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" A maior necessidade do mundo é a de homens -
homens que se ndo comprem nem se vendam; homens
que no intimo da dalma sejam verdadeiros e honestos;
homens que ndo temam chamar a transgresséo pelo seu
nome exato; homens, cuja consciéncia seja téo fiel ao
dever como a bussola o é ao pdlo; homens que
permanegcam firmes pelo que é reto, ainda que caiam os
céus. Mas um cardter tal nGo é obra do acaso; nem se
deve a favores e concessdes especiais da Providéncia.
Um cardter nobre é o resultado da disciplina prépria, da
sujeicdo da natureza inferior pela superior - a rendncia do
eupara o servico de amor a Deus e ao homem. "

E.G. WHITE
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RESUMO

Nas Ultimas décadas, a sintese de novas substancias pela indUstria
quimica frouxe uma grande contribuicdo para a melhoria da qualidade de
vida. Enfretanto, hd efeitos importantes sobre o ambiente bidtico e
abidtico que ocorrem em niveis agudos e crénicos, em doses subletais,
provocados por estes produtos ou seus subprodutos.

Entre as substéncias introduzidas no meio ambiente, encontramos os
pesticidas de uso agropecudrio.

Embora os pesticidas produzam resultados positivos no controle de
pragas, seus efeitos adversos sobre organismos devem ser considerados.

Neste trabalho foram estudadas as dalteragcdes morfolégicas em
hepatécitos de Brachydanio rerio (HAMILTON-BUCHANAN,1822,1823)
exposto ao organofosforado Dimetoato 500, em dose subletal de 0,025 pl/l.

Em bioensaio agudo, a exposicdo ocorreu durante 24 horas, sendo os
peixes mantidos em meio descontaminado até um total de 72 horas.  As
alteragcdes observadas nas primeiras 24 horas foram: descaracterizagcdo da
forma celular, com perda da visudlizacGdo da membrana plasmdtica;
laterdlizagcdo nuclear; nicleos com diversos diémetros e graus de densidade;
cromatina condensada na regido central e outros nlcleos picnéticos;
aumento de vacuUolos citoplasmdticos; apds 8 horas hd grande quantidade
de grénulos citoplasmdticos e necrose focal. Apds 72 horas ainda hé
intensas modificacdes, mas pode ser vista regeneracdo focal dos
hepatdcitos, ductos e sinusbides.  Estudos adicionais sobre a toxicidade do
Dimetoato alongo prazo seriam necessdrios, visto que alteracdes histolégicas
significativas foram observadas, sugerindo uma possivel evolugdo de

neoplasias.
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ABSTRACT

During the last decades, new substances were synthesised by the
chemical industry contributing to rise the life quality. But some important
effects on the biotic and the abiotic environment, are caused by these
products or their subproducts, at acute or chronical level, even in sublethal
concentrations.

Among the substances that enter the environment, pesticides used in
agropecuary became significant.

Even producing good results in fighting plagues, their adverse effects on
organisms has to be taken into account.

The morphological changes in hepatocytes of the fish Brachydanio
rerio (Hamilton-Buchanan, 1822, 1823), caused by the organophosphate (OP)
Dimetoato 500, in a sublethal dosis of 0,025 ul/l, were studied.

In an acute test the fish were exposed for 24 hours to the OP, being then
maintained in clean water for the next 48 hours.

The main changes that occurred after 24 hours were loss of the typical
cell shape, and of clear cell limits; migration of nuclei and changes in its shape
and size; chromatin condensed in the central region of nuclei and some
others picnotic; increase in cytoplasmic vacuoles.  After 8 hours high amount
of cytoplasmic grannules and focal necrosis. After 72 hours there are still
strong changes but focal regeneration of the hepatocytes, canalicules, ducts
and synusoids is seen.

Even having been exposed to the half of the dosis considered as the
lethal level, significant changes of the liver tissue were observed sugesting a

possible evolution into hepatic neoplasia.
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1. INTRODUGAO

O continuo aumento da populagdo humana exige uma crescente
produgdo alimentar. A sintese de novas substancias quimicas, nos Ultimos
decénios, trouxe grande contribuicdo para a produtividade e melhoria da
qualidade de vida. A partir do desenvolvimento da era industrial, o homem
passou a transformar matéria prima em ferramentas, mdquinas e insumos.
O resultado destas atividades sdo residuos inGteis e o uso de muitas
substancias que, com o tempo, acabam comprometendo a biosferq,
causando problemas que, as vezes, somente sdo identificadas apés a
ocorréncia de casos graves e extremos.

Enfre as substdncias introduzidas no meio ambiente e que
poluem a dguaq, solo e dimentos, encontramos os pesticidas de uso
agropecudrio. Os pesticidas ou defensivos agricolas, como substancias
quimicas que sdo, podem ter agdo fisioldégica sobre organismos vivos,
incluindo outros que ndo sdo seu alvo.  Assim, seu uso deve ser equilibrado,
levando-se em conta todas as informagdes sobre seus efeitos, tanto em
pessoas que manipulam os produtos nas fdbricas e nos campos, quanto nos
consumidores dos dlimentos que apresentam residuos, assim como nos
animais domeésticos e silvestres, nos organismos aqudticos e no meio
ambiente. A classificagdo destas substancias estd ligada a sua agéo e,
assim, temos: inseticidas, herbicidas e fungicidas. Em relagdo a sua
estrutura  quimica, podem ser classificadas em organoclorados,

organofosforados, carbamatos, piretréides e muitos outros (ITAL, 1989).



