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Tempo rei, 6 tempo rei, 6 tempo rei
Transformai as velhas formas do viver !

G. Gil.
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RESUMO

As branquias do pacu Metynnis roosevelti assemelham-se as da maioria dos teledsteos
de agua doce. O epitélio que reveste as lamelas respiratérias é simples pavimentoso, e
sua superficie externa é lisa, sem microssaliéncias. O grande numero de lamelas
respiratérias e filamentos branquiais longos estdo de acordo com o comportamento
bastante ativo desta espécie. A pouca quantidade de células de cloreto, distribuidas
apenas no epitélio do filamento branquial, sugere que as fungdes desempenhadas por
estas células sejam realizadas também pelas células pavimentosas do epitélio respiratério.
Células secretoras de muco, identificado como glicosaminoglicana acida sulfatada e
carboxilada, estiveram presentes nas regiées interlamelares.

Visando investigar os efeitos de um organofosforado sobre as branquias de um peixe
nativo, exemplares do pacu Metynnis roosevelti foram expostos a doses letais (7 ppm) e
subletais (1 ppm) de Mentox 600 CE, cujo principio ativo &€ o Paration metilicu.
Observagdes em Microscopia Optica evidenciaram enrugamento do epitélio das branquias,
seguido de descolamento do epitélio respiratério e hiperplasia, caracterizada por
multiplicacdo celular sobre a superficie respiratéria dos peixes. Estas alteracées,
acompanhadas por hipersecrecdo de muco que foi encontrado por sobre as lamelas
respiratorias, foram observadas em peixes expostos a 7 ppm do organofosforado e podem
ter sido a causa da morte dos animais. Na concentragcdo 1 ppm, as alteragbes foram
semelhantes, mas surgiram apds periodo de tempo maior. Nesta concentracdo, foi
realizado um estudo ultraestrutural, através da Microscopia Eletrénica de Varredura, que
indicou alteragcées na morfologia externa dos filamentos branquiais, como desorganizagéo
e consequente perda das microssaliéncias. Os resultados mostram que, mesmo em doses
subletais, o organofosforado podera levar o animal a sofrer consequéncias secundarias
decorrentes das alteragoes da superficie de trocas gasosas e idnicas.

see
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ABSTRACT

Gills are vital structures for fish, as they are the main site for gaseous exchange as well
as partially responsible for osmorregulation, acid-base equilibrium, excretion of nitrogenous
compounds and taste. To allow so many different functions they show many specialized
cells and structures in the region of the arches and of the branchial filaments with
respiratory lamellae. Gills of aquatic animals may indicate water quality as they are in close
contact with the environment. Thus, chemicals in the water may alter the normal
morphology of fish branquial cells that are, therefore, a useful model for environmental
impact and ecotoxicology studies.

The gills of Metynnis roosevelti, the brasilian native fish “Pacu”, are similar to those of
other Teleosteans. Arches and filaments epithelium is stratified and squamous cells at the
surface are polygonal with concentric microridges. Microridges are not seen at the epithelial
surface of respiratory lamellae. Chloride cells are rare and occur only at the filaments.
Mucus secretory cells, in the interlamellar region, produce acid glycosaminoglycans.

In order to investigate the effects of an organophosphorous compound, Methyl
Parathion, on the branquiae of fish, Metynnis roosevelti were exposed to a lethal (7 ppm)
and a sublethal (1 ppm) concentration of Mentox 600 CE. Through optical and scanning
electron microscopy the wrinkling of the branchial epithelium, followed by detachment and
hyperplasia were observed. Externally, gill flaments presented the gradual disappearance
of microridges.

One can conclude that, even in sublethal concentrations, the organophosphorates will
diminish health and fitness of these fish. This is a consequence of secondary effects
derived from important changes at the gill epithelium, responsible for providing adequate
levels of oxygen and ionic balance of the whole organism.

ix



1. INTRODUGAO

Os peixes exibem enorme diversidade morfolégica em sua biologia e nos habitats que
ocupam, constituindo aproximadamente a metade de todas as espécies de vertebrados ja
descritas. Estes animais ocorrem dos mares polares até o Equador, desde a superficie até
profundidades superiores a 9.000 metros, em pogas de marés costeiras ou em lagos a
mais de 4.500 metros de altitude, nos Andes. Vivem em aguas abertas, em fundo arenoso,
rochoso e lodoso, em fendas dos recifes de corais, em baias salgadas e estuarios, em rios
e lagos de agua acida ou alcalina, em aguas de cavernas, em fontes quentes, ou em
aguas polares (ROMER e PARSONS, 1985).

Adaptagbes morfo-funcionais selecionadas ao longo da evolugdo foram necessarias
para que os peixes obtivessem sucesso no povoamento de ambientes tdo diversos. Em
varias espécies, a bexiga natatéria, 6rgéo hidrostatico que auxilia no ajuste de gravidade
dos peixes em diferentes profundidades, pode contribuir no processo respiratério, servir
como o6rgdo de sentido, ou mesmo na produgdo de sons. Em outras espécies, fibras
musculares modificadas emitem impulsos elétricos que podem atordoar presas e evitar
predadores. Neste contexto adaptativo, entretanto, as branquias dos peixes exercem
papéis vitais, visto que, além de serem o principal sitio de trocas gasosas (HUGHES,
1966 ; HUGHES, 1982) também estdao envolvidas nos processos de osmorregulagédo
(GONZALES e McDONALD, 1992 ; FLIK e VERBOST, 1993 ; VERBOST et al., 1994),
equilibrio acido-basico (EPSTEIN et al., 1980 ; EVANS et al., 1982 ; LIN e RANDALL,
1991 ; McDONALD et al., 1991 ; GOSS et al., 1992), excregdo de compostos nitrogenados
(GOLDSTEIN, 1982 ; EVANS e CAMERON, 1986 ; SAYER e DAVENPORT, 1987) e
gustacao (HUGHES, 1982).

Os arcos branquiais apresentam expansdes, os rastros, direcionadas a cavidade
faringea, variando em forma, tamanho, quantidade e distribuicdo, para cada espécie.
Servem para protecdo dos filamentos branquiais' e, ainda, podem estar vinculados aos
habitos alimentares da espécie (EIRAS-STOFELLA, 1994).

Os peixes adquiriram grande eficiéncia na absorgéo do O, da &gua, gracas a estrutura
das branquias, que permite um fluxo constante de agua pelo epitélio respiratério, em
qualquer estagio da respiragao (PIIPER e SCHEID, 1982).

' Os termos filamentos branquiais e lamelas respiratérias, utilizados neste trabalho, s&o sindénimos de
lamelas primarias e lamelas secundarias, respectivamente.



No processo respiratério dos peixes, os opérculos fecham-se e a cavidade bucal
aumenta, permitindo a entrada de agua pela boca. Simultaneamente, as camaras
branquiais aumentam de volume, produzem uma presséo negativa, e a agua passa sobre
as branquias. Em seguida, a boca se fecha e as camaras branquiais contraem-se forgando
a agua para fora através das aberturas operculares. Em resumo, a cavidade bucal e as
camaras branquiais atuam alternadamente como bombas de succdo e pressio. para
manter um fluxo continuo de agua sobre as branquias (ROMER e PARSONS, 1985).

A diregc&o da corrente sanguinea nas lamelas respiratérias é oposta ao fluxo da agua. O
sangue, rico em CO, e pouco suprido de O,, que é trazido dos tecidos e bombeado pelo
coracdo até as branquias, passa entre as lamelas respiratérias em sentido contrario a
passagem de &gua, possibilitando as trocas gasosas. Este mecanismo, chamado de
contra-corrente, garante um suprimento de O,, mesmo que Os peixes vivam em aguas
paradas e com pouco O, dissolvido (WITHERS, 1992).

Ainda que os estudos morfolégicos e ultraestruturais tenham apontado para uma
\organizagéo geral basica para as branquias de peixes, as diferencas encontrada: podem
estar relacionadas a habitos particulares de cada espécie. Em geral, peixes menos ativos
tém a barreira agua-sangue mais espessa que peixes de maior atividade (HUGHES e
BYCZKOWSKA-SMYK, 1974).

A atividade dos peixes esta diretamente relacionada ao tamanho de sua superficie
branquial (HUGHES e BYCZKOWSKA-SMYK, 1974 ; DE JAGER e DEKKERS, 1975 ;
GALIS e BAREL, 1980 ; PREIN e KUNZMANN, 1987).

