez da água com o mercúrio 

inorgânico, tomou-se como base os resultados obtidos com os agentes tóxicos 

separadamente. Assim para o efeito de águas ácidas utilizou-se o pH 5,0 e para o mercúrio 

inorgânico a concentração de 0,1 mgHg/L, ambos subletais conforme determinação no teste 

preliminar de toxicidade. 

4.3.1 EFEITO ISOLADO DA ÁGUA ACIDIFICADA a pH 5 

4.3.1.1 Histopatologia da Brânquia 

Tempo de exposição de 2 horas. Ao microscópio óptico, o epitélio das lamelas 

secundárias apresentou-se levemente enrugado. Algunas hemácias apresentaram-se em 

processo de degeneração celular e com o aparecimento de grânulos eosinofílicos 

citoplasmáticos. Observaram-se algumas células em processo de degeneração e necrose 

lamelas primárias (Fig.7A). Superficialmente verificou-se que houve discreta diminuição das 

microssaliências na superfície das células epiteliais em alguns focos das lamelas primárias 

(Fig.7B). 

Tempo de exposição de 4 horas: O nível de enrugamento do epitélio lamelar 

apresentou-se acentuado em algumas regiões focais do tecido branquial. Observou-se a 

constricção dos espaços sanguíneos, a degeneração celular principalmente das hemácias e 

uma modificação no formato das células epiteliais lamelares e de seus núcleos que se 



apresentam cubóides. Na região interlamelar verificou-se desorganização do epitélio com 

focos de necrose (Fig.7C). ÀMEV as células epiteliais das lamelas primárias apresentaram 

diminuição das microssaliências na região central de cada célula (Fig.7D). 

Tempo de exposição de 8 horas: Neste tempo de exposição observou-se a 

diminuição do enrugamento epitelial e da constricção dos espaços sanguíneos em relação ao 

tempo anterior, mas houve o aumento generalizado da espessura das lamelas. A 

degeneração celular persistiu e acentuou-se nas lamelas primárias e secundárias (Fig.7E). 

Na MEV observamos a diminuição das microssaliências a um nível mais acentuado que no 

tempo de exposição anterior (Fig.7F) e pontos de ruptura no epitélio da porção apical das 

lamelas primárias (Fig.8A). 

Tempo de exposição de 24 horas: Neste tempo de exposição foi observado o 

enrugamento epitelial, porém não tão acentuado quanto ao tempo de exposição de 4 horas. 

Observou-se discreta hiperplasia no epitélio lamelar e degeneração celular nas lamelas 

primárias e secundárias (Fig.8B). Ao MEV observou-se intensa diminuição das 

microssaliências das células epiteliais das lamelas primárias (Fig.8C). 

Tempo de exposição 48 horas: O enrugamento epitelial, a este tempo de exposição, 

mostrou-se discreto. Observaram-se focos com discreta hiperplasia no epitélio lamelar, 

células com núcleos de diversos tamanhos e densidades e em processo de degeneração 

celular (Fig.8D). À nível de MEV observou-se o menor grau de alteração nas 

microssaliências, em relação ao tempo anterior. (Fig.8E). 



Tempo de exposição de 96 horas: Neste tempo de exposição os focos de hiperplasia 

não são mais evidenciados. O epitélio lamelar apresentou nível de enrugamento semelhante 

ao de 2 horas de exposição. Observou-se nas hemácias a presença de grânulos eosinofílicos 

e nas lamelas primárias núcleos picnóticos e de algumas células em degeneração celular 

(Fig.9A). A nível de MEV observou-se uma recuperação na disposição das 

microssaliências (Fig.9B). 

4.3.1.2 Histopatologia do Fígado 

Tempo de exposição de 2 horas: A este tempo de exposição o tecido hepático 

apresentou-se, de uma forma geral, com sua morfologia alterada. Os hepatócitos 

apresentaram vacuolização citoplasmática, núcleos picnóticos e células em processo de 

degeneração (Fig.9C). 

Tempo de exposição de 4 horas: O tecido como um todo apresentou-se com 

alterações mais intensas nas regiões próximas aos vasos sanguíneos onde foram encontrados 

focos de necrose celular. No tecido observaram-se núcleos picnóticos, núcleos com 

formatos variáveis, alguns totalmente degenerados, hemácias de formato irregular e a 

presença de grânulos amarelo-marrons no citoplasma dos hepatócitos (Fig.9D). 

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

de exposição anterior. Houve focos de células com núcleos íntegros e ativos. (Fig.9E). 

Tempo de exposição de 24 horas: Neste tempo de exposição a degeneração celular 

não foi tão marcante quanto nos tempos anteriores de exposição. Evidenciaram-se alguns 



núcleos picnóticos, vários em diferentes fases de degeneração mas também muitos íntegros 

e a presença de grânulos amarelo-narrons no citoplasma dos hepatócitos (Fig. 9F). 

Tempo de exposição de 48 horas: Observou-se no tecido hepático a presença de 

núcleos picnóticos, de núcleos com formatos irregulares, em diferentes graus de 

degeneração, estando outros íntegros. Grânulos amarelo-marrons foram observados no 

citoplasma dos hepatócitos (Fig. 1OA). 

Tempo de exposição de 96 horas: O aspecto geral do tecido hepático mostrou-se 

com maior grau de desorganização quando comparado com os tecidos dos anteriores 

tempos de exposição. Ocorreu o aumento da intensidade de células em diferentes graus de 

degeneração celular, o tecido hepático apresentou-se com aspecto inchado, verificou-se a 

presença de alguns núcleos picnóticos e de grânulos amarelo-marrons (Fig. 10B). 

4.3.2 EFEITO ISOLADO DA CONTAMINAÇÃO POR MERCÚRIO À 0,1 mg Hg/l 

4.3.2.1 Histopatologia da Brânquia 

Tempo de 2 horas de exposição: Neste tempo as lamelas respiratórias 

apresentaram-se estreitadas e com o epitélio lamelar ligeiramente enrugado. As hemácias 

apresentaram grânulos eosinofílicos citoplasmáticos e degeneração celular. Nas lamelas 

primárias observaram-se núcleos picnóticos e a degeneração celular (Fig.lOC). Ao nível da 

superfície das células epiteliais das lamelas primárias, o tecido apresentou algumas células 

com diminuição de suas microssaliências (Fig. 10D). 



Tempo de exposição de 4 horas: De uma forma geral todo o tecido epitelial 

apresentou-se alterado nas lamelas secundárias. Ao Microscópio Óptico (MO), visualizou-

se a separação do epitélio lamelar com formação de edema, enrugamento das células 

epiteliais, núcleos picnóticos e irregulares, necrose celular e degeneração celular acentuada 

nas hemácias (Fig.lOE). Ao MEV observou-se a diminuição das microssaliências na região 

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

Tempo de exposição de 8 horas: De uma forma geral ocorreu a diminuição da 

separação do epitélio das lamelas respiratórias, porém apresentou-se mais enrugado. 

Observam-se núcleos picnóticos, degeneração celular e a presença de grânulos eosinofílicos 

nas hemácias (Fig. 1 IA). A MEV revela a disposição das microssaliências semelhante às do 

controle (Fig. 11B). 

Tempo de exposição de 24 horas: Nas lamelas secundárias ocorre o enrugamento do 

epitélio lamelar e a constricção dos espaços sanguíneos com congestão sangüínea. Verifica-

se a presença de grânulos eosinofílicos no citoplasma das hemácias e a degeneração celular. 

(Fig. 11C). Através da MEV observa-se a diminuição das microssaliências, principalmente 

nas regiões próximas às lamelas secundárias (Fig. 11D). 

Tempo de exposição de 48 horas: Neste tempo de exposição observa-se o aspecto 

inchado das lamelas secundárias. Visualiza-se o epitélio lamelar levemente enrugado e a 

degeneração e necrose celular (Fig.llE). A nível de MEV o epitélio apresenta-se íntegro, 

com discreta diminuição das microssaliências (Fig. 11F). 