Aproximadamente 70% das substancias quimicas que tém sido
sintetizadas sGo usadas na agricultura, sendo que 90% sd@o inseticidas,
herbicidas e fungicidas (JONSSON, 1991).

O uso dos inseticidas fosforados iniciou-se com os trabalhos de
Gerhard Schrader em 1937, que sintetizou cerca de 300 compostos orgdnicos
fosforados. Demonstrou serem altamente téxicos para os insetos,
ocasionando elevado indice de mortalidade (ALMEIDA e PIEDADE, 1958).

A partir da descoberta dos organofosforados como agentes
anticolinesterdsicos, cresceu também o interesse em empregd-los como
inseticidas, bem como em estudar suas propriedades quimicas e
bioguimicas, inclusive com a finadlidade de serem reconhecidos como
potenciais armas de guerra (KOELLE e GILMAN, 1949).

Os organofosforados, considerados inseticidas de 2° geracdo, sdo até
hoje amplamente utilizados em nossa agricultura, com poucos casos de
restricdo, podendo ser sistémicos e ndo sistémicos. Os inseticidas
organofosforados podem ser derivados do dcido fosférico e fosfénico, como
ésteres destes acidos, interferindo as vezes em diferentes estruturas orgénicas
e em niveis diferentes.

Seus efeitos sGo conhecidos nos vertebrados, como inibidores da
acetilcolinesterase (AchE), em diferentes niveis de inibi¢cdo, causando a
fosforilacdo da Achk (COPPAGE, 1972). Estudos em hamsters revelaram
que os diferentes graus de inibicdo da AchE foram sempre acompanhados
pela diminuicdo acentuada do nivel de norepinefrina (NE) (BRZEZINSKI e
WYSOCKA-PARUSZEWSKA, 1980).

Segundo SILVA (1989) e SILVA et al (1993), apds 96 horas da
administragdo, por via intra peritoneal, do organofosforado formulado Folidol

600, no peixe Callichthys callichthys, observou-se necrose focal e



degeneracdo nuclear no figado; apds 120 horas as lesdes se mantinham,
sendo observadas, ainda, degeneracdo nuclear, vacuolizacdo celular e
necrose focal intensas, bem como acentuada reducdo do glicogénio
hepdtico.

Em estudos com o organofosforado Paration metilico, comparando-se
diferentes espécies de peixes, verificou-se que alguns sinftomas se repetiam
em todas elas, mas que hd grandes diferencas especificas quanto &
sensibilidade, a velocidade de reagdo e a capacidade de recuperacdo
(FANTA ef. al., 1988).

Brachydanio rerio, exposto G concentracdo de 09 mg/l do
organofosforado Malation, demonstrou significativas alteracées no nUmero
de células hepdticas e no indice nucleo-citoplasma, mesmo quando exposto
a dose subletal por 4 meses. Dois meses ndo foram suficientes para a
recuperacdo dos peixes, concluindo-se que o produto fica acumulado no
figado do animal, como resultado de sua metabolizagcdo a uma forma mais
téxica, o malaxon, retardando-se assim o seu efeito (ANSARI e KUMAR,
1987q). Também chegou-se a conclusdo de que o Madlation ndo inibe
somente a AchE, mas também dltera os parédmetros bioquimicos do figado,
sendo que a intoxicacdo, bem como a recupercdo, é diretamente
proporcional a concentragdo do produto (KUMAR e ANSARI, 1986).

Os organofosforados sGo utilizados amplamente em todas as fases do
controle de pragas agricolas e em ectoparasitas animais, sendo que estas
substéncias freqUentemente adlcangam o meio ambiente aqudtico.  Foi
estudada a captacdo e retengdo do malation em Cyprinus carpio, e
observada a distribuicdo dos residuos nos diferentes tecidos, em peixes

expostos a 5 mg/l por 4 dias (BENDER, 1969):



Tecido Residuo (ug/g.)

Cérebro 2,58+ 1,94
Sangue 4,97 + 4,30
Branquias 3,23+2,82
Figado 66,59 + 25,0
Mdusculo 28,43+ 5,11

Verifica-se, portanto, que o figado é um dérg&o intensamente afetado,
acumulando grande quantidade do produto.

Estudando o impacto téxico de organofosforados sobre o metabolismo
de carboidratos em Clarias bafrachus, GHOSH (1987) observou um
decréscimo na taxa de glicogénio a nivel hepdtico e muscular, sendo que a
glicose circulante tornou-se elevada, como também o dcido I&tico. Jao
metabolismo de proteinas e dcidos nucleicos no figado de Brachydanio
reno, foi reduzido significativamente, enquanto que os aminodcidos foram
significativamente aumentados (ANSARI e KUMAR, 1988).

Foram observados efeitos da acdo de organofosforados em dose
subletal, como deformagdo esquelética em [ctalurus punctatus e
Brachydanio rerio; indicios de redugcdo do indice gonadossomdtico;
eritropenia; necrose, hiperplasia e edema de branguias, bem como
vacuolizagdo e necrose do figado (AREECHON e PLUMB, 1990; KUMAR e
ANSARI, 1984).