DE JAGER e DEKKERS (1975) registraram que o primeiro estudo comparativo do
aparelho respiratério de espécies bénticas e pelagicas somente ocorreu na década de 50.
Durante esse periodo, as pesquisas atribuiram a maior atividade dos peixes a espessura
da barreira agua-sangue, a afinidade do sangue ao O,, a porcentagem de hemaceas no
tecido muscular e ao desenvolvimento da cavidade opercular.

PREIN e KUNZMANN (1987), estudando duas espécies de peixes da mesma familia e
que vivem no mesmo habitat encontraram diferengas na morfologia branquial. A espécie
mais ativa apresentou maior numero de filamentos por arco branquial, além de mais
lamelas por filamento.

Varios autores tém descrito a morfologia branquial de diversas espécies de peixes
(HUGHES e BYCZKOWSKA-SMYK, 1974 ; HUGHES e DATTA-MUNSHI, 1978 ; HUGHES,
1979 ; LEWIS e POTTER, 1982 ; COUGHLAN e GLOSS, 1984 ; DATTA-MUNSHI e
HUGHES, 1986 ; METCALFE e BUTLER, 1986 ; HOSSLER et al.,, 1986 ; PREIN e



KUNZMANN, 1987 ; PERERA, 1993). Tais estudos evidenciam, basicamente, dois tipos de
epitélio : epitélio branquial e epitélio respiratério 2.

Revestindo o arco branquial, os rastros, os filamentos branquiais e as regides
interlamelares, encontra-se o epitélio branquial. Este epitélio é estratificado e composto por
diversos tipos celulares, incluindo as células pavimentosas, as células secretoras de muco
e as células de cloreto, além de botées gustativos e células de suporte néo diferenciadas.
O segundo tipo de epitélio € o chamado epitélio respiratério, o qual recobre as lamelas
respiratérias. Geralmente, é constituido de uma Gnica camada de células pavimentosas,
através das quais ocorrem as trocas gasosas entre o sangue e o meio (EVANS et al.,
1982).

E bastante comum encontrarmos na superficie externa das células que revestem o
epitélio branquial, arranjos concéntricos de elevacées da membrana, as microssaliéncias.
Sugere-se que tais microssaliéncias estejam relacionadas com a retencdo de muco sobre o
epitélio, para protegé-lo de alteragées ambientais. E menos comum, entretanto, a presenca
dessas microssaliéncias no epitélio respiratério (MALLATT, 1985).

PERERA (1993), estudando a ultraestrutura do epitélio branquial de Scomber
australasicus, descreve, além das células epiteliais, das células de cloreto e das secretoras
de muco, células contendo granulos de secregcao de diferentes formas e tamanhos, e
localizadas préximas a superficie do epitélio.

As células secretoras de muco sdo descritas como células grandes e similares as
encontradas na pele dos teledsteos. Ha registros de desmossomos entre estas células e
as células epiteliais adjacentes (PERERA, 1993), mas ha poucos dados a respeito da
constituicdo quimica das secregdes e de suas fungdes na fisiologia branquial.

As células secretoras de muco sao geralmente encontradas nos filamentos, mas o muco
pode ser encontrado sobre o epitélio respiratério em peixes expostos a condigées de
estresse, sugerindo que a camada de muco proteja as superficies lamelares contra
agentes infecciosos, toxicos e particulas em suspensao (MALLATT, 1985 ; POWELL et al,,
1992).

O epitélio repiratério estd apoiado sobre uma lamina basal e esta sobre um grupo de
células chamadas células pilares. O arranjo destas células permite a formag&o de canais

2 Alguns autores utilizam as denominagdes epitélio primario e epitélio secundario para descrever os
epitélios que revestem as lamelas priméaria e secundaria, respectivamente. Neste trabalho optou-se pelas

denominagdes epitélio branquial e epitélio respiratério para designar os epitélios que revestem os

filamentos branquiais e as lamelas respiratérias, respectivamente.



por onde circula o sangue. Tais canais ndo sdo endotélios verdadeiros, pois ndo sao
revestidos por epitélio. Sdo unicamente formados pelos prolongamentos citoplasmaticos
das células pilares.

Filamentos contrateis semelhantes a actomiosina, encontrados no citoplasma das
células pilares, sugerem uma fungdo contratil para estas células, e portanto, controladoras
do fluxo e da pressé&o sanguinea. A proximidade destes filamentos contrateis a colunas de
colageno reforcam a idéia de um mecanismo ativo de controle da circulagdo sanguinea nas
lamelas. As colunas de colageno seviriam para resistir a distensdo dos canais vasculares
sanguineos, tendo em vista que o sangue que passa pelas branquias é diretamente
bombeado do coragdo. As células pilares ainda podem ser influenciadas por reagentes
transportados pelo sangue. Mudancas na estrutura destas células teriam consideravel
efeito na dindmica cardio-vascular (BETTEX-GALLAND e HUGHES, 1973).

Os peixes apresentam a capacidade de manter a concentragdo osmética de seu fluido
corporal relativamente constante e, na maioria dos casos, diferente da concentragdo do
meio externo. Na agua doce, o fluido corporal de -peixes teledsteos & hiperosmético em
relacdo ao meio, fazendo com que ocorra influxo de agua do meio externo através dos
epitélios corporais dos rins, intestinos e branquias. Por outro lado, uma ocasional
deficiéncia ibnica € compensada em parte pela alimentacdo, mas principaimente pela
absorcéo ativa de ions ao longo do epitélio branquial, através das células de cloreto. No
ambiente marinho, entretanto, a situagdo é oposta e a diferenga na concentragdo osmética
entre o sangue dos peixes e a agua induz a uma perda de agua para o meio, além de
influxo de ions. Para compensar, os peixes marinhos ingerem grandes quantidades de
agua e reduzem o volume da urina. Mas juntamente com a absor¢do de agua ocorre
também a absorgdo de sais, que devem ser ativamente secretados para o meio
(WITHERS, 1992).

Ainda que as primeiras investigagcdes sobre os mecanismos de transporte de ions em
peixes tenham ocorrido na década de 30, ja se sabia que o principal sitio de regulagao
ibnica eram as branquias (EVANS et al., 1982). Entretanto, atualmente ha ainda muita
controvérsia a respeito dos possiveis mecanismos fisico-quimicos envolvidos no transporte
de ions e das células que participam deste processo.

E certa, no entanto, a participacdo das células de cloreto neste processo. S&o células
grandes, quando comparadas as demais células do epitélio branquial, e bastante ricas em
mitocéndrias, o que as relaciona a processos de transporte ativo de ions. Estudos
ultraestruturais descrevem as mitocéndrias em intimo contato com um bem desenvolvido



sistema de membranas que parece estar envolvido no transporte de ions, uma vez que é
acentuadamente desenvolvido quando a salinidade do meio aumenta (PISAM et al. 1987).
Mecanismos morfofuncionais de ajuste a salinidade ambiental como migragdo de celula e
alteracées na superficie de contato com o meio também foram descritas (FANTA et al,
1995)

Um modelo hoje bastante aceito para explicar o transporte de ions em peixes de agua
doce € o que acopla a captacdo de Na* a excrecado de NH," e H*, e a captacédo de Cl ~ ao
efluxo de HCO5™ (EVANS, 1987). Este transporte ocorre nas células de cloreto e depende
da enzima ATPase-Na-K, localizada na regido basolateral das células de cloreto. Em
peixes marinhos, a agcdo da enzima pode criar um potencial elétrico intracelular negativo,
ao retirar ions Na' do citoplasma das células de cloreto. Tal carga nagativa intracelular
seria a responsavel pela saida de Cl - para o meio externo, e o excesso de Na~ seria
eliminado via rota paracelular, entre as células de cloreto.

Segundo GOSS et al. (1992), pouco certa também é a localizacdo deste transporte de
ions nas brénquias de peixes de agua doce, visto que a populacéo de célilas de cloreto
nestes animais & bastante reduzida se comparada aos peixes de habitat marnho.
Baseados em estudos de microscopia eletrénica de transmiss&o, os autores propéem que
0 mecanismo de transporte de ions nas branquias de teledsteos de agua doce ocorra com
a participacédo, além das células de cloreto, das células pavimentosas. Tais estudos,
entretanto, requerem a confirmacgao de analises histoquimicas.

Os efeitos de poluentes em animais aqudaticos podem ser avaliados em estudos
populacionais, em particular através da avaliacdo da sobrevivéncia e do sucesso
reprodutivo das populacdes. Entretanto, tendo em vista a necessidade dos animais
aquaticos exporem ao ambiente grandes areas de um tecido delicado, como as brénquias,
estas podem servir como indicadores da qualidade da agua (RANKIN et al., 1982).