Tempo de exposição de 96 horas: As lamelas secundárias apresentam-se 

extremamente alteradas. O epitélio lamelar apresenta-se enrugado, com focos de 

hiperplasia, degeneração celular e os espaços sanguíneos não se apresentam nítidos. 

Observa-se nas lamelas primárias a degeneração celular, núcleos picnóticos, e necrose 

celular (Fig. 12 A). Em vista superficial das lamelas primárias observam-se poucas células 

epiteliais com a diminuição de suas microssaliências (Fig,12B). Também observam-se 

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

4.3 .2.3 Histopatologia do Fígado 

Tempo de exposição de 2 horas: De uma forma geral, o tecido hepático, neste 

tempo de exposição, apresentou-se com maior grau de desorganização na proximidade dos 

vasos sanguíneos, onde verificou-se necrose celular. Alguns hepatócitos apresentaram 

degeneração celular e núcleos picnóticos (Fig. 12D). 

Tempo de exposição de 4 horas: O tecido de uma forma geral apresentou-se 

alterado. Observou-se a grande quantidade de grânulos amarelo-marrons espalhados por 

todo tecido hepático. Algumas células hepáticas apresentaram núcleos picnóticos e outras 

em degeneração. Foi observada necrose celular focal (Fig.l2E). 

Tempo de exposição de 8 horas: O tecido hepático apresentou-se morfologicamente 

melhor organizado quando comparando com os de tempos de exposição anteriores. 

Verificaram-se células com núcleos picnóticos e com degeneração celular focal (Fig. 13A). 



Tempo de exposição de 24 horas: O efeito do mercúrio neste tempo de exposição 

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

Tempo de exposição de 48 horas: O tecido apresentou um aumento na degeneração 

celular. Visualizaram-se hemácias de formato irregular e com grânulos eosinofílicos em seus 

citoplasmas. Observou-se a vacuolização citoplasmática, núcleos picnóticos e a presença de 

grânulos amarelo-marrons (Fig.l3C). 

Tempo de exposição de 96 horas: Neste período de exposição, as células do tecido 

hepático, apresentaram-se inchadas. Observou-se a presença dos grânulos amarelo-marrons, 

núcleos picnóticos e de hemácias de formato irregular. Ocorreu ainda a degeneração celular 

e a vacuolização citoplasmática (Fig.l3D). 

4.3.3 EFEITO DA AÇÃO INTEGRADA DO MERCÚRIO À 0,lmgHg/L E DA 

ÁGUA ACIDIFICADA À pH 5 

4.3.3.1 Histopatologia daBrânquia 

Tempo de exposição de 2 horas: As lamelas respiratórias apresentaram constricção 

dos espaços sanguíneos e enrugamento epitelial. Observou-se degeneração celular, núcleos 

picnóticos e a presença de grânulos eosinofílicos no citoplasma das hemácias (Fig.l3E). A 

MEV revelou a diminuição das microssaliências em algumas células epiteliais das lamelas 

primárias (Fig.l3F). 



Tempo de exposição de 4 horas: A este tempo de exposição, o epitélio lamelar 

apresentou-se mais enrugado que ao tempo de exposição anterior. Nas lamelas primárias 

observou-se degeneração celular e núcleos picnóticos (Fig.l4A). A nível de MEV 

observou-se o agravamento da diminuição das microssaliências das células epiteliais das 

lamelas primárias, principalmente na proximidade das lamelas secundárias (Fig.l4B). 

Tempo de exposição de 8 horas: O nível de enrugamento epitelial apresentou-se 

maior que o do tempo anterior de exposição. Nas lamelas respiratórias verificou-se a 

congestão sanguínea, além de hemácias em degeneração celular e com grânulos 

eosinofílicos em seus citoplasmas. Nas lamelas primárias observaram-se núcleos picnóticos 

(Fig.l4C). A nível de MEV observou-se , de uma forma geral , o desaparecimento das 

microssaliências das células epiteliais em toda a extensão das lamelas primárias (Fig. 14D). 

Tempo de exposição de 24 horas: Neste tempo de exposição, verificou-se a 

separação do epitélio lamelar. Algumas hemácias apresentaram-se degeneradas e outras 

alteradas em sua forma e tamanho e com grânulos eosinofílicos em seus citoplasmas. No 

epitélio das lamelas secundárias observaram-se núcleos picnóticos e nas lamelas primárias 

observaram-se regiões em degeneração celular e necrose celular (Fig.l4E). A nível de 

MEV, algumas células das lamelas primárias apresentaram a diminuição das 

microssaliências e alteração em sua disposição (Fig.l4F). 

Tempo de exposição de 48 horas: A separação do epitélio das lamelas respiratórias 

persistiu. Verificou-se a degeneração celular intensificada nas hemácias e a presença de 



núcleos picnóticos (Fig. 15 A). A nível de MEV verificou-se a diminuição das 

microssaliências em toda área da superfície celular (Fig. 15B). 

Tempo de exposição de 96 horas: Observou-se quase completa degeneração das 

lamelas secundárias com necrose tanto das células epiteliais como das células pilares. Assim, 

os espaços sangüíneos apresentaram-se com pouca nitidez e com uma maior quantidade de 

hemácias parcialmente degeneradas. Observou-se a presença de células necrosadas no 

tecido das lamelas primárias (Fig. 15C), provavelmente correspondendo às rupturas vistas 

através da MEV em toda a extensão do epitéiio das lamelas primárias (Fig.l5D), as quais 

não foram observadas após 48 horas de exposição (Fig.l5E). Observou-se, também 

alteração na disposição e diminuição das microssaliências das lamelas primárias (Fig. 15F). 

4.3 .3 .2 Histopatologia do Fígado 

Tempo de exposição de 2 horas: Neste tempo de exposição, o tecido hepático de 

uma forma geral apresentou-se praticamente inalterado. Visualizaram-se núcleos picnóticos 

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

Tempo de exposição de 4 horas: Observou-se desorganização tecidual sendo que 

alguns hepatócitos apresentam seus núcleos picnóticos e estavam em processo de 

degeneração. Os grânulos amarelo-marrons foram visualizados em todo o tecido hepático 

(Fig. 16B). 



Tempo de exposição de 8 horas: A partir deste tempo de exposição o tecido 

apresentou pouca células com seus citoplasmas vacuolizados, células em degeneração 

celular, núcleos picnóticos e inchaço celular (Fig. 16C). 

Tempo de exposição de 24 horas: O tecido hepático apresentou vacuolização 

citoplasmática mais acentuada que a apresentada às 8 horas. O tecido exibiu regiões com 

degeneração celular, núcleos picnóticos e a presença dos grânulos amarelo-marrons nos 

citoplasma dos hepatócitos (Fig.lóD). 

Tempo de exposição de 48 horas: Neste tempo de exposição o tecido exibiu 

aumento da vacuolização citoplasmática. Observou-se o inchaço celular, a presença de 

núcleos picnóticos e de grânulos pardos. A degeneração celular apresentou-se acentuada em 

relação aos tempos de exposição anteriores (Fig. 16E). 

Tempo de exposição de 96 horas. O tecido hepático, de uma forma geral, 

apresentou alto grau de vacuolização citoplasmática e inchaço celular. Alguns núcleos 

apresentaram-se em processo de degeneração celular intensificado em todo tecido hepático. 

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

Nas tabelas 1 e 2 é apresentada um resumo das principais alterações morfológicas 

observadas nos tecidos branquial e hepático respectivamente, frente à exposição em águas 

ácidas, ao mercúrio e ao mercúrio em ambiente ácido. 
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Tabela I - .-\Iterações morfológifas no tecido branquial associadas rom os 

agentes tóxicos :u.lministn1dos via :ígua no peixt.• ;\/. roo.\e1·el1i. P. presente: (_h). 

hon1rio de maior intensidade: +.efeito mais intenso:-. a usente. 