Em estudos no peixe de dagua doce Puntius conchonius, exposto
cronicamente a uma concentragdo subletal {109,5 ppm) do organofosforado

Phosphamidon, verificou-se hiperglicemiaq, hiperlactemiq,



hipercolesterolemia, hiperlipemia, hiperproteinemia e aumento de d&cidos
graxos no sangue, manifestados em peixes expostos por mais de 4 semanas.
Houve aumento do indice hepatossomdtico, hepatite moderadaq, sinais de
lipolise e quebra de proteinas nos musculos esqueléticos (GILL, PANDE e
TEWARI, 1990).

Os efeitos de dose subletal de organofosforado sobre os niveis
hematoldogicos de Channa punctafus demonstraram um decréscimo de
eritrocitos e concentragdo de hemoglobina e que, nas primeiras 24 horas,
houve um aumento de diémetro nuclear. Apds 96 horas de exposicdo, um
decréscimo no didmetro nuclear do eritrécito (LONE e JAVAID, 1976).

A nivel reprodutivo, quando Brachydanio rerio es’réve exposto a 0,9
mg/| de malation durante 7 dias, mostrou-se alterado, devido a modificacédo
no ovdrio: os foliculos maduros tornaram-se atrésicos com perda da
caracteristica forma esférica. Quando expostos a dose de 0,5 mg/! por 4
meses, observou-se redugcdo de foliculos maduros e os peixes ndo
desovaram, sendo que, mesmo apds o retorno por dois meses a dgua
descontaminada, ndo foi suficiente para sua recuperacdo (ANSARI,
SRIVASTAVA e KUMAR, 1986). Além disso, o dcido nucleico (DNA e RNA),
proteinas e atividade de fosfatase alcalina foram significativamente
diminuidos no ovdrio do B. rero, apds exposicdo ao organofosforado.
Estudos histopatolégicos revelaram interrupgdo no desenvolvimento das
oogébnias. Depois de transferidos para dgua descontaminada, houve uma
tendéncia a recuperagdo de todos os pardmetros estudados (ANSARI e
KUMAR, 1987b).

Outro fator que merece consideragGdo é o das alteragdes
histopatolégicas provocadas em peixes, conseqUentes dos efeitos dos

pesticidas, permitindo um diagnéstico das lesbes produzidas e seu



mecanismo de aftuagdo, principamente aqueles provocados por doses
subletais e por bioacumulagdo.

ADENEY e MATTHIESSEN (1979) estudaram os efeitos do
organofosforado Abate(temephos) usado no controle de moscas negras,
nos rios da Africa, em dose subletal com Sarotherodon mossambicus.
Observaram que ndo ocorreram efeitos sérios durante o tempo de exposicao
empregado: os limitados efeitos detectados ndo seriam danosos para uma
populagdo selvagem. Esta opinido é sustentada por outros trabalhos que
mostraram que peixes podem tolerar algumas aplicacdes do
organofosforado, sugerindo baixa toxicidade. Contudo, é de se acreditar
que qualquer dlteragdo que possa aparecer na populagdo de peixes tem
como causa principal a capacidade de atuagdo do produto sobre os
insetos aqudticos que formam a dieta de muitos peixes dos rios da Africa.

Entre os derivados fosforados, encontra-se o Dimetoato,
0,0-dimetil S-metilcarbamoilmetil fosforoditioato (IUPAC), organofosforado
soluvel em dgua 25 g/l a21°C (BRASIL, 1988), sendo que o seu metabolismo,
nos vertebrados, ocorre quase que exclusivamente no figado.

O sistema nervoso periférico autbnomo, com suas ramificacdes
simpdticas e parassimpdticas, demonstram sinais do envenenamento como
resultado da inibicdo da acetilcolinesterase.  Assim, temos os sintomas de
intoxicacdo de organofosforado nas diversas partes do sistema nervoso
(LARINI, 1979).

Em mamiferos, quando expostos a doses agudas e letais, a morte se d&
por asfixia, provocando andxia cerebral, causada por bronquioconstricdo,
presenca de secregdo no aparelho respiratério, queda de pressdo arterial,
bloqueio neuromuscular respiratério, com falhas no centro respiratério do

cérebro (ITAL, 1989).



Como parte de um programa de avdliagdo histopatolégica para
detectar poluigdo por inseticidas no meio aqudtico, foram estudados em
Channa punctatus os efeitos da exposicdo subletal e crénica dos
organofosforados Diazinon, Metil Paration e Dimetoato sobre o figado,
observando-se: vacuolizagdo, diminuigdo do volume hepdtico, prejuizo do
suprimento de sangue, granulagdes citoplasmdticas e aspecto espumoso do
tecido do figado. Verificou-se que o dimetoato comportou-se como o de
menor toxicidade, quando comparado aos outros trés, mas em 24 h de
exposi¢do produziu elevado grau de granulacgées citoplasmdticas (ANEES,
1978).

Resultados e controles laboratoriais de exposicdo de peixes a pesticidas
tém demonstrado que o figado é o érgdo que se dltera com maior
freqGéncia. O dimetoato, reconhecido pelos seus efeitos sistémicos por
contato, quando comparado a outros inseticidas, & considerado moderado.
Assim sendo, foram analisadas lesées nas branquias, figado e rim de Punfius
conchonius, frente a carbaril e dimetoato. Os resultados revelaram
hipertrofia do figado, vacuolizagdo dos hepatdcitos, nicleos picndticos,
corddes hepdticos desorganizados, com auséncia de nucleos e sinais de
necrose. Ainda como achados patolégicos, presenca de células mitéticas,
células pleomodrficas, aciddfilas, células pigmentadas e focos inflamatdrios
intrazonais e periportal (GILL, PANT e PANT, 1988).