Durante o processo respiratdrio, o fluxo de agua que entra pela boca do peixe leva
consigo agentes irritantes, dissolvidos ou suspensos na agua. Os rastros impedem que
agentes solidos atravessem os filamentos branquiais, causando-lhes danos. Todavia, se os
agentes encontrarem-se dissolvidos na agua, inevitavelmente entrardo em contato com os
filamentos branquiais e com as lamelas respiratérias e, em altas concentragées, poderao
alterar a morfologia normal das branquias (LUVIZOTTO, 1994).

Pesticidas organicos (DAVIS e WEDEMEYER, 1971 ; McBRIDE e RICHARDS, 1975 ;
RAO e RAO, 1981 ; MALLATT, 1985 ; EVANS, 1987 ; LAURENT e PERRY, 1991, NOWAK,



1992 ; WENDELAAR BONGA e LOCK, 1992), detergentes (SCHMID e MANN, 1961 ;
ABEL, 1974 e 1976 ; BOLIS e RANKIN, 1980), acidos (DAYE e GARSIDE, 1980 ;
McDONALD, 1983 ; KAWALL, 1993), sais (HOSSLER, 1980 ; LUVIZOTTO, 1994 ; FANTA
et al, 1995), despejos industriais (MITZ e GIESY, 1985 ; STOKER et al, 1985 ; LINDESJOO
e THULIN, 1994), aménia (SMART, 1976 , ARILLO et al., 1979 ; SODERBERG et al . 1984)
e metais pesados (SKIDMORE, 1970 ; MATTHIESSEN e BRAFIELD, 1973 ; LOCK e van
OVERBEEKE, 1981 ; ORONSAYE e BRAFIELD, 1984 ; OLIVEIRA RIBEIRO et al, 1994),
além de provocarem alteragées nos epitélios das branquias, podem alterar a atividade da
ATPase-Na-K, e dessa forma, o fluxo normal de ions.

Isso despertou o interesse de pesquisadores, que passaram a utilizar as branquias de
peixes como modelo para estudos de impacto ambiental (MALLATT, 1985 ; EVANS, 1987 ;
McKIM e ERICKSON, 1991 ; LAURENT e PERRY, 1991 ; WENDELAAR BONGA e LOCK,
1992).

MALLATT (1985) realizou um levantamento estatistico sobre os tipos de respostas
branquiais frente a agentes fisicos e quimicos presentes no ambiente. O autor, que
analisou 130 publicacées cientificas, primeiramente listou a frequéncia de registro de cada
tipo de lesdo branquial. Em seguida utilizou estes dados para relacionar as lesdes
branquiais com a dose e o tipo do agente toxico, a temperatura e o habitat (marinho ou de
agua doce). Enfocando principalmente as regiées lamelar e interlamelar, as alteragées
morfolégicas mais encontradas, pela ordem, foram : descolamento do epitélio, necrose,
fusdo lamelar, hipertrofia das células epiteliais, hiperplasia ou fusdo das lamelas por
crescimento celular, diminuindo a area de superficie respiratéria, ruptura das células
epiteliais, hipersecregcdo de muco, aneurisma lamelar, congestao vascular, proliferagéo de
células secretoras de muco e de células de cloreto, infiltracdo de leucécitos no epitélio e
alteracdes no espaco sanguineo delimitado pelas células pilares. Com exce¢do dos metais
pesados que em maior frequéncia provocaram necrose do epitélio branquial e
hipersecregdo de muco, ndo houve, ao menos estatisticamente, relacdo direta entre
agentes irritantes e alteragdes branquiais, conclui o autor.

Para EVANS (1987), ndo esta claro se os poluentes produzem diretamente os efeitos
observados nos epitélios das branquias, ou, mais provavelmente, que sejam alteragGes
secundarias & acdo dos poluentes em receptores ligados a membrana das células
epiteliais.

LAURENT e PERRY (1991) consideram as alteragées morfolégicas das brénquias
ocorridas durante mudancas ambientais como tentativas adaptativas de se conservar



algumas fungées fisioldgicas. Os autores relatam como variagcées na concentracédo de O,,
NaCl e Ca*® atingem a lamela respiratéria dos peixes, a superficie apical das células de
cloreto e as populagcbes das células de cloreto e das células secretoras de muco. Sobre os
efeitos de poluentes, os autores descrevem que alguns metais pesados, como o zinco,
estimulam a proliferagédo de células de cloreto, pois aceleram a perda de ions pelo epitélio
e dificultam sua absorgdo. O nitrito compete com o cloro pelos sitos de troca Cl "/ HCO3', e
a proliferacdo das células de cloreto seria um ajuste compensatério para manter a
concentracgao interna de Cl ~ em valor constante.

Bidlogos tém publicado informagdes a respeito da morfologia das branquias, suas
fungGes e a dindmica do fluxo de gases e ions. Em contrapartida, farmacologistas e
toxicologistas, estudando a acdo de drogas, divulgam suas descobertas sobre as
caracteristicas fisico-quimicas dos poluentes. Toxicologistas ambientais agrupam estas
informagGes com o objetivo de compreender os mecanismos que controlam o movimento
de substancias quimicas através das branquias e de como a fisiologia branquial é afetada
por estes compostos quimicos (McKIM e ERICKSON, 1991).

NOWAK (1992) usou a distancia de difusdo respiratéria para quantificar os efeitos do
inseticida organoclorado Endosulfan sobre as branquias de bagres. Foram observados
edema, descolamento do epitélio respiratorio e hiperplasia do epitélio branquial. Tais
alteragdes resultaram em um significante aumento da distdncia de difusdo respiratdria,
afetando as trocas gasosas.

Os efeitos téxicos provocados por pesticidas organoclorados em peixes podem estar
relacionados a inibicdo da atividade da ATPase-Na-K (DAVIS e WEDEMEYER, 1971).

Os pesticidas organofosforados constituem uma classe de compostos que mostra uma
grande toxicidade quando comparadas a outros pesticidas. O modelo de agdo dos
organofosforados esta baseado na reagéo quimica direta com a enzima Aceticolinesterase
(AChE). Por ser responsavel pela degradagédo da acetilcolina, esta inibicdo resulta numa
estimulacdo excessiva dos nervos colinérgicos (De BRUIJN e HERMENS, 1993).

RAO e RAO (1981) investigaram os efeitos do organofosforado Paration metilico na
sintese de derivados lipidicos, em diferentes tecidos de peixes (musculo, branquia, figado
e cérebro). Suas anadlises quantitativas registraram decréscimo de lipidios totais e
fosfolipidios, e acréscimo de acidos graxos livres em peixes expostos a 0,09 ppm, por 48h
(dose subletal). Os autores sugerem com estes resultados que houve maior requisicao de
energia pelos peixes nesta condicéo.



A toxicidade do Paration metilico é resultado de uma conversdo metabélica, na qual o
grupo P=S é convertido em P=0, processada no reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos.
O composto formado, o Paraoxon, é o responsavel pela inibicdo de varios sistemas
enzimaticos (colinesterases, carboxilases, acetilcolinesterases e fosforilases oxidativas
mitocondriais). A inibicdo da AChE é o efeito toxico mais critico, pois resulta no aciumulo do
neurotransmissor acetilcolina nas sinapses, interrompendo a transmissao neural Ainda
que redugbes substanciais na atividade da AChE do cérebro de peixes ndo tenham sido
fatais, o efeito desta condicdo em atividades como alimentag&o, reproducéo e relagées
presa-predador ndo s&o conhecidas (EPA, 1986 ; SILVA, 1989).

SILVA (1989) e SILVA et al. (1992) investigaram os efeitos de doses subletais do
organofosforado Folidol 600, cujo principio ativo é o Paration metilico, no comportamento e
na morfologia renal e hepatica do tamboata (Callichthys callichthys). Foram observadas
alteragbes nos padrées comportamentais de motilidade, alimentacéo e respiracéo; lesées
hepéaticas e degeneracdo do epitélio tubular renal, além de inibicdo da colinesterase
plasmatica nos primeiros dias de intoxicacéo.

A acetilcolina tem a propriedade de excitar o sistema nervoso parassimpatico e,
somente pela sua presenca, se d4 a transmissdo nervosa dos impulsos: das fibras
paraganglionares aos ganglios auténomos; dos nervos colinérgicos pdsganglionares aos
musculos lisos, coragdo e células excretoras; dos nervos motores aos musculos estriados,
além de certas estruturas do sistema nervoso central. A acetilcolina é hidrolisada pela
acetilcolinesterase quase que imediatamente, o que permite as sinapses transmitirem
novamente o impulso. Desta forma, quando ha inibicdo da acetilcolinesterase, ha acimulo
de acetilcolina, provocando hiperexcitacdo do sistema nervoso (VERNALHA et al., 1977).