' I I I ' , , , , , ' , 
morfológica 

Separação do P(4h) P+(24h) 

epitélio lamelar 

Enrugamento P+(4h) P(8h) P(8h) 

epitelial 

Hiperplasia P(48h) P+(96h) 

Núcleos picnóticos p p p 

Grânulos p p p 

eosinofilicos 

Degeneração celular P+(8h) P(4h) P(96h) 

Diminuição das P+(24h) P(4h) P++(8h) 

microssaliências 

Ruptura epitelial P(24h) P+(96h) P++(96h) 

Congestão P(24h) P+(8h) 

sangüínea 
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Tabela 2- Altentções morfológicas no tecido ht'pático associadas com os 

agentes tóxicos administntdos via ~igu:1 no peixe M. romiel·elti. P. presente~ (_h). 

honírio de maior intensidade; + efeito mais intenso. 

' I I I 
' l 

, I , l 
' l 

morfológica 

Vacuolização p (2h) P(96h) P+(96h) 

citoplasmática 

Inchaço celular P+(96h) P(96h) P++(96h) 

Grânulos amarelo- P(96h) P+(4h) P++(96h) 

marrons/pardos 

Grânulos p p p 

eosinoffiicos 

Núcleos picnóticos p p p 

Degeneração celular p +( 96h) p ( 4h) p++( 96 h) 



A. Arcos branquiais direitos dissecados e fixados em fluído de Bouin, mostrando a 

diminuição 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 (IV). (Escala 2mm). 

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

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

C. Secção longitudinal das lamelas branquiais. Observar a cartilagem («^ ao longo 

do comprimento da lamela primária (LP) e a insersão bilateral das lamelas secundárias 

(LS). (HE 400x - escala 20|^m). 

D. Visão superficial da porção terminal das lamelas primárias. Observar o 

comprimento variável das lamelas primárias (LP) e a inserção bilateral das lamelas 

secundárias (LS). (MEV 35lx - escala 25|xm). 

E. Vista superficial do epitélio das lamelas primárias. Observar o contorno poligonal 

das células do epitélio do epitélio ( | ) e a disposição paralelo concêntrica das 

microssaliências ( T). (MEV 3687x - escala 2,5|am ) 
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FIGURA3 
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FIGURA 4 

A. Vista superficial das lamelas secundárias. Observar o formato foliáceo triangular 

(j^O e bordas arredondadas ( *). (MEV 1484x - escala lOfim) 

B. Secção longitudinal das lamelas primárias. Em detalhe: lamela primária (LP) 

com a inserção das lamelas secundárias (LS): epitélio da lamela secundária ( f ) , célula 

pavimentosa (P), espaços sangüíneos (es) com hemáceas nucleadas (he) e célula pilar 

(cp). (HE lOOOx - escala 10|.im). 
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FIGURA4 



FIGURA 5 

A. Secção do tecido hepático. Observar os hepatócitos com disposição cordonal 

aleatória. Núcleo dos hepatócitos ( | ) e os capilares sangüíneos (cs). (HE 400x - escala 

20|xm). 

B. Secção do tecido hepático. Observar os hepatócitos com núcleo central ( f ) e 

nucléolos (y), capilares sangüíneos (CS) e os canalículos biliares (cb). (HE lOOOx - escala 

10 |xm). 
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FIGURAS 



A. Secção longitudinal das lamelas branquiais em água acidificada a pH 5,0. 

Observar enrugamento epitelial ( | ) , degeneração celular (dc), núcleos picnóticos ( | ) e 

grânulos eosinofílicos nas hemáceas (ge). (HE 1000 x - escala 10|j.m). 

B. Secção do tecido hepático exposto em água acidificada em pH 5,0. Observar 

núcleos picnóticos ( f), degeneração celular (dc) e grânulos amarelo-marrons (ga). (HE 

1000 x-escala 10|im). 

C. Secção longitudinal das lamelas branquiais em 0,1 mgHg/L. Observar 

degeneração celular (dc), necrose celular (n), enrugamento epitelial ( f ), hipertrofia das 

células pilares (h), hiperplasia espaços sangüíneos pouco nítidos (es) e grânulos 

eosinofílicos (ge). (HE 1000 x - escala 10|im). 

D. Secção longitudinal das lamelas branquiais em 0,05 mg Hg/L. Observar 

separação do epitélio lamelar ( f ) , degeneração celular (dc), enrugamento epitelial ( f ) e 

grânulos eosinofílicos nas hemáceas (ge). (HE 1000 X escala 10|xm). 

E. Secção do tecido hepático exposto a concentração de 0,1 mg Hg/L . Observar 

hipertrofia celular (h), vacuolização citoplasmática (v), degeneração celular (dc), núcleos 

picnóticos (y ), necrose celular (n) e grânulos amarelos-marrons nos hepatócitos (ga). (HE 

lOOOx-escala lO^m). 

F. Secção do tecido hepático exposto a concentração de 0,05 mg Hg/L Observar 

núcleos picnóticos ( f ), degeneração celular (dc) e grânulos pardos nos hepatócitos (gp). 

(HE lOOOx - escala lO^m). 
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FIGURA6 



A. Secção longitudinal das lamelas branquiais em água acidificada 2h. Observar o 

enrugamento epitelial ( t ) , células das lamelas primárias e hemáceas em degeneração celular 

(dc), necrose celular (n) e grânulos eosinofilicos nas hemáceas (ge). (HE lOOOx - escala 

lOum). 

B. Vista superficial do epitélio das lamelas primárias em exposição em água 

acidificada 2h. Observar a diminuição das microssaliências das células epiteliais (Di). (MEV 

2.802x - escala 5(im). 

C. Secção longitudinal das lamelas branquiais em água acidificada 4h. Observar o 

enrugamento epitelial ( t ) , células epiteliais com núcleos cubóides (nc), a constricção dos 

espaços sanguíneos (c), a degeneração celular (dc), e a necrose celular (n). (HE lOOOx -

escala lOjim). 

D. Vista superficial do epitélio da lamela primária exposta em água acidificada 4h. 

Observar a diminuição das microssaliências na região central das células epiteliais (Di). 

(MEV 2.700x - escala 5^m). 

E. Secção longitudinal das lamelas primárias em água acidificada 8h. Observar o 

discreto enrugamento epitelial ( t ) , o aumento da espessura das lamelas secundárias (e) e a 

degeneração celular (dc). (HE lOOOx - escala lOfim). 

F. Vista superficial do epitélio da lamela primária exposto em água acidificada 8h. 

Observar a diminuição das microssaliências (Di). ( MEV 2.164x - escala 5|am). 
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FIGURA 7 



FIGURA 8 

A. Vista superficial da porção apical das lamelas primárias expostas em água 

acidificada 8h. Observar a ruptura epitelial ( | ) . (MEV 35lx - escala 25^im). 

B. Secção longitudinal das lamelas branquiais em água acidificada 24h. Observar o 

enrugamento epitelial ( t ), hiperplasia (A) , degeneração celular (dc). (HE lOOOx -escala 

10|im). 

C. Vista superficial do epitélio das lamelas primárias exposto em água acidificada 24h. 

Observar a diminuição das microssaliências (Di). (MEV 3482x - escala 2,5(im). 

D. Secção longitudinal das lamelas branquiais em água acidificada 48h. Observar o 

enrugamento do epitélio lamelar ( t ), hiperplasia (4É) células em degeneração celular (dc) 

e núcleos de diversos tamanhos ( + (HE lOOOx - escala 10(im). 

E. Vista superficial do epitélio da lamela primária exposto em água acidificada 48h. 

Observar a diminuição das microssaliências das células epiteliais (Di). (MEV 3687x - escala 

2,5jam). 
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FIGURAS 



A. Secção longitudinal das lamelas branquiais em água acidificada 96h. Observar o 

enrugamento do epitélio lamelar ( f ), degeneração celular (dc), núcleos picnóticos ( y ) e 

grânulos eosinófílicos no citoplasma das hemáceas (ge). (HE lOOOx-escala lOjim). 

B. Vista superficial do epitélio da lamela primária em exposição em água acidificada 

96h. Observar a recuperação da disposição das microssaliências das células epiteliais ( | ). 

(MEV 2267x- escala 5|im). 