LINGARAJA e VENUGOPALAN (1978) andlisaram dalteragdes na
respiragdo, metabolismo, natagdo, bem como a determinagdo do CL 50
para o organofosforado Dimetoato, organoclorado DDT e pelo carbamato
Carbaril em peixes Therapon jarbua.

Bioensaios tém revelado que o Dimetoato € um organofosforado de

média toxicidade, pois seu CL 50 encontra-se a nivel mediano, quando



comparado a outros organofosforados, e até mesmo a outros grupos de
pesticidas (VERMA ef al/, 1982).

ALABASTER (1969), utilizando o peixe Rasbora heteromorpha,
determinou pelo teste de fluxo continuo os valores de CL 50 em ppm/48
horas, para diversos organofosforados, obtendo os seguintes resultados:
Azinfosmetil - 0,38; Clorfenvinfos - 0,27; Formotion - 1,2; Etion - 0,52; Bromofos -
0.62; Fosalone - 2,4; Stirofos - 4,3; Diclorvos 7,8, Demeton-metilico - 13,0;
Madlation - 13,0; Mevinfos - 11,5; Dimetoato - 27,0; Manazon - 220 e Dicrotofos
- 1000.

A crescente demanda para um aumento de informacgdes sobre os
efeitos da potencidlidade dos agrotéxicos que poluem as dguas tem
evidenciado a necessidade de um animal experimental padrdo e que
poderia ser aceito internacionalmente. O Brachydanio rerio vem sendo
utilizado como tal padrdo, pois é relativamente facil sua manutencdo e
reproducdo em laboratério, considerando-se ainda a sua sensibilidade para
efeitos carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos, frente a téxicos. E
utilizado em inUmeras investigagdes, envolvendo um espectro de diversidade
de disciplinas em vdrios paises (LAALE, 1977).

No presente ftrabalho, optou-se pelo estudo das dalteragdes
morfolégicas nas células hepdticas do peixe paulistinha ou peixe-zebra
(Brachydanio rerio ), quando submetido a um tratamento agudo com o
organofosforado Dimetoato, em dose que é subletal, ou sejq, segurq, do
ponto de vista ambientdl, j& que ndo causa a morte de nenhum individuo,

neste tempo de observagdo.



1.1 - OBJETIVOS

1. Determinagdo do CL 50 do organofosforado Dimetoato 500, através de
teste agudo de 96 horas para a espécie Brachydanio rerio (Hamilton-

Buchanan, 1822, 1823).

2. Descricdo da morfologia normal do tecido hepdtico do Brachydanio rerio
mantido em condigdes ambientais normais, baseada na microscopia dptica

e eletrénica de transmissdo.

3. Descricdo das dlteragdes provocadas a nivel das células hepdticas em
seqUéncia temporal, quando Brachydanio rerio é submetido a dose subletal
do organofosforado Dimetoato 500 por 24 horas e observado até 72 horas

apdés a contaminagdo.



MATERIAIS E METODOS
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1 - Espécie estudada

Para a redlizagdo deste trabalho, foi utilizado o Brachydanio
rerio (Hamilton-Buchanan, 1822, 1823), Pisces, Teleostei da familia
Cyprinidae, vulgarmente chamado de Peixe Zebra ou Paulistinha.

Origindrio do continente asidtico, possui o corpo revestido de
escamas e coloracdo prateada com listas horizontais preto-azuladas,
alternadas com outras amarelas; atinge entre 4 e 5 cm de comprimento; tem
hdbitos diurnos; apresenta barbilhdes sensoriais na regido bucal.

Foram utilizados, nos bioensaios, exemplares de Brachydanio
rerio, medindo entre 2,5 e 3,5 cm(Fig. 01 a,b), com peso médio de 0,17 g,
todos eles adultos do mesmo lote, provenientes de Estacd&o de Piscicultura
do Estado do Rio de Janeiro, o que garante serem os animais homogéneos,
isentos de contato prévio com agrotéxicos.

Dos 250 exemplares utilizados, 100 foram destinados a
determinagdo do CL 50, e 150 aos testes com dose subletal.  Os testes e
processamento das amostras para estudos celulares e andlise dos resultados
foram redlizados no Laboratério de Impacto Ambiental do Departamento de

Biologia Celular da Universidade Federal do Parand.
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2.1.2 - Aclimatac¢do

Os exemplares usados no presente trabalho foram transportados
até Curitiba por via aéreq, acondicionados em sacos pldsticos atdxicos,
inflados com O2, garantindo a concentracdo de oxigénio durante a viagem,
embalados em caixa de isopor para manutengdo da temperatura, obtendo-
se assim 100% de sobrevivéncia.