De um outro ponto de vista, sdo inegaveis a participagdo e a importancia dos defensivos
agricolas na economia mundial, principalmente quando nos deparamos com a previséo de
que a populagdo mundial ira dobrar nos proximos vinte anos, se continuarem as atuais
taxas de crescimento populacional.

Neste amplo campo de estudos de impacto ambiental, o controle dos riscos devidos a
formulagdo, manipulagdo, uso e distribuicdo de substancias quimicas representa uma das
principais preocupagdes em politica ambiental na atualidade. Diversas medidas de controle
tém sido propostas e implementadas por muitos paises, baseadas na avaliagédo dos riscos
e beneficios de substancias ao homem e ao ambiente



Nas décadas de 40 e 50, a ciéncia e a tecnologia marcaram uma nova época no
desenvolvimento agricola, que destacou-se pela incorporacdo de tecnologias que
promoveram o crescimento do PIB nos paises desenvolvidos - somente no Japdo, a
riqueza aumentou 2,9 vezes. O desenvolvimento dos defensivos organossintéticos e o seu
uso na agricultura foram marcantes nessa época. A propriedade inseticida do DDT foi
descoberta em 1938, do 2,4-D em 1941, do BHC em 1942, do Aldrin e do Paration em
1948 O consumo destas substancias aumentou em grande escala e os pesticidas
agricolas propiciaram um incremento significativo na producdo agricola de alimentos,
através da reducdo das perdas ocasionadas por pragas, patégenos e plantas invasoras,
entre outros (GOELLNER, 1987). Na década seguinte, entretanto, essas tecnologias
comegcaram a ser questionadas em termos de seus efeitos na saide humana e no
ambiente.

Este consumo em grande escala, sem o devido treinamento dos aplicadores e dos
envolvidos no seu transporte e armazenamento, resultou no aparecimento de problemas
de intoxicacdo humana, contaminagdo do solo, ar e agua, presenca de residuos nos
alimentos, bioacumulagéo e efeitos adversos no ambiente. S6 no Brasil, o consumo de
defensivos agricolas passou de 27.728 ton., em 1970, para 60.188 ton., em 1991
(GOELLNER, 1993). Em 1991, no Estado do Parana, aconteceram 1.187 casos de
intoxicacéo, dos quais 101 resultaram em mortes (ESPINOSA, 1993).

Segundo a Associag¢ao Nacional de Defesa Vegetal (ANDEF), uma consequéncia sdo as
3.500 ton. de embalagens plasticas de pesticidas produzidas somente na safra 1991/92. O
destino delas ndo & menos preocupante: as margens de rios e cérregos, poluindo o
ambiente, quando nao incineradas ou vendidas como sucatas sem qualquer controle
(NICOLATO, 1994).

Os problemas relacionados aos efeitos ambientais adversos de pesticidas levaram ao
desenvolvimento de metodologias para identificar, reconhecer, previnir e minimizar tais
efeitos. A importancia de conceitos de analise de impacto ambiental foi reconhecida pela
primeira vez em 1966, pelo Comité de Ciéncia, Pesquisa e Desenvolvimento da Academia
Nacional de Ciéncias dos EUA (GOELLNER, 1987).

Por avaliacdo de impacto ambiental entende-se um estudo destinado a identificar e
interpretar as consequéncias de determinadas agées, entre as quais 0 uso de agrotdxicos,
a saide humana e do ambiente. Para tanto, cada pais instituiu comissées
multidisciplinares com caracteristicas administrativas legais para avaliar o nivel de
periculosidade dessas substancias para o homem e o ambiente (ZAGATTO, 1993).
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A legislacédo brasileira de agrotéxicos, considerada moderna e rigorosa, é classificada
entre as mais restritivas do mundo, nos aspectos de satde publica e de meio ambiente. No
anexo lll da portaria normativa n° 139, de 21/12/1994, encontram-se o0s testes
ecotoxicolégicos exigidos para o registro de agrotéxicos, que séo : testes para determinar
as caracteristicas fisico-quimicas do produto, como identificacdo molecular, solubiidade,
pH, hidrélise, fotélise, densidade, entre outros ; testes de toxicidade para organismos néo-
alvo, como microrganismos, algas (Chlorella vulgaris), organismos do solo, abelhas,
microcrustaceos (Daphnia spp), testes agudos, crénicos e de bioconcentracdo em peixes e
aves ; estudos do comportamento do produto no solo ; testes de toxicidade para animais
superiores (oral, inalatéria e cutanea para ratos e coelhos) e avaliacdo do potencial
genotéxico, embriofetotdxico e carcinogénico do produto em questdo (MACHADO, 1992).

A constituicdo federal ndo se omitiu no prever a obrigatoriedade para o poder publico no
controle dos agrotéxicos, tendo sido mais abrangente ao ndo mencionar expressamente o
termo agrotdxico, mas “substancias que comportem risco para a vida, a qualidade de vida
e para o meio ambiente” (MACHADO, 1992).

A lei n° 4785, de 6/10/1965, modificada pela lei 7.802 de 11/7/1989, obriga os
produtores, importadores e exportadores de agrotoxicos a efetuar o registro desses
produtos no Ministério da Agricultura. A portaria normativa 349, de 14/3/1990, da
competéncia ao IBAMA “para emissdo e renovagao do registro, para a extensao do uso de
agrotéxicos e afins, bem como para avaliagao e classificagdo dos agrotoxicos”.

Na avaliacdo do nivel de periculosidade, os produtos sdo apenas classificados quanto a
sua potencialidade toxica e a alguns outros parametros ecotoxicolégicos, ndo levando em
consideracdo a concentragdo de exposicdo esperada do produto no ambiente, a qual é
utilizada no procedimento de avaliagdo de risco ambiental. A portaria normativa n° 139, de
21/12/1994, determina que a classificagdo, quanto ao potencial de periculosidade, deve
basear-se nos parametros bioacumulacgao, persisténcia, transporte, toxicidade a diversos
organismos, potencial mutagénico, carcinogénico e teratogénico do produto, obedecendo a
seguinte graduacéo : Produto altamente perigoso (Classe 1) ; Produto muito perigoso
(Classe 1) ; Produto perigoso (Classe i) ; Produto pouco perigoso (Classe V).

Para efeito de se atribuir uma classificagdo quanto ao potencial de periculosidade
ambiental de um agrotdxico, sdo atribuidas, inicialmente, classificagdes individuais para
cada parametro acima mencionado. Assim, um agrotéxico pode ser considerado pouco
perigoso quanto a sua persisténcia no ambiente e altamente perigoso para organismos
aquaticos. Desse modo, as classificagées especificas, assim como a atribuicado de uma
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classificacéo final do produto, resultam de uma analise que se processa no ambito de uma
equipe técnica constituida por profissionais de diversas especialidades, bem como de
consultas a publicagées técnicas especializadas e a banco de dados .

Assim, uma nova ciéncia, a Ecotoxicologia, surgiu principalmente para atender a
regulamentacdo cada vez mais exigente na area ambiental. Com o objetivo de verificar se
0 uso e a disposicao de substancias quimicas causam problemas diretos ou indiretos para
os ecossistemas, a ecotoxicologia vem estudando o comportamento e as transformagées
desses agentes quimicos no ambiente, assim como seus efeitos sobre os organismos.
Neste sentido, muita énfase tem sido dada aos ecossistemas aquaticos pois, além das
substancias normalmente langadas nestes sistemas, outras, provenientes do ar e do solo,
podem eventualmente atingir o meio aquatico na sua forma original ou como produto de
transformacéo (BERTOLETTI, 1990).

Para melhor entender os efeitos de agentes quimicos para a vida aquatica, tém sido
utilizados, nestas ultimas décadas, testes de toxicidade com organismos de aguas
continentais, estuarinas e marinhas, em condigbes laboratoriaic e de campo (CAIRNS e
DICKSON, 1973).

Como ja exposto, uma série de estudos fisico-quimicos e os provaveis efeitos de um
agrotéxico sobre diversos organismos, de bactérias a mamiferos, sdo exigidos por lei, para
sua regulamentacéo e classificagcdo. E fazendo parte destes estudos, estdo os testes de
toxicidade aguda para peixes, que foram objeto de investigagdo deste trabalho.