C. Secção do tecido hepático exposto em água acidificada 2h. Observar vacuolização 

citoplasmática nos hepatócitos (v), núcleos picnóticos ( y ) e degeneração celular (dc). (HE 

lOOOx-escala lOjim). 

D. Secção do tecido hepático exposto em água acidificada 4h. Observar a necrose 

celular (n) próxima ao vaso sanguíneo (vs), presença de núcleos picnóticos ( | ) , núcleos 

com formatos variáveis (-¥•), núcleos totalmente degenerados (dc), grânulos amarelo-

marrons no citoplasma dos hepatócitos (ga) e hemáceas com formatos irregulares (*). (HE 

lOOOx -escala lO îm). 

E. Secção do tecido hepático exposto em água acidificada 8h. Observar a necrose 

celular (n) próxima ao vaso sangüíneo (vs), presença de núcleos picnóticos ( f ) , células em 

degeneração celular (dc), grânulos amareio-marrons no citoplasma dos hepatócitos (ga), e 

núcleos íntegros (ni). (HE lOOOx- escala 10(im). 

F. Secção do tecido hepático exposto em água acidificada 24h. Observar células 

hepáticas em degeneração celular (dc), com núcleos picnóticos ( f ) , e a presença de 

grânulos amarelo-marrons no citoplasma dos hepatócitos (ga). (HE lOOOx-escala lO îm). 
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FIGURA9 



A. Secção do tecido hepático exposto em água acidificada 48h. Observar as células 

hepáticas em degeneração celular (dc), núcleos picnóticos ( f ), núcleos com formatos 

variáveis ( + ), núcleos íntegros (ni) e a presença de grânulos amarelo-marrons no 

citoplasma dos hepatócitos (ga). (HE 1000x-escala 10|im). 

B. Secção do tecido hepático exposto em água acidificada 96h. Comparar com a 

Fig.lOA e observar o aspecto inchado do tecido hepático ( i ). Núcleos picnóticos ( | ) , 

células em degeneração celular (dc) e a presença de grânulos amarelo-marrons (gal). (HE 

1000x-escala lOjim). 

C. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio 2h. 

Observar o enrugamento do epitélio lamelar ( t ) , os grânulos eosinofilicos nas hemáceas 

(ge), a presença de degeneração celular (dc) e de núcleos picnóticos ( f )• (HE 1000x-

escala 10(.im). 

D. Vista superficial do epitélio da lamela primária em exposição ao mercúrio 2h. 

Observar a diminuição das microssaliências das células epiteliais (Di). ( MEV 5182x -

escala 2|xm). 

E. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio 4h. 

Observar a separação do epitélio lamelar ( | ) , enrugamento epitelial ( t ) , a presença de 

núcleos picnóticos (y), de núcleos irregulares necrose celular (n) e degeneração celular 

( dc). (HE lOOOx - escala 10|am). 

F. Vista superficial do epitélio da lamela primária exposto ao mercúrio 4h . Observar 

na região central das células epiteliais a diminuição das microssaliências (Di). (MEV 2803x-

escala 4|am). 
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FIGURA 10 



A. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio 8h. Verificar 

a separação epitelial ( | ) , o enrugamento do epitélio lamelar ( t ) e a presença de grânulos 

eosinofílicos nas hemáceas (ge). Observa-se a presença de núcleos picnóticos ( e a 

degeneração celular na lamela primária (dc). (HE lOOOx-escala 10|im). 

B. Vista superficial do epitélio da lamela primária em exposição ao mercúrio 8h. 

Verificar o padrão normal na disposição das microssaliências ( | ) . (MEV 3687x-escala 

3 um). 

C. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio 24h. 

Observar: o enrugamento do epitélio lamelar ( t ), congestão sangüínea (cs), constricção 

dos espaços sanguíneos (c), a presença de grânulos eosinofílicos nas hemáceas (ge), 

degeneração celular (dc) e a necrose celular (n). (HE lOOOx-escala 10|.im). 

D. Vista superficial do epitélio das lamelas primárias em exposição ao mercúrio 24h. 

Observar a diminuição das microssaliências das células epiteliais nas regiões próximas as 

lamelas secundárias (Di). ( MEV 3482x -escala 3(j.m). 

E. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio 48h. 

Observar o inchaço das lamelas secundárias ( i ),o enrugamento do epitélio lamelar ( f ) , a 

degeneração (dc) e a necrose celular (n). (HE lOOOx-escala 10|im). 

F. Vista superficial do epitélio da lamela primária em exposição ao mercúrio 48h. 

Observar a diminuição das microssaliências (Di). ( MEV. 3687x-escala 3}im). 
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FIGURA 11 



FIGURA 12 

A. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio 96h. 

Observar o enrugamento do epitélio lamelar ( f ) , a hiperplasia e a pouca nitidez dos 

espaços sanguíneos (es). Observam-se, também, células em degeneração celular (dc), 

núcleos picnóticos (y) e necrose celular (n). (HE lOOOx-escala lOpim). 

B. Vista superficial do epitélio das lamelas primárias em exposição ao mercúrio 96h. 

Observar a diminuição das microssaliências (Di). (MEV 3482x-escala 3(j.m). 

C. Vista superficial da porção apical das lamelas primárias expostas ao mercúrio 96h. 

Observar a ruptura do epitélio ( ^ ) . (MEV 35 lx-escala 30jim). 

D. Secção do tecido hepático em exposição ao mercúrio 2h.Observar a necrose celular 

(n), degeneração celular (dc), e a presença de núcleos picnóticos ( ( HE lOOOx-escala 

lOjxm). 

E. Secção do tecido hepático em exposição ao mercúrio 4h. Observa-se grânulos 

amarelo-marrons no citoplasma dos hepatócitos (ga), núcleos picnóticos (y ) , degeneração 

celular (dc) e necrose celular (n). (HE lOOOx-escala lOfim). 
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FIGURA 12 



A. Secção do tecido hepático em exposição ao mercúrio 8h. Observar núcleos 

picnóticos (y) e degeneração celular (dc). (HE lOOOx-escala lOjim). 

B. Secção do tecido hepático em exposição ao mercúrio 24h. Observar a semelhança 

das alterações morfológicas com o tecido da figura 13A Núcleos picnóticos ( y ) e 

degeneração celular (dc). (HE lOOOx-escala lOjim). 

C. Secção do tecido hepático em exposição ao mercúrio 48h. Observar a degeneração 

celular (dc), hemáceas com formato irregular (+), presença de grânulos eosinofílicos no 

citoplasma das hemáceas (ge), vacuolização citoplasmática (v), núcleos picnóticos ( y ) e a 

presença de grânulos amarelo -marrons no citoplasma dos hepatócitos (ga). (HE lOOOx-

escala lOpim). 

D. Secção do tecido hepático em exposição ao mercúrio 96h. Observar o aspecto 

inchado do tecido hepático ( i ), a presença de grânulos amarelo-marrons (ga), hemáceas 

com formato irregular núcleos picnóticos ( y ) , vacuolização citoplasmática (v) e 

degeneração celular (dc). (HE lOOOx-escala lOpim). 

E. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio em ambiente 

ácido 2h. Observar a constricção dos espaços sangüíneos nas lamelas secundárias (c), o 

enrugamento do epitélio lamelar ( f ), grânulos eosinofílicos no citoplasma das hemáceas 

(ge), a presença de células em degeneração celular (dc), núcleos picnóticos ( y ). (HE 

lOOOx-escala lOjim). 

F. Vista superficial do epitélio das lamelas primárias expostas ao mercúrio em 

ambiente ácido 2h. Observar a diminuição das microssaliências em algumas células epiteliais 

(Di). (MEV 2802x-escala 4jim). 
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FIGURA 13 



A. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio em ambiente 

ácido 4h. Observar o enrugamento do epitélio lamelar ( t ) a presença de células em 

degeneração celular (dc) e de núcleos picnóticos ( y ). (HE lOOOx-escala 10|im). 