Ao chegarem ao laboratério, os peixes foram estocados em
caixa de cimento amianto com capacidade de 250 litros, para aclimatacéo,
contendo dgua previamente purificada por filtragem em filtros de celulose e
carvdo ativado (Aqualar), aerada continuamente com qgjuda de um
compressor (Vigo Ar) e aquecida até 25° C por aquecedor controlado por
termostato (Vigo Avr). O pH da dgua foi 7 + 0,2 e o fotoperiodo
acompanhou o ciclo natural de aproximadamente 10/14 horas dia/noite.
Os peixes foram dlimentados duas vezes ao dia com Racdo para Pescados
"WEG Crescimento”, triturada para melhor aproveitamento pelos animais,
contendo os seguintes componentes bdsicos: farinha de peixe, farinha de
carne, farelo de soja desengordurado, proteinase de milho, farinha de casca
de camardo, farelo de trigo, dleo de peixe, vitaminas e minerais, sendo o
nivel de proteina 46,00%. Os individuos permaneceram em aclimatagdo

por duas semanas, antes do inicio dos bioensaios.
2.2 - SUBSTANCIA TESTADA E SUAS CARACTERISTICAS
Optou-se por um Organofosforado (OP) como substancia-teste,

por ser conhecida sua agdo sobre as células hepdticas (KUMAR E ANSARI,

1986; FANTA ef. al 1988). Sendo assim, buscou-se um produto que
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apresentasse solubilidade em dgua, para facilitar sua absorcdo pelos
organismos.

O organofosforado eleito foi o DIMETOATO, de amplo uso na
agricultura do Estado do Parand que, segundo BRASIL (1988), apresenta as

seguintes caracteristicas:

Q) Principio ativo: DIMETOATO
b) Nome comum: DIMETOATO
c) Classe: Inseticida e Acaricida
d) Nome quimico (IUPAC):
0,0-dimetil S-metilcarbamoilmetil fosforoditioato
e) Nome quimico (C.A.):
0,0-dimetil S- | 2-(metilamino)-2-oxoetil | fosforoditioato
f) Nome quimico (CE Nortox)
Ditiofosfato de 0,0,-Dimetil S-(N-metil-carbomoil-metil).

g) Férmula estrutural:

S
I
CHaNHCOCH2SP{OCHja)2

h) Férmula bruta: CsHi2NO3PS2

i) Massa molecular: 229,20

j) Solubilidade em dgua: a21° C é de 25 g/l
) DL 50 oral (ratos): 320 - 380 mg/Kg.

m) Concentracdo do produto comercial: 500 g/|
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2.3 - DETERMINACAO DO CL 50 E DOSE SUBLETAL

Foi determinada a concentragdo letal (CL 50), ou seja, aquela
gue causa a mortalidade para 50% da populagdo da espécie Brachydanio
rerio, com ‘organofosforado Dimetoato 500, através de bioensaio semi-
estdtico, conforme as normas de testes de agrotéxicos contidos no
Treinamento Prdtico (L5-019-2) da Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental (SP) de 1991.

O teste para determinagdo do CL 50 foi redlizado em duas
etapas: 1) a preliminar estabeleceu o intervalo entre a concentrag&o maior
com 0% de mortalidade e a menor concentragdo com 100% de mortalidade;
2) a definitiva, em concentragdes crescentes entre os extremos obtidos na
preliminar, forneceu dados para o cdlculo do CL 50. Foi estabelecida a
relacdo de 1 g de peixe para 1 litro de solugcdo, sendo os testes realizados em
cubas de vidro com capacidade para 2 litros, contendo cada uma 10
individuos, formando uma bateria com cinco cubas: um controle e quatro
contaminados (Fig. 03). Foram redlizadas trocas didrias da solucdo para
garantir uma relativa constancia do nivel de oxigénio e da concentragcdo da
substanciq, perfazendo um total de 96 h. de observagdo. As solugdes foram
preparadas a partir de uma solugdo estoque e diluidas na dgua de
manutengdo dos animais.

A cada tempo estabelecido ou seja, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h. apds o
tempo inicial ou To, foi anotado o nimero de individuos mortos. Os dados
obtidos foram andlisados estatisticamente pelo Método " TRIMMED
SPEARMAN KARBER ", devido a obtencdo de apenas uma porcentagem
intermedidria do efeito observado, conforme procedimento de andlise
estatistica de resultados de testes de toxicidade aguda (L5.017) da

Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (SP) 1990.
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Uma vez estabelecido o CL 50, decidiu-se pelo uso de uma dose
subletal aleatdria inferior, correspondendo a +50% do CL 50 do produto

comercial.

2.4 - BIOENSAIO

Uma vez que as condi¢cdes ambientais podem afetar
marcadamente a sensibilidade ao agente téxico, o teste toxicoldgico foi
conduzido sob condigdes pré-determinadas e constantes, ou seja:
temperatura25°C (£ 1° C); pH 7 ( £ 0,2); aeragcdo constante; fotoperiodo de
10/14 h. dia/noite acompanhando o ciclo natural; alimentac&o duas vezes
ao dia com ragdo WEG no inicio e fim do periodo iluminado. Os
pardmetros temperatura e oxigénio dissolvido foram monitorados pelo
Oximetro Digital Andlion Modelo OX.901, o pH pelo pH-Metro de Bolso
Corning Modelo PS-15 e a condutividade pelo Condutivimetro Digimed CD-
20.

O experimento foi redlizado em trés aqudrios, cada um com
capacidade de 37,5 litros (50x30x20 cm), tendo as faces laterais e a posterior
revestidas por papel "contact" verde escuro, para melhor adaptagdo dos
animais, os quais foram distribuidos da seguinte maneira: um aqudrio para as
primeiras 24 horas; um aqudrio para descontaminag&o dos animais apds 24
horas até 72 horas, e um sem contaminag&o para controle do experimento.