A utilizagcdo de testes de toxicidade para peixes surgiu primeiro na Gra-Bretanha, nas
décadas de 20 e 30. Nestes estudos, os peixes eram expostos a aguas de drenagem de
minas de chumbo e zinco. Na década seguinte, apareceram os primeios estudos
recomendando o uso de testes com peixes para avaliar a toxicidade de despejos
industriais. Mas foi somente na década de 60 que os testes de toxicidade aguda, com 96h
de duragdo, foram padronizados dentro de metodologias em Toxicologia Aquéatica
(BERTOLETTI, 1990).

No Brasil, os laboratérios credenciados pelo IBAMA a realizarem os testes de toxicidade
utilizam uma normatizagéo divulgada pela Associagéo Brasileira de Normas e Técnicas, a
ABNT. Na NBR 12714, fatores abidticos como A&gua, temperatura, O, dissolvido,
luminosidade, e fatores bidticos como aclimatagdo e sensibilidade s&o considerados
(ABNT, 1993).

Os testes de toxicidade aguda simulam, em laboratério, uma situagdo ambiental na qual
o organismo é exposto, durante curto periodo de tempo, a concentragdes elevadas de um
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agente toxico. Para este teste, ha trés tipos de sistemas, utilizados conforme as
caracteristicas fisico-quimicas do produto em questéo : sistema estatico, no qual ndo ha
renovacdo da solugéo teste ; sistema semi-estatico, com renovacéo periédica da solugéo;
e o sistema de fluxo continuo, com renovagéo continua da solugao teste.

As espécies de peixes indicadas para estes bioensaios sdo Poecilia reticulata,
Hemigrannus marginatus, Cheirodon notomelas e Brachydanio rerio, sendo que este ultimo
€ amplamente utilizado gragas a sua facil manutengdo em condigées laboratoriais.

Nos testes de toxicidade aguda sdo testadas varias concentragcées de um mesmo
agrotéxico, em aquarios com caracteristicas bidticas e abiodticas idénticas. Ao término de
um teste € elaborado um relatério no qual, entre outras informagées, devem constar a
concentracdo minima do agente téxico letal a 100% dos organismos e a concentragao
maxima que n&o causa mortalidade. No entanto, & necessario dispor de métodos
estatisticos para estimar um unico valor que represente o conjunto dos dados gerados.
Normalmente, o valor obtido num teste de toxicidade aguda € a CL 50 (concentracéo letal a
50% da populacao), sendo este o valor utilizado na pratica. Com o estabelecimento de
limites de confianca da CL 50, assegura-se que a verdadeira CL 50 esteja compreendida
num determinado intervalo de concentragdes.

A tabela de classificagdo de agrotoxicos, segundo a CL 50 para organismos aquaticos,
foi elaborada por um grupo de consultores contratados pelo IBAMA, em 1990, quando foi
iniciada a atividade de avaliagdo do potencial de periculosidade ambiental para agrotdxicos
no Brasil.

CL 50 (ppm) Fator Classificacao

> 100 4 praticamente

nao toéxico
10 - 100 3 pouco téxico
moderadamente
0.1-10 2 téxico

<0,1 1 altamente toxico
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Entretanto, € consenso de que a CL 50 é um dado preliminar que apenas oferece uma
idéia a respeito da toxicidade de um agrotéxico aos peixes e outros organismos. Com este
problema em mé&os, este trabalho investigou mais aprofundadamente a questdo dos
bioensaios agudos, utilizando para isso, ferramentas da Biologia Celular.

Isso exposto, sdo as seguintes as propostas deste trabalho :

1. Oferecer dados a respeito da morfologia branquial normal do pacu Metynnis roosevelti,
uma espécie nativa de nossos rios.

2. Descrever os efeitos do organofosforado Paration metilico sobre as branquias de
Metynnis roosevelti, submetidos a bioensaios, através de analises em Microscopia Optica e
Microscopia Eletrénica de Varredura.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 - Material Bioldgico.

2.1.1 - Espécie estudada.

Para realizar os experimentos propostos neste trabalho, optou-se pela espécie
Metynnis roosevelti EIGENMANN, 1915, peixe vulgarmente conhecido por pacu prata,
pacu prateado ou pacu caranha (Figura 1). Segundo FOWLER (1950), essa espécie é
encontrada nas bacias dos rios Parana e Paraguai, nao atingindo mais do que 12 cm de
comprimento. Ha, entretanto, exemplares com cerca de 20 cm de comprimento no
museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina.

Nos bioensaios, foram utilizados exemplares de Metynnis roosevelti medindo entre
4,0 e 5,0 cm de comprimento total, com peso médio de 3,0 g. Provenientes de estacdes
de piscicultura do Estado de S&o Paulo, foram obticos junto a estabelecimentos
comerciais especializados.

Segundo a classificagdo apresentada por GERY (1977), o pacu Metynnis roosevelti
pertence a familia Serrasalmidae. Seu corpo € comprimido na forma de um disco,
semelhante aos peixes disco da familia dos ciclideos. Os habitos alimentares podem
ser usados para dividir os serrasalmideos em trés pequenos grupos naturais : os pacus
(subfamilia Mileinae), vegetarianos ; as piranhas e as pirambebas (subfamilia
Serrasalminae) que sdo carnivoras ; e as espécies que formam uma terceira subfamilia
(Catoprioninae), representada por espécies que se alimentam das escamas de outros
peixes, e que, provavelmente, evoluiram de um ancestral de habito semi-parasita. Os
serrasalmideos habitam a América do Sul tropical e subtropical, com excecéo dos rios
costeiros do sudeste brasileiro e dos Andes (GERY, 1977).

Ainda que seja uma familia de grande importancia econdmica (espécies dos géneros
Piaractus e Colossoma sdo amplamente utilizados em estagdes de piscicultura, com a
finalidade de repovoamento de rios e produgao de alimento), seus estudos taxonémicos
apresentam problemas. A maioria das descricdes de género e espécies foi realizada no
final do século passado, e os métodos deficientes de cole¢cdo e preservagédo dos
exemplares da época resultaram em descrigées pobres que dificultam a analise dos
dados nos dias de hoje (MACHADO - ALLISON, 1983).
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GERY (1977) coloca em duvida a identificacdo de varias espécies do género
Metynnis. Segundo o autor, Metynnis roosevelti é sinonimia de Metynnis lippincottianus.

As duavidas a respeito da Taxonomia da familia podem ser elucidadas através da
andlise citogenética das espécies. AREFJEV (1990), que identifica o género Metynnis
como pertencente & familia Characidae, apresentou o carnétipo somatico de quatro
espécies usualmente cultivadas em aquarios. O autor, que também identifica M.
roosevelti como sinonimia de M. lippincottianus, utilizou células branquiais para seu
estudo citogenético. Baseado em dados do caridtipo desta espécie, na qual descreveu
62 cromossomos, e de outras trés espécies, o autor propdée uma arvore filogenética
onde os serrasalmideos se originaram da familia Characidae.

A familia Characidae é uma das mais variadas do ponto de vista citogenético, e a
analise detalhada do processo evolutivo e das relagbes taxon6micas dos seus
representantes depende da coleta de dados de um maior nimero de espécies e da
utilizacdo da técnica de bandeamento dos cromossomos (AREFJEV, 1990).

A posicéo sistematica do pacu Metynnis roosevelti adotada neste trabualho e
confirmada por GIESSMANN (1994) é :

Classe OSTEICHTHYES
Sub-Classe ACTINOPTERYGII
Ordem CYPRINIFORMES
Sub-Ordem CYPRINOIDEA
Familia CHARACIDAE
Sub-Familia SERRASALMINAE
Género Metynnis

Espécie Metynnis roosevelti
2.1.2 - Aclimatacgao

Foram colocados, aleatoriamente, 10 exemplares de Metynnis roosevelti em aquarios
de 30 litros de capacidade, contendo agua previamente purificada em 4 filtros de
celulose e carvao ativado. Para evitar a contaminagcdo dos peixes por agentes
microbianos, a agua permaneceu estocada nos aquarios por 10 dias, aerada
continuamente por compressores da marca Beta, e aquecida até 25 °C por aquecedor
de 50 w controlado por termostato eletrénico. Tais cuidados s&o necessarios para se
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evitar a contaminacéo dos peixes pela Ictiofitiriase. Esta enfermidade, provocada pelo
protozoario ciliado Ichtyophthirius multifilis, que desde suas fases iniciais atinge as
branquias, ocorre com maior frequéncia em aguas frias, desaparecendo apoés trés dias,
caso o protozoario ndo encontre hospedeiros (FERRAZ DE LIMA et al., 1991).