B Vista superficial do epitélio das lamelas primárias expostas ao mercúrio em 

ambiente ácido 4h. Observar a diminuição das microssaliências das células epiteliais nas 

regiões próximas as lamelas secundárias (Di). ( MEV 2370x-escala 4|im). 

C. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio em ambiente 

ácido 8h. Observar o enrugamento do epitélio lamelar ( f ), congestão sangüínea (cs), 

células em degeneração celular (dc), grânulos eosinofílicos no citoplasma das hemáceas 

(ge), e núcleos picnóticos (HE lOOOx-escala lO îm). 

D. Vista superficial do epitélio das lamelas primárias expostas ao mercúrio em 

ambiente ácido 8h. Observar o desaparecimento das microssaliências das células epiteliais 

(De). (MEV 3070x-escala 3 um). 

E. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio em ambiente 

ácido 24h. Observar a separação do epitélio lamelar ( | ) , a presença de grânulos 

eosinofílicos nas hemáceas (ge), hemáceas degeneradas (dc) e alteradas em sua forma e 

tamanho (-¥-), núcleos picnóticos (y), células em degeneração celular (dc) e necrose celular 

(n). (HE lOOOx-escala 10|im). 

F. Vista superficial do epitélio das lamelas primárias expostas ao mercúrio em 

ambiente ácido 24h. Observar a diminuição das microssaliências das células epiteliais (Di) e 

alteração da disposição (a). ( MEV 3482x-escala 3(j.m). 
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FIGURA 14 



A. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio em ambiente 

ácido 48h. Observar a separação do epitélio lamelar ( | ) , hemáceas em degeneração celular 

(dc) e núcleos picnóticos ( f ) . (HE lOOOx-escala 10|am). 

B. Vista superficial do epitélio das lamelas primárias expostas ao mercúrio em 

ambiente ácido 48h. Observar a diminuição das microssaliências das células epiteliais (Di). 

(MEV 3687x-escala 3|am). 

C. Secção longitudinal das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio em ambiente 

ácido 96h. Observar a degeneração das células epiteliais, das células pilares e das hemáceas 

(dc), espaços sangüíneos pouco nítidos (es) e necrose celular (n). (HE lOOOx-escala 

10|im). 

D. Vista superficial da porção apical das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio 

em ambiente ácido 96h. Observar a ruptura epitelial ( f ) no epitélio das lamelas primárias. 

(MEV 351x-escala 30^un). 

E. Vista superficial da porção apical das lamelas branquiais em exposição ao mercúrio 

em ambiente ácido 48h. Observar a integridade do epitélio das lamelas primárias (MEV 

351x-escala 30|im). 

F. Vista superficial do epitélio das lamelas primárias expostas ao mercúrio em ambiente 

ácido 96h. Observar a alteração na disposição (a) e na diminuição das microssaliências das 

células epiteliais (Di) e a ruptura epitelial ( f ) . (MEV 2370x-escala 4jim). 
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FIGURA 15 



FIGURA 16 

A. Secção do tecido hepático exposto ao mercúrio em ambiente ácido 2h. Observar 

núcleos picnóticos (f) e degeneração celular (dc). (HE lOOOx-escala lO îm). 

B. Secção do tecido hepático exposto ao mercúrio em ambiente ácido 4h. Observar 

núcleos picnóticos degeneração celular (dc) e a presença de grânulos amarelo-marrons 

(ga). (HE lOOOx-escala lO^m). 

C. Secção do tecido hepático exposto ao mercúrio em ambiente ácido 8h. Observar a 

vacuolização citoplasmática dos hepatócitos (v), degeneração celular (dc) , núcleos 

picnóticos ()f) e inchaço celular ( i ) . (HE lOOOx-escala lO îm). 

D. Secção do tecido hepático exposto ao mercúrio em ambiente ácido 24h. Observar 

a vacuolização citoplasmática dos hepatócitos (v), degeneração celular (dc) , núcleos 

picnóticos ( f ) e presença de grânulos amarelo-marrons (ga). (HE lOOOx-escala lOfim). 

E. Secção do tecido hepático exposto ao mercúrio em ambiente ácido 48h. Observar 

a vacuolização citoplasmática (v), o inchaço celular ( i ) , núcleos picnóticos ( a presença 

de grânulos pardos (gp) e a degeneração celular (dc). (HE lOOOx-escala 10|j.m). 

F. Secção do tecido hepático exposto ao mercúrio em ambiente ácido 96h. Observar a 

vacuolização citoplasmática (v), o inchaço celular ( i ), a degeneração celular intensificada 

(dc) e a presença de grânulos pardos grandes (gp). (HE lOOOx-escala 10|am). 
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FIGURA 16 



5. DISCUSSÃO 

Nas últimas décadas houve um crescente esforço direcionado ao estudo da poluição 

do ambiente aquático, principalmente no que se refere a interações de dois ou mais 

poluentes no mesmo organismo (PELLETIER, 1985). 

A poluição por mercúrio e por águas ácidas tem sido reconhecida em muitas áreas do 

mundo por interferir na saúde dos organismos. JARDIM (1983) relatou o desaparecimento 

da vida aquática em alguns rios do País de Gales devido a contaminação por mercúrio. 

BAKIR et al., 1973 relataram que em Minamata e Niigata foram registrados 1200 casos de 

homens contaminados por metilmercúrio em 1956. CAHON et al. (1987) verificaram que 

em águas acidificadas ocorre a redução da variedade das espécies e dominância por poucas 

espécies. PACKER e DUNSON (1969) relataram que rios da Pensilvânia não conseguem 

manter populações de peixes devido a condições de pH baixo. BEAMISH (1976) verificou 

que em condições ácidas as fêmeas de algumas espécies não ovulam. 

O efeito da interação do mercúrio com águas ácidas vem sendo estudado por 

pesquisadores tendo sido analisada no comportamento bioquímico do mercúrio (STEFFAN 

et al., 1988; BLOOM et al., 1991) e na concentração de mercúrio em peixes 

(DRUMMOND et al., 1974; STEFFAN et al., 1988; BLOOM et al., 1991; WREN et al., 

1991). 

A concentração letal (LC 50) de mercúrio inorgânico é bastante variada entre as 

espécies. WHO (1991) estabeleceu a LC 50 para peixes de água doce variando entre 33 à 

400(ig Hg/L. Já DIAZ et al. (1994) determinaram a concentração de 0,14 à 0,970 ppm 

para peixes de água doce e 0,043 à 1,72 ppm para peixes eurialinos. DELAMARRE e 



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 e SOMANI (1980) 

determinaram a concentração de 0,25 ppm como sendo letal para 90% dos indivíduos de 

Puntius sophore. 

A concentração letal de mercúrio inorgânico obtida para M. roosevelti foi de 0,2 mg 

Hg/L. A concentração subletal foi estabelecida em 0,1 mgHg/L. Entretanto para outra 

espécie nativa, Trichomycterus brasiliensis (OLIVEIRA RIBEIRO et. al. 1995), a 

concentração de 0,1 mgHg/L foi letal em menos de 24 horas. 

A diferença da concentração letal de mercúrio para as duas espécies nativas poderia 

ser atribuída a adaptação a hábitos de vida diferentes, a espécie Trichomycterus brasiliensis 

caracteriza-se por ser peixe de fundo, carnívoro e com maior atividade natatória noturna. A 

espécie M. roosevelti caracteriza-se por ser um peixe de coluna d'água com pouco 

contato com o sedimento, preferencialmente herbívora e com maior atividade natatória 

diurna. 

Como o mercúrio é um metal pesado que tende a acumular-se em sedimentos, um 

peixe de hábito de fundo tenderia a um contato mais prolongado e com uma maior 

concentração de mercúrio. A sensibilidade dos peixes a este metal, talvez, fizesse com que 

eles se afastassem do local contaminado quando o metal estivesse em concentrações baixas. 

A maior deposição do mercúrio em sedimentos foi verificada por MALM et al. (1990) que 

registraram uma concentração de 157 jigHg/g em sedimento no fiando do Rio Madeira e em 

peixes desta região uma concentração de 2,7 ngHg/g. 