O primeiro aqudrio foi contaminado com a concentracdo de
0,025 pl/l do produto comercial, correspondendo a 0,0125 mg do principio
ativo, durante as 24 horas iniciais, sendo que o volume total da solugdo foi
de 20 litros, recebendo cinqUenta exemplares de Brachydanio rerio.  Apds

a coleta em T2+ (24 horas apds o tempo inicial To), os exemplares foram
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transferidos para o segundo aqudrio com dgua descontaminada, dli
permanecendo até o final do experimento. O aqudrio-controle manteve-
se com a qualidade ideal para os animais, durante todo o experimento.

Os tempos para coleta de amostras de figado foram: To
{(momento da exposi¢do ao produto); T2 {duas horas apds a contaminagédo,
quando foram sacrificados os primeiros quatro individuos experimentais) e
controle, procedimento para todos os demais hordrios subseqUentes, ou seja

T4, Ts, Toa € Tra.

2.5 - COLETA DO MATERIAL E PRE-FIXACAO

Apos os tempos de experimentacdo, os peixes foram
sacrificados, submetidos a sec¢cdo medular, seguida de incisGo ventradl,
quando foram expostos os érgdos abdominais. Com o auxilio de um
contagotas, foi gotejado o fixador na cavidade abdominal para uma pré-
fixagdo, passando-se a dissec¢do, exposigdo e coleta do figado.

A coleta foi realizada ao microscépio esteroscépio, em placa de
Petri, com ajuda de pingas e tesourq, sendo o corpo do animal mantido em
solucdo fixadora, durante o processamento.

9

2.6 - PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O tecido hepdtico foi estudado através de técnicas histoldégicas
de microscopia 6ptica (M.0.), para identificagdo da morfologia normal e da
morfologia alterada pelos efeitos sub-letais do organofosforado, ao longo
do tempo de exposicdo; e também por microscopia eletronica de

transmiss@o (M.E.T.), para avaliagcdo da ultraestrutura dos hepatécitos.
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2.6.1 - Técnicas para Microscopia Optica

Uma vez isolados, os figados foram colocados em frascos
pequenos de vidro, com * 3 ml do fixador de Bouin (BGcherl, 1962), por 6
horas, passando em seguida por sucessivas lavagens em dlcool 70%, para
retirada do excesso de dcido picrico. O material foi desidratado em série
alcodlica (Etanol ) crescente, diafanizado em Xilol (Xileno P.A.), impregnado
e incluido em "Paraplast Plus" {Sigma ®), sendo solidificado em temperatura
ambiente (BUcherl, 1962 modificado). Para facilitar o corte em micrétomo,
os blocos foram trimados em forma de pirdmide e cortados com navalha de
aco, com 3 a 4 micrometros de espessura. Para isso foi utilizado um
aparelho de microtomia Leitz, Wetzlar.  Os cortes foram aderidos & Iémina
de vidro com Albumina de Meyer (Culling ef a/, 1985) e esticados em placa
aquecedorq, secos ao ambiente antes da coloragdo.

Os cortes do figado foram corados com Hematoxilina de Harris-
Eosina (HE) (BUcherl, 1962), e a montagem de IGminas permanentes foi feita
com resina Poly-Mount (Polysciences, Inc), seguida da secagem em
temperatura ambiente.

As lGminas foram estudadas e fotografadas em Fotomicroscdédpio
Olympus BH-2, sendo utilizado o filme Kodakcolor, Gold Plus 35 mm, de Asa

100.



17

2.6.2 - Técnica para Microscopia Eletrénica

Os figados foram fixados em Glutaraldeido a 2,5%, diluido em
tampdo de Cacodilato a0,2M e pH 7,2, a4° C, por 2 horas. O material foi
lavado em soluc@o de sacarose a 4° C, pds-fixado em Osmio a 1%, diluido
em solu¢gdo de sacarose, contrastado com Acetato de Uranila em bloco,
desidratado em série crescente de acetonaq, impregnado e incluido com
resina Polylite ®, usando-se, como suporte do material, cdpsulas de gelatina.
Estas permaneceram em estufa a 60° C por 72 horas (FRANCO, 1994).
Submetidos os blocos ao corte do Ultramicrétomo Sorvall MT-2. Cortes
ultrafinos foram coletados em tela de cobre, e contrastados com Acetato de
Uranila (WATSON,1958) e Reynolds (REYNOLDS,1963), sendo observados e
fotografados em Microscédpio Eletrénico de transmiss@o Philips EM 300 do

Centro de Microscopia Eletrénica do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

1. As solugdes estdo descritas no Apéndice |.

2. Os roteiros para processamento histolégico de M.O. e M.E.T. estao des-
critos no Apéndice Il.

3. Os roteiros para coloragao em M.O. e contrastagao em M.E.T. est@o no

Apéndice ill.
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3 - RESULTADOS

3.1 - DETERMINAGCAO DA DOSE SUBLETAL DO DIMETOATO 500

PARA Brachydanio rerio
3.1.1 - Resultados do Teste Preliminar para CL 50
Colocando-se Brachydanio rerio em Dimetoato 500 diluido em

agua de manutengdo, em cinco cubas de bioensaio, por um periodo de 96

horas, foram obtidos os seguintes resultados:

Concentracao N° inicial N°de peixes mortos por
de Dimetoato 500 de periodo deobs. (h.)
em mi/l peixes 24 48 72 96