O pH da agua foi de 7,0 e o fotoperiodo de 8 h diarias de luz “dia”. Os animais foram
alimentados uma vez ao dia, 1 h apds o inicio do periodo iluminado, com alimento
industrializado a base de farinha de peixe e de camarido. Para se evitar o acumulo de
comida no fundo do aquario, o que poderia provocar a proliferacdo de bactérias, o
alimento deveria ser consumido em aproximadamente 3 minutos. Durante a
alimentacao, o compressor de ar era desligado.

Nestas condi¢gGes, os pacus permaneceram por duas semanas, antes do inicio dos
bioensaios. Tal periodo de aclimatagdo serviu para observacdao de comportamento -
procura de alimento, atividade e modo de natacéo - feito de modo descritivo, além de
possiveis enfermidades.

A fim de evitar contaminagdo ambiental, os aquarios foram acondicionados em
capela de exaustdo de gases, na qual foi colocado um anteparo para se evitar

interferéncias no comportamento natural dos peixes, que puderam ser observados
através de frestas.

2.2 - Caracteristicas da Substancia Testada.

Exemplares de Metynnis roosevelti foram intoxicados com Mentox 600 CE, produzido
pela Industria Quimica Mentox LTDA. O produto € um inseticida organofosforado com
grande amplitude de acao contra as principais pragas que atacam as culturas de
algodéo, alho, arroz, batata, café, cebola, citrus, feijao, fumo, milho, soja, tomate e
trigo. O inseticida contém, em sua férmula, 600 g/l do ingrediente ativo Paration
metilico, descoberto na Alemanha em 1952, e produzido pela Bayer. O produto puro é
sélido, branco cristalino, com ponto de fusdo entre 35 °C e 36 °C e densidade de 1,358
a 25 °C. E pouco solivel em agua (25 ppm), mas é estavel. Seu peso molecular é
263,2, sua formula bruta é CgH,(NOsPS, e sua férmula estrutural é : (VERNALHA, 1977)

NOQ@OP (OCH;)2
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O Paration metilico € um dos varios pesticidas organofosforados desenvolvidos para
substituir os pesticidas organoclorados. Isso porque os organofosforados s&do menos
persistentes no ambiente, além de terem uma grande afinidade pela matéria organica,
sendo adsorvidos a sedimentos e material particulado em suspenséo (EPA, 1986).

O produto formulado utilizado nos experimento foi fornecido pela prépria Industria
Mentox ; é incolor, liquido e com cheiro bastante forte.

2.3 - Os Testes de Toxicidade.

Os experimentos foram realizados em trés aquarios, cada um com capacidade para
30 litros (50 x 30 x 20 cm), com as faces laterais e posterior revestidas por papel
“contact” de cér verde, para melhor adaptacdo dos animais (FANTA, 1995), os quais
foram distribuidos da seguinte maneira : um aquéario controle contendo agua limpa (sem
contaminante), e dois aquarios-teste com a mesma concentragcdo do organofosforado.
Uma vez que as condigées ambientais podem afetar a sensibilidade ao agente téxico,
os testes toxicolégicos foram conduzidos sob condigées abidticas pré-determinadas e
constantes : temperatura a 25 °C (£ 1 °C) ; pH 7,0 ; aeragao permanente (compressores
elétricos) e fotoperiodo de 8 h de luz “dia”. Os animais foram alimentados 1 h apés o
inicio do periodo iluminado. Estas condicées foram idénticas para os aquarios
experimentais e controle.

Os experimentos foram conduzidos no laboratério da Pés-graduagdo em Biologia
Celular da UFPR (Figura 2).

2.3.1 - As concentragbes utilizadas.

Foram testadas as concentragbes de 7ppm (7 ul / litro) e 1ppm (1 ul / litro) do
organofosforado em Metynnis roosevelti. Os critérios usados para a escolha dessas
concentracdes do inseticida basearam-se em informagGes obtidas junto a empresa
distribuidora do Mentox 600 CE. Segundo estas informagdes, a concentragédo que mata
50% dos animais em testes de toxicidade (CL 50) para este produto, em Brachydanio
rerio, foi de 8,5 ppm (8,50 pl / litro), em ensaios agudos (96 h), e a concentragdo onde
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houve o menor nimero de individuos mortos (1 peixe em 96 h de exposicdo) foi de
7 ppm, vindo dai o interesse nesta concentracdo. J&4 a concentracdo de 1 ppm foi
escolhida por ter sido a menor concentragdo utilizada no estudo fornecido pela
empresa.

Tais dados fornecidos pela empresa sdo resultados de testes de toxicidade em
Brachydanio rerio, realizados por laboratérios credenciados pelo IBAMA, que os utiliza
na elaboracdo de relatérios necessarios para classificar um produto, quanto ao seu
grau de toxicidade.

2.3.2 - A realizacao dos bioensaios.

O produto foi diluido em uma amostra de 100 ml da agua do aquario para, em
seguida, esta solucéo ser vertida no aquario-teste. Este procedimento foi realizado para
os dois aquarios-teste, ao mesmo tempo.

Para este estudo, optou-se pela realizag&do de 3 bioensaios :

1° Bioensaio : Foi testada a concentragido de 7 ppm do inseticida Mentox 600 CE.
Nesta concentracéo, foi coletado o 2° arco branquial direito de animais expostos por 1h,
4h e 8h, sendo sacrificados 2 animais em cada tempo, tanto animais experimentais
como controles. As branquias coletadas foram utilizadas para estudo em Microscopia
Optica.

2° Bioensaio : Neste experimento, foi coletado o 2° arco branquial direito de peixes
expostos ao inseticida, na concentracdo de 1 ppm, nos seguintes tempos apds a
coo.minagdo @ 1h, 4h, 8h, 24h, 48h, 72h e 96h. O material controle foi coletado nos
tempos 1h, 8h, 24h, 48h e 96h. Posteriormente, as branquias foram analisadas em
Microscopia Optica.

3° Bioensaio : Neste bioensaio, realizado para obtencdo de material a ser analisado
em microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi usada a concentragcdo de 1 ppm, em
peixes expostos por 24h, 48h, 72h e 96h ao produto. Os exemplares do aquario controle
foram sacrificados nos mesmos tempos.
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2.4 - Coleta do Material

Apés os tempos de experimentagado, os peixes foram submetidos a secgdo medular e
sacrificados. Com o auxilio de um conta gotas, o fixador foi gotejado sobre os arcos
branquiais, antes da dissecgéo, a fim de evitar o processo de autdlise.

A coleta do material foi realizada com o auxilio de pingas e tesouras. Apés sua
retirada, os arcos branquiais foram mantidos em placas de Petri, banhados em solugéo
fixadora, sob uma laminula. Tal procedimento teve como objetivo alinhar os filamentos
branquiais, de forma a permitir um melhor direcionamento dos cortes histolégicos Este

procedimento teve continuidade mesmo apés a retirada do fixador, quando as branquias
permaneceram em alcool 70%.

2.5 - Processamento Histologico.

As branquias de Metynnis roosevelti foram estudadas através de técnicas
histologicas de Microscopia Optica e Microscopia Eletronica de Varredura, para
identificacdo da morfologia normal e da morfologia alterada pelos efeitos do
organofosforado Paration metilico, ao longo do tempo de exposicéo.

2.5.1 - Técnica para Microscopia Optica.

O 2° arco branquial direito foi utilizado para este estudo. As branquias foram fixadas
em liquido de Bouin (BUCHERL, 1962), por 8h, passando em seguida por sucessivas
lavagens em alcool 70% para retirada do acido picrico. Em seguida, foram desidratadas
em série alcodlica (etanol) crescente, diafanizadas em xilol (PA), impregnadas e
incluidas em “Paraplast Plus” (Sigma ®).

Os blocos trimados foram cortados em micrétomo Leitz Wetzlar, obtendo-se cortes
de 2 a 3 um de espessura. Os cortes foram aderidos a lamina de vidro com albumina de
Meyer (CULLING et al, 1985), esticados em placa aquecedora e secos ao ambiente
antes da coloracao.
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Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (BUCHERL, 1962) para
descricdo morfolégica e azul de Alcian ( CHAYEN e BITENSKY, 1991) pH 1,0 e 2,5 para
identificacdo de células produtoras de mucopolissacarideos, ou também chamados de
glicosaminoglicanas. No pH 2,5 o corante identifica mucopolissacarideos com grupos
acidos carboxilados (COOH), enquanto que os sulfatados (OSOz;H) coram-se
fracamente. Ja no pH 1,0 as carboxilas ndo sao ionizadas e nao coram-se,
demonstrando apenas os grupos sulfato.