Outro fator importante a ser salientado é a diferença na constituição da pele do corpo, 

sendo Trichomycterus brasiliensis um peixe coreáceo e M. roosevelti um peixe com 

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



superfície corporal. Na realidade não se determinou quanto do metal foi efetivamente 

absorvido e causou as patologias observadas. A concentração subletal é apenas aquela com 

a qual o peixe esteve em contato. 

Segundo vários autores existem uma série de fatores que podem modificar o efeito 

tóxico do mercúrio no organismo dos peixes, como por exemplo a época da reprodução. 

Assim, NICOLETO e HENDRICKS (1988) verificaram níveis mais elevados de mercúrio 

em fêmeas que em machos pela maior ingestão de alimento pelos primeiros na época da 

reprodução. Portanto, nesta época, a mesma concentração de mercúrio no meio seria mais 

tóxica para as fêmeas. AKDELASZEK e HAINES (1981) verificaram que o alto nível de 

mercúrio característico de certas espécies de peixes pode ser o resultado de sua posição no 

nível trófico, sendo mais alto quanto mais alta a posição do organismo na cadeia alimentar. 

WOBESER (1975b) encontrou, para Salmo gairdneri, um aumento da resistência 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 população. 

O nível de tolerância à acidez ambiental também revela-se muito variada entre as 

espécies. HILL et al. (1988) verificaram que o limite de tolerância inferior para Micropíerus 

dolomieui é de 5.5, espécie bastante suscetível a acidificação. PLAYLE e WOOD (1989) 

relatam que a LC 50 para Salmo gairdneri é o pH 4.3 em 12 horas de exposição. JAGOE e 

HAINES (1983) verificaram para Salvelinus alpinus oquassa a morte de 4 indivíduos em 7 

no pH 4 em experimentos de 96 horas. 

Casos de animais extremamente tolerantes também já foram reportados. KAWALL 

(1993), mostrou que o peixe Gymnocorymbus íemetzi é uma espécie com alta tolerância à 

acidez já que mais que 50% dos indivíduos sobreviveram a um pH 3 por 96 horas. Já 

DUNSON et al. (1977) registraram para a espécie Cheirodon axelrodi a tolerância ao pH 



3 por 2,4 horas em pH 3,25 por 7 horas. 

O "European Inland Fishiries Adivisory Commission " (1969) recomendou a adoção 

de um intervalo de pH 5,0 a 9,0 como um critério de qualidade aceitável da água para 

peixes de água doce, mesmo que não tenha sido determinado a resposta crônica subletal 

deste intervalo (HARGIS, 1976). 

Assim M. roosevelti, está no limite inferior da faixa considerada como de qualidade 

aceitável, já que o nível de pH 5,0 mostrou ser subletal no decorrer de 96 horas. 

Ao analisarmos os níveis de concentração letal de mercúrio e de águas acidificadas 

entre as espécies de peixes verificamos a grande variabilidade desses níveis. Esta 

variabilidade não nos permite fazer uma generalização desses níveis entre as espécies e sim 

conhecer esses valores, para que, estudos sejam realizados em níveis subletais desses 

poluentes. Níveis subletais que são considerados seguros por não provocarem a morte dos 

indivíduos podem, entretanto, causar alterações significativas nas funções vitais, 

comprometendo a saúde dos organismos temporariamente ou até para o resto da vida. 

Nesse trabalho buscou-se primeiramente a caracterização dos níveis subletais de águas 

ácidas e mercúrio inorgânico para o peixe M. roosevelti. A partir deste ponto fez-se o 

estudo interativo desses poluentes com o emprego de bioensaio seguido de análise 

histopatológica. O bioensaio é uma técnica que permite total controle de cada um dos 

fatores e de sua ação conjunta, ao longo do tempo, com manutenção da constância dos 

outros fatores ambientais. É recomendado para avaliações da qualidade do meio ambiente 

(CAIRNS e DICKSON, 1973; FANTA-FEOFILOFF, 1983; FANTA-FEOFILOFF et al„ 

1983; FANTA-FEOFILOFF et ai, 1986; SILVA et al., 1993) 

A análise histopatológica foi realizada tanto no tecido branquial como no hepático. 

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

sítio primário à ação de agentes tóxicos devido a seu contato direto com o meio aquoso e é 



um útil indicador da qualidade ambiental (MALLATT, 1985). 

No tecido branquial do peixe M. roosevelti foram observadas várias alterações 

morfológicas deletérias em exposição subletal tanto do mercúrio como de águas ácidas, bem 

como quando da interação dos agentes poluentes. 

A ação da água acidificada fez-se sentir já nos primeiros horários de exposição. Após 

2h de exposição das brânquias ao ambiente ácido foram observadas várias alterações entre 

elas o enrugamento epitelial. O enrugamento epitelial pode ter ocorrido segundo 

CHEVALIER et al.(1985), devido a perda de água para o meio externo hipertônico. 

Segundo MALLATT (1985) esta alteração ocorre com muito pouca frequência em 

organismos expostos a diversos poluentes ambientais, aparecendo menos de dez vezes em 

uma análise de 130 publicações. 

Em M. roosevelti exposto em água acidificada os problemas circulatórios não foram 

intensos, pois não foram verificados casos de hemorragia nem congestão sanguínea. Foram 

observadas apenas alterações que revelam o comprometimento de algumas hemácias, que 

sugere uma redução na capacidade de captação do oxigênio. BUTLER et al. (1992) 

evidenciaram a hemoconcentração aumentando a viscosidade do sangue. CHEVALIER et 

al. (1985) verificaram alterações circulatórias somente em pHs inferiores a 5,0. FROMM 

(1980) relaciona as alterações circulatórias com a diminuição da capacidade de transporte 

de oxigênio pela hemoglobina devido a alta concentração de íons hidrogênio. 

A diminuição das microssaliências do epitélio lamelar, a ruptura epitelial e o 

aparecimento de focos de hiperplasia foram registrados entre 8 e 48 horas, após a exposição 

ao ácido, não persistindo, entretanto, até às 96 horas. Ao contrário, após 96h de exposição 

o tecido apresenta uma recuperação sugerindo que o animal pode ter se adaptado ao meio 

ocorrendo uma acomodação tecidual ao estresse ácido. JAGOE e HAINES (1983) 

estudando o efeito de estresse ácido agudo no peixe Salvelinus alpinus oquassa verificaram 



o desaparecimento das microssaliências do epitélio lamelar, o enrugamento do epitélio das 

lamelas secundárias e hiperplasia intensa com fusão das lamelas secundárias adjacentes. 

Segundo MALLATT (1985) a hiperplasia caracteriza uma resposta de defesa do organismo 

pelo aumento da distância a ser cruzada pelo agente agressor no tecido, mas que pode vir a 

causar sufocamento. Já a ruptura epitelial é um efeito deletério do agente agressor ao 

organismo. 

As microssaliências são estruturas frequentemente encontradas na superfície branquial 

dos peixes, com localização e funções que geram discussão (STOFELLA, 1994). Em M. 

roosevelti as microssaliências foram observadas no epitélio das lamelas primárias. Já 

PEREIRA (1988) observou no peixe Scophthalmus aquosus microssaliências em células 

epiteliais das lamelas secundárias. Com relação ao desaparecimento das microssaliências 

HUGHES (1979) comenta que as diferentes funções desta estrutura ficariam 

comprometidas como o aumento da superfície respiratória, a produção de microturbulência 

que favoreceria a captação de oxigênio e o ancoramento do muco com finalidade de 

proteção contra agentes microbianos. Já HOSSLER et al. (1986) sugerem que serviria para 

reduzir a espessura da barreira sangue-água, facilitando as trocas gasosas. 

A ação tóxica do mercúrio no tecido branquial pode ser percebida já nos primeiros 

horários de exposição quando entre 2 e 8h verifica-se entre outras alterações a separação do 

epitélio lamelar, quadro este que persiste no decorrer das 48 horas de exposição. 