0,5 10 10 10 10 10

0.1 10 10 10 10 10

0,01 10 10 10 10 10

0,001 10 10 10 10 10
0,0001 10 0 0 1 3
0,00001 10 0 0 0 0

Controle 10 0 0 0 0
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3.1.2 - Resultado Definitivo para CL 50

Utilizando-se o intervalo de concentragcdes entre 0% e 100% de
mortalidade, o Dimetoato 500 foi diluido em dgua filtrada e os organismos

teste foram expostos ao produto durante 96 h, obtendo-se os seguintes

resultados:
Concentragdao Periodo de Observagoes (h)
da Substancia Observagoes
teste 0 24 48 72 96
1.N° de peixes mortos 0 0 0 0
FRASCO 1 2.Condutividade (uS/cm) 1549 168,3 174,8
0,00001ml/I 3.Temperatura (°C) 25,0 25,0 24,6
{0,011 ui/1) 4.pH 71 7,0 7,0
5.0xi.Dissolvido (mg/l) 73 7,2 7.2
1.N° de peixes mortos 0 0 3 13
FRASCO 2 2.Condutividade (uS/cm) 159,2 169,5 180,1
0,00010ml/! 3.Temperatura (°C) 25,0 24,6 25,1
{0,10ul/1) 4.pH 70 49 6,9
5.0xi.Dissolvido {(mg/l) 78 7.4 7.3
1.N° de peixes mortos 8 16 20 20
FRASCO 3 2.Condutividade (uS/cm) 163,3 165,8 180,1
0,00012ml/I 3.Temperatura (°C) 24,5 24,8 24,8
(0,12ul/1) 4.pH 71 70 7.0
5.0xi.Dissolvido {mg/l) 78 7.5 7.4
1.N° de peixes mortos 19 20 20 20
FRASCO 4 2.Condutividade (uS/cm) 165,6 180,8 190,2
0,00014ml/I 3.Temperatura (°C) 24,9 25,0 25,0
(0,14ui/1) 4.pH 71 69 7.1
5.0xi.Dissolvido (mg/!) 73 69 7.0
1.N° de peixes mortos 0 0 0 0
FRASCO 2.Condutividade (uS/cm) 15851 167.4 174,0
3.Temperatura (°C) 24,8 25,0 24,9
CONTROLE 4.pH 70 7.1 71

5.0xi.Dissolvido (mg/l) 73 7.2 7,2
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3.1.3 - Andlise Estatistica dos Resultados do Teste de

Toxicidade Aguda

O tratamento estatistico dos resultados dos testes de toxicidade
aguda, utilizado na determinagdo da concentragd&o do agente téxico, letal
ou efefiva, a 50% da populagdo de organismos-teste, num determinado

periodo de exposi¢cdo foi:

Método " TRIMMED SPEARMAN KARBER "
Fazendo-se uso de programa estatistico " TSK ", foram

encontrados os seguintes resultados:

Concentragdo (ui/l) 0,01 0,10 0,12 0,14
N° Indiv. Expostos 20 20 20 20
Mortdlidade 0 13 20 20

ESTIMATIVA SPERMAN KARBER CL50 0,0488491

95% Limite inferior de confianca 0,04

95% Limite Superior de confiangca 0,06

Com base neste resultado foi escolhida a dose subletal de
0,025ul/l do produto Dimetoato 500, correspondendo a 0,0125 mg do

principio ativo, sendo a mesma igual a aproximadamente 50% da CL 50.
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3.2 - MORFOLOGIA HEPATICA NORMAL (Controle) de

Brachydanio rerio

Através de observacdo macroscédpica, verifica-se que o figado de
Brachydanio rerio ocupa considerdvel volume, quando comparado ao
restante do corpo, apresentando uma coloragcdo amarelada e consisténcia
macia. Estdsituado na por¢do anterior do abddémen, recobrindo parte da
por¢do dorsal e ventral do estébmago. O figado é composto por trés Iébos,
sendo que na posi¢cdo ventral do estdbmago encontramos os dois maiores.
O terceiro l6bo estd situado em relagcdo ao estdmago dorsamente,
conferindo assim uma forma circular, que contorna o estémago.
Encontramos qinda a presengca de uma vesicula biliar, inUmeros vasos
sangUineos e uma estreita ligagcdo com o bago.

Em Brachydanio rerio, normais, as células hepdticas possuem forma
arredondada poligondl(Fig.5q), arranjando-se em corddes(Fig. 4), que se
limitam por um lado dos sinusdides (Fig. 5b), revestidos por célula de nicleos
achatados. Possuem membrana plasmdtica bem definida (Fig.5b),
grandes nucleos arredondados com cromatina dispersa na periferia e
nucléolos proeminentes (Fig.5b,7q,b). O citoplasma apresenta
granulosidade e aspecto vacuolizado(Fig.5a,b). Os agregados de
particulas de glicogénio, bem como goticulas de lipidios, sdo parcialmente
removidos pela técnica de preparagcdo para M.O., deixando, portanto, dreas
intracelulares nGo coradas e irregulares. No citoplasma verifica-se a
presenca de mitocéndrias em quantidade significativa, sendo a maioria de
formato arredondado, muito préximas aos nucleos(Fig.9q). O reticulo
endoplasmdtico pode ser granular ou rugoso, devido a presenga de

ribossomos aderidos a face externa de suas membranas (face voltada para o
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citosol) (Fig. 8,10 a,b). Apresentam também ribossomos livres(Fig. 8).
Verifica-se a presengca de estruturas semelhantes a lisossomos ou lisossomos
secunddrios (Fig.09). Estas estruturas parecem também ocorrer préximo
aos nucleos (Fig. 10).