A montagem das l|adminas permanentes foi feita com resina Poly-Mount (Poly
Sciences, Inc.), seguida de secagem em temperatura ambiente. As laminas foram
estudadas e fotografadas em fotomicroscépio Olympus BH-2, do Laboratério de Impacto
Ambiental da Universidade Federal do Parana (UFPR), e o filme utilizado foi Kodakcolor
Gold Plus (35 mm, asa 100).

2.5.2 - Técnica para Microscopia Eletronica de Varredura.

O 2° arco branquial esquerdo foi fixado em glutaraldeido 2,5%, diluido em tampéao
Cacodilato a 0,2 M e pH 7,4, a 4 °C, “overnight”. Em seguida, o material foi lavado em
tampéao Cacodilato 0,5 M, pH 7,4, pos-fixado em solugao de tetréxido de 6smio (OsQy )
a 4%, diluido em tampao Cacodilato 0,2 M, pH 7,4, por 1h a 4 °C. Novamente foi
submetido ao mesmo tampao de lavagem, sendo em seguida desidratado em série
alcodlica (etanol) crescente - 50%, 70%, 90% e 100% (2x) - 10 minutos em cada etapa.

O ponto critico foi obtido em instrumento Balzers CPD 030, a metalizagcdo em ouro
com aparelho Balzers SCD 050 e a observacao foi realizada no Microscépio Eletrénico
de Varredura Jeol JSM 5300, do Centro de Microscopia Eletrénica, na Escola Paulista
de Medicina da Universidade Federal de Sdo Paulo.

1. As solugdes fixadoras e corantes estdo descritos no Apéndice 1.
2. Os roteiros para processamento histolégico de M.O e MEV estdo no Apéndice 2.
3. Os roteiros para coloragao das laminas estao descritos no Apéndice 3.



Figura 1 - Exemplar do pacu prata Metynnis roosevelti.

Figura 2 - Capela com aquarios onde foram realizados os testes de toxicidade, no
laboratério da Pés-graduagado em Biologia Celular - UFPR.






3. RESULTADOS

3.1 - Comportamento Normal do Pacu Metynnis roosevelti - Controle.

A analise descritiva do comportamento do pacu Metynnis roosevelti demonstrou que séo
peixes de grande atividade, nadando constantemente préximos ao substrato e
aproveitando os lados de maior comprimento do aquario. Muitas vezes, nadaram como se
estivessem deitados, tocando a lateral do corpo na superficie do vidro. Todos os peixes
procuraram alimento na superficie, assim que o compressor de ar era desligado, indicando
comportamento condicionado.

Né&o foram observadas reagbdes de agressio, territorialismo e canibalismo.

3.2 - Morfologia Normal Branquial do Pacu Metynnis roosevé}'ti - Controle.

As branquias de Metynnis roosevelti constituem-se de 4 pares de arcos branquiais
cartilaginosos, distribuidos em ambos lados da faringe. Toda a estrutura branquial
encontra-se dentro de um compartimento denominado de camara branquial comum, que se
comunica com o meio externo através de aberturas laterais recobertas por opérculos. Os
arcos sdo levemente curvados (Figura 3) e apresentaram tamanho médio de 7mm em seu
eixo maior

¥m toda a extensdo do arco branquial observaram-se os rastros branquiais, que séo

oes do arco distribuidas em fileiras. Na fileira voltada para o meio externo, portanto
para o opérculo, os rastros sdo longos, curvados e com muitas pequenas saliéncias. Na
fileira de rastros voltados para a cavidade faringea, eles sdo bem menores (Figura 4).
Cada arco branquial sustenta 2 fileiras de numerosos filamentos branquiais, que compdem
a porcao respiratéria das branquias.

Os filamentos apresentaram comprimento variavel conforme a sua localizagéo no arco
branquial. Em Metynnis roosevelti, os filamentos maiores foram encontrados préximo a
extremidade dos arcos, enquanto que na regido central, foram menores. Foram
encontradas ainda diferencas no tamanho dos filamentos de uma mesma regido do arco,
de hemibranquias opostas.
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Transversalmente aos filamentos, localizam-se as lamelas respiratérias, que sdo
delicadas proje¢des dos filamentos em forma de um tridngulo irregular (Figuras 5 e 6). As
lamelas, distribuidas em ambos os lados dos filamentos, se apresentaram menores nas
regiGes basal e apical dos filamentos, e maiores na regido intermediéria.

O eixo central cartilaginoso que sustenta os filamentos e onde s&o encontrados os
rastros € revestido por um epitélio estratificado que, na sua superficie externa,
apresentou-se como um mosaico formado por células poligonais, nas quais havia
microssaliéncias que se apresentaram de forma concéntrica. O epitélio era levemente
ondulado, com pregas e regides aprofundadas. Ainda na sua superficie externa, foram
encontrados poros de pequeno didmetro entre os bordos de células epiteliais adjacentes
que podem representar o apice de células de cloreto (Figura 7).

Os filamentos branquiais também apresentaram-se revestidos por um epitélio
estratificado com superficie externa formada por células poligonais com microssaliéncias
concéntricas (Figuras 8 e 9). Entretanto, sua superficie era bem menos ondulada do que a
superficie do eixo central. Rarissimas foram as células de cloreto, que sé fcram
identificadas ao microscépio eletrénico de varredura na regido central do filamento entre os
bordos das células epiteliais do filamento. O &apice das células de cloreto com
microvilosidades foi observado entre os bordos das células epiteliais do filamento
(Finwira 9),

na regiao dos filamentos, entre as lamelas branquiais, foram encontradas células
procutcras de mucopolissacarideos, sendo seu produto de secregcéo langado na superficie
lamelar. Através da reagao histoquimica com o corante azul de Alcian, identificou-se que
os produtos liberados sdo glicosaminoglicanas acidas sulfatadas e carboxiladas, havendo
um predominio destas ultimas, uma vez que foram observadas reagées positivas para o
corante azul de Alcian pH 2,5, em contraste a reagdo fracamente positiva frente ao pH 1,0
deste mesmo corante (Figuras 10, 11, 12 e 13).

Transversalmente ao epitélio estratificado, formador dos filamentos branquiais,
projetaram-se as lamelas respiratérias, formadas por um epitélio préprio, simples e
pavimentoso, que permite as trocas gasosas. Na superficie externa deste epitélio néo
foram encontradas as microssaliéncias, mas foi evidente uma regido de transicdo entre
filamento e epitélio (Figura 8). As lamelas respiratérias apresentaram-se como uma
estrutura epitelial muito delicada, sustentadas por células pilares, que através de seus
prolongamentos citoplasmaticos, delimitaram os espagos sanguineos nos quais foram
encontradas hemaceas (Figura 14 e 15). As células pavimentosas, que formam o epitélio
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das lamelas respiratérias, apresentaram um grande nucleo central (Figura 15). As células

pavimentosas s&o bastante finas, sendo que algumas podem apresentar nicleo saliente
(Figuras 8 e 15).

3.3 - Efeitos do Organofosforado sobre o Comportamento de Metynnis roosevelti.

Peixes expostos ao organofosforado Paration metilico apresentaram mudangas
comportamentais, analisadas por método descritivo.

3.3.1 - Bioensaio 7ppm : A concentragdo de 7ppm mostrou-se letal para Metynnis
roosevelti, pois os peixes morreram apés 24h de exposi¢cdo ao Paration metilico. Nesta
concentracdo, as alteragcées comportamentais foram mais dramaticas e apareceram em
espago de tempo mais curto. Os peixes reagiram logo nos primeiros 15 minutos de
contaminacé&o ao organofosforado. Diminuiram sua atividade de natac&o e procuraram ficar
préximos & superficie. Em seguida, pdde-se observar aumento dos movimentos
respiratorios e subsequente perda de equilibrio. Apdés 1h de contaminagéo, alguns peixes
apresentaram letargia, deixando-se levar passivamente pelo movimento da &gua
provocado pelo borbulhador. A perda de equilibrio e a respiragao ofegante foram comuns a
todos os peixes expostos a essa concentragdo. As respostas comportamentais foram mais
dramaticas apds paralisia dos movimentos respiratérios (8h). Os peixes nadaram com a
boca bastante aberta, o que permitia a entrada de agua pela cavidade bucal,
possivelmente atingindo a regido respiratéria das branquias.