A separação do epitélio lamelar foi causada tanto pelo mercúrio quanto pela atuação 

do mercúrio em água acidificada. MALLATT (1985) relata essa alteração como a mais 

comum das alterações registradas entre as substâncias tóxicas. Ocorreria devido a 

infiltração de fluído podendo causar hipoxia no peixe. MACHADO (1995) também 

registrou esta lesão no peixe M. roosevelti exposto a organofosforado em concentrações 

letais e subletais. Já DAYE e GARSIDE (1975) registraram a separação do epitélio apenas 



em pH letal. KAWALL (1993) observou a separação do epitélio lamelar em pH 4,5. 

KANGAROT e SOMANI (1980) encontraram no peixe Puntius sophore, exposto 

ao mercúrio, alterações morfológicas bastantes semelhantes às apresentadas por M 

roosevelti. Porém a hiperplasia foi observada em 96 horas após exposição ao mercúrio em 

M. roosevelti, enquanto que em Puntius sophore sua expressão mais acentuada e com fusão 

lamelar foi às 24 horas. Essa diferença no tempo e na intensidade do aparecimento da 

hiperplasia provavelmente deve-se ao fato da concentração empregada para Puntius 

sophore ter sido letal em 24 horas de exposição. Para OLIVEIRA RIBEIRO et al. (1994) a 

fusão lamelar também foi verificada em exposição à concentração letal em 24h. 

DAOUST et al. (1984) verificaram hipertrofia e hiperplasia levando a fusão lamelar 

no tecido branquial de peixes expostos a concentração de 0,35 mg/L de mercúrio e 0,135 

mg/L de cobre. Segundo estes autores a fusão lamelar poderia ser causada pela alteração 

da carga das glicoproteínas de membrana pelos cátions dos metais pesados, interferindo nas 

atividades de crescimento e reconhecimento celular. 

HANDY e PENRICE (1993) verificaram em administração oral de mercúrio, além da 

hipertrofia e hiperplasia, o aumento de melanomacrófagos. OLIVEIRA RIBEIRO et al. 

(1994) em 4h de exposição ao mercúrio inorgânico verificaram hipertrofia e acúmulo de 

polimorfonucleados. 

Os pontos de ruptura epitelial verificados após 96 horas de exposição ao mercúrio 

inorgânico refletem o seu poder deletério sobre o tecido branquial. MALLATT (1985) 

verificou em análise estatística dos resultados de 130 publicações que a necrose do epitélio 

lamelar é a alteração mais frequentemente associada com metais pesados e entre esses o 

mercúrio mostrou-se especialmente citotóxico. 

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

membrana celular é a organela alvo ao efeito do mercúrio. A sua ação aumentaria a 



permeabilidade à cátions monovalentes e outras pequenas moléculas. REDDY et al. (1988) 

evidenciaram a inibição das enzimas de membrana Ca44 ATPase e Na+K+ ATPase. RANA e 

SHARMA (1982) verificaram que a inibição de enzimas como a glucose-6-fosfatase pode 

causar danos no retículo endoplasmático e de desidrogenases danos na mitocôndria. Esta 

ação do mercúrio na membrana celular, em enzimas e também em outras moléculas é 

causada pela interação do mercúrio com grupos sulfidrílicos presentes nos componentes 

celulares (RANA e SHARMA, 1982; THOMAS e WOFFORD, 1984; ALLEN et al., 1988; 

BARGHIGIANI et al., 1989; HEISINGER e WAIT, 1989; BAATRUP, 1991). 

A diminuição das microssaliências das células epiteliais apresentou-se acentuada às 4 

horas de exposição voltando ao padrão normal ao término do experimento. PEREIRA 

(1988) encontrou a fragmentação das microssaliências em exposição crônica à concentração 

de 10|ig/L de mercúrio. 

Na análise histopatológica do tecido branquial submetido a ação do mercúrio 

inorgânico com água acidificada a pH 5,0 verificou-se que a acidez da água interfere na 

toxicidade do mercúrio intensificando o seu poder agressor. Isto ficou bem demonstrado 

pois, após 96 horas de exposição, verificamos no tecido branquial a ruptura epitelial em 

toda a extensão da superfície lamelar. Tal alteração compromete o funcionamento normal 

do órgão, afetando, não só, a função de troca gasosa, como também, a de barreira física à 

entrada de agentes tóxicos e ao ataque de microorganismos oportunistas. 

A entrada dos tóxicos mercúrio e íons hidrogênio presentes na água faz-se 

principalmente pela sua absorção através do epitélio branquial (OLSON et al., 1973), 

seguindo a distribuição pelo organismo através da circulação sangüínea. Como o fígado está 

envolvido em uma série de processos metabólicos vitais, dentre eles o importante papel na 

metabolização de agentes tóxicos, geralmente é um órgão alvo a ação destes poluentes. 

Nas três situações experimentais sob as quais o peixe M. roosevelti foi submetido: 



água acidificada à pH 5,0, mercúrio inorgânico e mercúrio inorgânico em água acidificada à 

pH 5,0 foram verificadas histopatologias hepáticas, comprovando que o fígado é um órgão 

alvo a ação destes poluentes. O que diferenciou nas três situações experimentais foram as 

intensidades das histopatologias evidenciadas. 

BANO e HASAM (1990) verificaram no peixe Heteropneustes fossilis exposto a 0,2 

mg/L de mercúrio por 30 dias necrose focal, desorganização dos cordões hepáticos, atrofia 

centrilobular e hipertrofia dos hepatócitos. STUDNICKA (1984) em 6 imersões do peixe 

Ictalurus nebulosus na concentração de 0,15 mgHg/L verificou congestão, degeneração e 

necrose do tecido hepático. KRÜGER (1993) submetendo o peixe Rutilus rutilus a água 

ácida de pH inconstante de 5.5 a 6.7, observou perda de glicogênio, atrofia, núcleos 

picnóticos e degeneração vacuolar dos hepatócitos. 

No peixe M. roosevelti a vacuolização citoplasmática nos hepatócitos apresentou-se 

mais intensificada nas primeiras horas de exposição em água acidificada à pH 5,0 . Para o 

mercúrio inorgânico e na ação da interação dos dois agentes tóxicos apresentou-se 

intensificada em 96 horas de exposição. Segundo H3BIYA (1982) esta vacuolização 

caracteriza a degeneração hidrofilica, ou seja a precipitação de proteínas no citoplasma dos 

hepatócitos. 

Mesmo em baixa concentração, o mercúrio pode desativar enzimas sulfidrílicas e 

precipitar proteínas, o que o caracteriza como um veneno celular potente porém 

inespecífico. Por BOSE et al. (1993) foi verificada a interação do mercúrio não só com 

proteínas, como também com o DNA e RNA em frações subcelulares do fígado. E. 

justamente a partir deste efeito primário do mercúrio nos componentes celulares que lesões 

morfológicas são observadas nos tecidos. 

Com relação ao mercúrio inorgânico sabe-se que o fígado é um sítio de 

concentração via sangue, com capacidade alta de acumulá-lo e baixa de eliminá-lo 



(JULSHAMMN, 1982). BAATRUP et al., (1986) demonstraram histoquimicamente a 

presença do mercúrio inorgânico nos lisosomas dos hepatócitos expostos ao mercúrio por 

14 dias. HANDY e PENRICE (1993 ) evidenciaram no fígado o aumento significativo de 

mercúrio nos primeiros sete dias, seguindo por um período aparente de eliminação do 

tóxico. 

O inchaço celular apresentou-se com maior intensidade às 96 horas nas três situações 

experimentais. Em águas ácidas neste mesmo tempo de exposição o inchaço foi mais 

marcante. KAWALL (1993) observou no pH 5,0 inchaço dos hepatócitos, o qual 

acentuava-se à níveis de pH inferiores. 

O aumento observado dos grânulos amarelo-marrons no tecido hepático pode ter sido 

em decorrência da estagnação da bile. Este aumento verificado com maior intensidade na 

interação dos agentes tóxicos. Tanto o aparecimento dos grânulos amarelo-marrons nos 

hepatócitos quanto o aparecimento dos grânulos eosinofílicos nas hemáceas confirmam a 

caracterização da indução da degeneração celular pelos agentes tóxicos (HIBIYA, 1982). 