-

- Bioensaio 1ppm : N&o ocorreram mortes apds 96h de exposicdo ao
.3forado e, portanto, a concentragdo de 1ppm foi subletal para Metynnis roosevelti.
Entretanto, nas primeiras 8h, algumas alteragdes comportamentais foram observadas.
Durante essas primeiras 8h, os animais permaneceram préximos a superficie, n&o
formaram grupos e a diminuigdo da atividade foi evidente. Os peixes ficaram a maior parte
do tempo em repouso, enquanto seus movimentos respiratérios estiveram acelerados.

Houve recuperacdo e aparente retorno a normalidade no periodo subsequente de
exposicao, até completar 96h.
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3.4 - Efeito do Organofosforado sobre o Epitélio Branquial de Metynnis roosevelti.

3.4.1 - Bioensaio 7ppm

3.4.1.1 - Tempo de exposicdao 1h : Foi observada desorganizacdo das lamelas
respiratoérias e do epitélio interlamelar, além de enrugamento do epitélio das lamelas
respiratérias. Maior secregdo de muco e sua subsequente localizagdo sobre a superficie
das lamelas respiratérias puderam ser observadas ao microscopio 6ptico, em material
corado em azul de Alcian pH 2,5 (Figuras 16 e 17).

3.4.1.2 - Tempo de exposicao 4h : Descolamento em ambos lados das lamelas

respiratdrias e pouca presenga de células secretoras de muco foram registrados apés 4h
(Figura 18 e 19).

3.4.1.3 - Tempo de exposicao 8h : Foi bastante frequente o aparecimento de regiées
com hiperplasia, que se caracteriza por proliferagdo celular sobre a superficie das lamelas
respiratérias (Figuras 20 e 21).

7 - Bioensaio 1ppm : Foram identificadas alteracbes morfolégicas celulares no
epitélio branquial de Metynnis roosevelti expostos ao Paration metilico nos tempos 1h, 4h,
8h, 24h, 48h, 72h e 96h.

3.4.2.1 - Tempo de exposigao 1h : De uma forma geral, todo tecido branquial
apresentou-se alterado. Ao microscopio Optico, o epitélio da regido interlamelar
apresentou-se irregular. O epitélio das lamelas apresentou-se mais estreito € o nicleo de
suas células mais achatado do que o normal. Dobras neste epitélio também foram
tes. As células pilares sofreram alteragées e, por consequéncia, a forma dos
sanguineos. As hemaceas apresentaram nitida alteragdo na forma do nucleo e no
contorno celular. (Figuras 22 e 23).

3422 - Tempo de exposicdo 4h : Observou-se degeneracdo das células que
constituem as lamelas e a regido interlamelar. Os espagos sanguineos n&o foram
visualisados, e as hemaceas tornara-se fracamente coradas pela eosina. O grau de
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alteragdes das regidées produtoras de muco permaneceu semelhante ao observado em 1h
(Figuras 24 e 25).

3.4.23 - Tempo de exposigdo 8h : As lamelas respiratérias apresentaram-se
bastante estreitadas, e em algumas regides do epitélio lamelar ja ndo foram observados os
nucleos das células pavimentosas. O citoplasma das hemaceas corou-se muito fracamente
pela eosina. A coloragdo azul de Alcian pH 2,5 evidenciou a presenca de muco na
superficie das lamelas respiratérias (Figuras 26 e 27).

3.4.2.4 - Tempo de exposi¢cdo 24h : O enrugamento do epitélio das lamelas e a
subsequente desorganizagcdo da estrutura lamelar foram bastante comuns. Observou-se
também a constricdo dos espagos sanguineos. As células secretoras de muco foram mais
escassas. A observacdo em microscopia eletrénica de varredura indicou desorganizacéo e
diminuicdo das microssaliéncias na superficie das células epiteliais do filamento, além de
enrugamento generalizado nas lamelas (Figuras 28, 29, 30 e 31).

3.4.2.5 - Tempo de exposigcdo 48h : O nivel de degeneragdo dos tecidos foi
semelhante ao observado em 24h, merecendo destaque a mais fraca reacéo,
principalmente das hemaceas, ao corante eosina, e a dificil localizacdo de espagos
sanguineos integros e de células secretoras de muco. Em MEV observaram-se ainda as
lamelas enrugadas, além do reaparecimento de microssaliéncias no epitélio do filamento.
Tais microssaliéncias apresentaram um aspecto irregular e descontinuo, contrastando com
a figura mostrada no epitélio branquial de peixes controle (Figuras 32, 33, 34 e 35).

3.4.2.6 - Tempo de exposicdo 72h : Neste tempo de exposicdo foi observado

descolamento do epitélio das lamelas, além da auséncia de células secretoras de muco.

- alteracdo mais evidente foi observada no epitélio do filamento. Ao MEV, na regido

4e algumas células epiteliais, que no tempo 48h apresentaram microssaliéncias

irreguiares, apareceram estruturas identificadas como dobras da membrana celular. As

regibes aprofundadas e as ondulagées no filamento foram frequentes em 72h de
exposicdo ao Paration metilico (Figuras 36, 37, 38 e 39).

3.4.2.7 - Tempo de exposicdao 96h : Observando-se o material ao microscépio
éptico, verificou-se descolamento do epitélio das lamelas, desorganizagéo da estrutura
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lamelar, dificil visualizagdo de espagos sanguineos delimitados pelas células pilares,
degeneracéo celular das regides interlamelares e auséncia de secrecdo de muco. O estudo
em MEV demonstrou o grau avancado das alteracées morfoldgicas, principalmente na
superficie do filamento. As células apresentaram modificagbes na forma das
microssaliéncias, que tornaram-se punctiformes, ou até desapareceram em algumas
regides, dando lugar a uma dobra que cobriu toda a extens&o das células. A superficie do

filamento reduziu-se de tal forma a contornar a estrutura de um vaso sanguineo
(Figuras 40, 41, 42 e 43).

Portanto, quando foi avaliada a toxicidade do organofosforado Paration metilico, varios
efeitos sobre a morfologia das branquias de Metynnis roosevelti foram detectados:
enrugamento e descolamento epitelial, hiperplasia e alteragdes na secregdo de muco e na
forma das microssaliéncias. A concentragdo de 7 ppm deste organofosforado mostrou-se
extremamente toxica e letal para M. roosevelti, ao passo que a concentragdo de 1 ppm,

ainda que subletal, alterou a morfologia normal das branquias desta espécie.



Figura 3 - Arco branquiai de Metynnis roosevelti. Rastros branquiais (R) e filamentos
branquiais (F). MEV (34 x).

Figura 4 - Regido do arco branquial de Metynnis roosevelti, indicando rastros de
diferentes tamanhos e alguns filamentos branquiais ( ). MEV (130 x).

Figura 5 - Formato triangular das lamelas respiratérias ( L ) de Metynnis roosevelti.
Filamento branquial ( F ). MEV (1.363 Xx).






Figura 6 - Lamelas respiratérias (setas) e filamentos branquiais (F) de Metynnis
roosevelti. MEV (654 x).

Figura 7 - Detalhe da superficie do arco branquial. Notar as ondulagdes do epitélio,
as microssaliéncias e pequenos poros entre as células epiteliais ( [> ). MEV (654 x).






Figura 8 - Regidao de inser¢gdo de duas lamelas respiratérias ( L ) no filamento
branquial ( F ). Observar a auséncia de microssaliéncias no epitélio respiratério e

sua presenga no filamento ( =» ). A seta ( [> ) indica um ndcleo saliente. MEV
(3.500 x).

Figura 9 - Superficie das células epiteliais do filamento, onde se destacam as
microssaliéncias ( > ). Detalhe para uma célula de cloreto ( [> ). MEV (7.500 x).
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Figura 10 - Base do filamento branquial. Notar fraca reagdo ao corante azul de
Alcian pH 1,0 nas regides interlamelares ( = ). Cartilagem ( C ), lamelas
respiratorias ( L ), filamentos branquiais ( F ). Azul de Alcian pH 1,0 (400 x).

Figura 11 - Identificacdo da secregao de glicosaminoglicanas acidas nas regides
interlamelares ( = ). Azul de Alcian pH 2,5 (400 x).
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Figura 12 - Regido mediana do filamento branquial. Observar as regides secretoras
de muco ( = ). Azul de Alcian pH 2,5 (400 x).

Figura 13 - Detalhe das regides interlamelares indicando secregdo de muco ( » ).
Azul de Alcian pH 2,5 (1000 x).



32<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>