A evidenciação dos núcleos picnóticos nas três situações experimentais não foi 

marcante o suficiente para possibilitar a caracterização da intensidade de injúria pelos 

agentes tóxicos. AL-SABATI (1994) verificou o efeito genotóxico do mercúrio pela 

indução do aparecimento de micronúcíeos nos eritrócitos do peixe Carasius auratus 

gibelio. 

Tanto o tecido hepático como o branquial revelaram-se mais sensíveis à ação dos dois 

agentes tóxicos quando atuavam simultaneamente do que a cada um dos agentes 

isoladamente. Esta intensificação da ação do mercúrio em pH ácido pode ter se dado pela 

somatória de alguns fatores como a maior estabilidade química do mercúrio em pH ácido e 

o efeito agressor do mercúrio somado com o efeito da acidez. DRUMMOND et al. (1974) 

observaram em brânquias de truta em exposição ao mercúrio inorgânico em pH 6,0 o 



aumento de 0,2 para 3.6 ugHg/g. Isto sugere que em pH ácido ocorre a entrada de uma 

maior concentração de mercúrio no organismo via tecido branquial. Esta maior entrada 

poderia ser explicada por STEFFAN et al. (1988 ) que verificaram a perda do mercúrio por 

volatilização de apenas 2% sob condições de acidez e o aumento da concentração de 

mercúrio em peixes de lago de pH baixo. 

Se realmente ocorreu um aumento da concentração do mercúrio na água, isto pode 

ter levado a uma entrada maior do metal no organismo do peixe. VERMA et al.(1984) 

verificaram que a toxicidade do mercúrio aumenta com a mudança de pH 7.8 para 5.8. 

RICHARDSON et al. (1995) verificaram, em peixes consumidos pela população humana 

local, aumento do nível de mercúrio em lagos de níveis baixos de pH. 

Assim, em regiões geográficas com águas interiores naturalmente acidificadas ou em 

áreas industrializadas o aporte de um metal pesado como o mercúrio causará danos 

potencialmente maiores à fauna de peixes do que em regiões onde a água tiver pH neutro, 

mesmo que as concentrações de mercúrio sejam consideradas subletais. 



6.CONCLUSÕES 

6.1. A morfologia do tecido branquial de M. roosevelti é semelhante à da maioria dos 

peixes teleósteos; as lamelas primárias caracterizam-se por apresentarem epitélio formado 

por células de contorno poligonal; as lamelas secundárias são foliáceas, triangulares, 

caracterizando-se por apresentar epitélio simples pavimentoso de superfície lisa, com 

espaços sangüíneos delimitados por células pilares. Estes aspectos permanecem inalterados 

em todas as situações experimentais. 

6.2. O tecido hepático do peixe M. roosevelti difere do de alguns dos peixes teleósteos, 

pois os hepatócitos são arranjados aleatoriamente em todo o tecido e seu arranjo 

permanece inalterado em todas as situações experimentais. 

6.3. As patologias apresentadas pelo tecido branquial sob o efeito de água acidificada, de 

mercúrio inorgânico à concentração de 0,1 mg/L e da interação destes poluentes foram: 

enrugamento epitelial, células com formatos irregulares, núcleos picnóticos, degeneração 

celular, necrose celular, grânulos eosinofílicos, constricção dos espaços sangüíneos, 

diminuição das microssaliências das células epiteliais das lamelas primárias e ruptura 

epitelial. Hiperplasia foi observada somente no tecido exposto em água acidificada e em 

mercúrio inorgânico. Separação do epitélio lamelar e congestão sangüínea foram 

observadas somente no tecido exposto ao mercúrio inorgânico e na interação do mercúrio 

com água acidificada. 



6.4 As histopatologias hepáticas apresentadas sob o efeito de água acidificada, mercúrio 

inorgânico a concentração de 0,1 mg/L e na interação destes poluentes foram: 

vacuolização citoplasmática, núcleos picnóticos, degeneração celular, necrose celular, 

inchaço celular, grânulos eosinofílicos nas hemáceas e grânulos amarelo-marrons nos 

hepatócitos. 

6.5. De acordo com a intensidade das histopatologias observadas nos experimentos, o 

peixe M. roosevelti mostrou-se mais sensível à ação de mercúrio inorgânico quando em 

água acidificada do que à ação de cada um dos agentes tóxicos isoladamente. 



APÊNDICE 1: SOLUÇÕES E CORANTES 

ÁCIDO SULFÚRICO 0,1M 

Volume da solução: 50 ml 

Ácido sulfúrico 2,71 ml 

Água destilada 50,00 ml 

Preparo: Adicionar o ácido sulfúrico em água destilada. 

Bibliografia: PIMENTEL, 1966 

FIXADOR BOUIN 

Volume da solução: 50 ml 

Solução aquosa de ácido pícrico saturada 37,50 ml 

Formaldeído 12,50 ml 

Ácido acético glacial 2,50 ml 

Preparo: Misturar os componentes da fórmula. Adicionar o ácido acético glacial 

no momento do uso. 

Bibliografia: CULLING et al., 1985 



MERCÚRIO INORGÂNICO- SOLUÇÃO ESTOQUE 

Volume da solução: 500 ml 

Cloreto de mercúrio 0,50 g 

Água destilada 500 ml 

Preparo: Misturar os reagentes até obter uma solução homogênea. A partir 

desta solução estoque , efetuar diluições para as concentrações de 0,2 mg Hg/ ml, 

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

Bibliografia: PIMENTEL, 1966 

GLUTARALDEÍDO a 3% em TAMPÃO CACODILATO 

Volume da solução: 50 ml 

Glutaraldeído em solução aquosa 50% 

Ácido cacodílico 0,4M 

Água destilada 

. . .3 ml 

.25 ml 

22 ml 

Preparo: Misturar os componentes da fórmula com luvas e máscara e sob 

capela. Conservar a solução fixadora sob refrigeração (± 4°C) e aferir o pH para 

7,2 com soluões de HC1 ou NaOH. 

Bibliografia: modificado a partir de GLAUBERT, 1986. 



ALBUMINA DE MAYER 

Volume da solução: 50 ml 

Glicerina 1 parte 

Clara de ovo 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 

refrigeração. 

Bibliografia: CULLING et al., 1985. 

HEMATOXILINA DE HARRIS 

Volume da solução: 50 ml 

Hematoxilina 0,25 g 

Alúmen de potássio ou de amónio 5,00 g 

Óxido de mercúrio vermelho 0.12 g 

Álcool 95% P. A 2,50 g 

Ácido acético glacial 1,20 ml 

Água destilada 50,00 ml 

Preparo: Dissolver a hematoxilina no álcool 95% e reservar. Dissolver o 

alúmen de potássio em água destilada fervente. Misturar as duas soluções e 

adicionar o óxido de mercúrio vermelho. Esfriar em água corrente, filtrar e 

adicionar ácido acético. 

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



EOSINA 

Volume da solução: 50 ml 

Eosina 0,50 g 

Álcool 95% P. A 40,00 ml 

Água destilada 10,00 ml 

Preparo: Para a solução estoque, misturar os reagentes até obter uma solução 

homogênea. A solução para uso terá uma parte de eosina 1% e três partes de 

álcool a 80% P A. Acrescentar 0,50 ml de ácido acético glacial para cada 95 ml 

de solução de eosina para uso. 

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



APÊNDICE 2: COLORAÇÃO EM MICROSCOPIA ÓPTICA 

1 Hematoxilina e Eosina 

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

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

cada. 

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

d. Corar com Hematoxilina de Harris por 3 minutos. 

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

f. Contra-corar com Eosina por 2 minutos. 

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

h. Desidratar em série crescente e gradual de álcoois 95% ( rapidamente ), 100%e 100%, 

por 3 minutos cada. 

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

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

K. Montar lâminas permanentes. 
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