Os candliculos biliares apresentam-se como finos canais localizados na
adjacéncia dos hepatdcitos (Fig. 12).

Entre os corddes de hepatdcitos encontramos os sinusdides (capilares),
apresentando um endotélio descontinuo, com células geramente de
contorno irregular (Fig.5b,éb). Entre as células de revestimento dos
sinusdides e a superficie dos hepatdcitos, temos o espaco perissinusoidal ou
espago de Disse, que é continuo com a luz do sinusdide (Fig.6a,b).
Numerosas microvilosidades irregulares estendem-se da superficie do
hepatécito para o espago de Disse (Fig.éb). Entre as bases das
microvilosidades, notam-se depressdes envolvidas em endocitose (Fig.13aq).

Observa-se ainda a presengca de células sanglineas, que possuem
nucleo redondo e cromatina moderadamente condensada, a qual tende a

agrupar-se ao redor da periferia dos sinusdides (Fig.13a,b; 14;15).
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3.3. - EFEITOS DO DIMETOATO 500 SOBRE A MORFOLOGIA
HEPATICA DO Brachydanio rerio

3.3.1 - Tempo de exposi¢cdo 2 horas

As  células hepdticas apresentaram diferencas estruturais,
quando comparadas ao o controle. A forma celular foi descaracterizada,
sofrendo os hepatécitos um certo achatamento, perdendo-se em alguns
locais a visudlizagdo dos limites celulares (Fig.16,17). Os nuUcleos
apresentam-se lateradlizados em maior quantidade do que no controle,
caracterizando-se por apresentar tamanhos e formas diferentes, tendo inicio
uma condensa¢cdo da cromatina (Fig.18). Os vacUolos citoplasmdticos,
observados normalmente nas células, tiveram maior incidéncia, provocando
dreas ndo coradas pela eosina em algumas regides do figado (Fig.19).

Em outras dreas algumas células apresentaram inicio do

aparecimento de granulagdo nos hepatdcitos (Fig.18).

3.3.2 - Tempo de exposicao 4 horas

As células apresentaram-se inchadas e o citoplasma com
granulagdes finas e grossas, mais eosinofiico que o controle (Fig.20). A
membrana plasmdtica em muitas células ndo ficou visivel.  Alguns nicleos
mantiveram forma relativamente regular, com a cromatina condensada na
regido central (Fig.21). Outros apresentaram-se bastante pequenos e
picnéticos(Fig.21). Houve perda de conteldo celular, caracterizando

pontos de necrose (Fig.22). Observou-se ainda a presenga de algumas
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células normais(Fig.22). A vacuolizagdo persistiuv em algumas regides e em

outras ndo (Fig.22).

3.3.3 - Tempo de exposicdo 8 horas

As células, em muitas regides, tornaram-se indistingUiveis,
podendo ou ndo apresentar vacuolizagdo(Fig. 23,24). Este tempo de
observagdo é caracterizado pela acentuada presenca de granulos densos e
positivos @ eosing, nas células ainda integras(Fig.25,26). Candliculos e
sinusdides inchados podem ser observados (Fig.27). Os nucleos dos
hepatécitos mostraram diversos didmetros e graus de densidade: alguns
apresentam cromatina condensada na regido central e outros extremamente
picndticos, progredindo para uma cariolise, formando focos de necrose

(Fig.26,27).

3.3.4 - Tempo de exposicdo 24 horas

Apds 24 h de exposicdo, foram encontradas regides totaimente
necrosadas, inclusive com hemorragia a partir de capilares, ndo sendo mais
possivel a visudlizagdo dos limites dos vasos e células do tecido hepdtico
adjacente (Fig.30,31). Foram observadas células hepdticas com
laterdlizagdo nuclear, com e sem granulagdes, vacuolizagdo intensa e
moderada, tecido totalmente necrosado ou em inicio de necrose.
Vacuolos e nucleos apresentaram deformagdo, aparecendo nulcleos
normais, picndticos e em degeneragéo (Fig.28,29). Devido & presenca de

focos de necrose, hd restos celulares, o que sugere a presenga de células do
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sistema imunolégico, como linfécitos e histiécitos em maior quantidade (Fig.

30,31).

3.5 - Tempo de exposi¢cdo 72 horas

O T2 foi marcado pela permanéncia dos animais em ambiente
descontaminado durante 48 horas. Alteragdes significativas foram
visiveis, entretanto, no figado quando comparado o T72 ao controle e demais
tempos. Ficou caracterizado o estado de necrose em certos planos,
pela presenga de restos de materiais celulares e nicleos (Fig.32,34). A
lateralizagdo nuclear se manteve, em muitos casos(Fig.35). Os vacuUolos
continuaram irregulares e demonstrando degeneragdes(Fig.34). Algumas
células, porém, ja se apresentaram com tendéncia para a normadlidade,
sendo possivel delimitar a membrana celular, apesar da irregularidade em
seu formato (Fig.33,35).

Regionalmente, verificou-se a reorganizacdo dos hepatdcitos,

ductos biliares e sinusdides (Fig. 32,33,35).



Fig. 01 {q,b} - Exemplares de Brachydanio reno
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Fig. 02 - Laboratdrio de Impacio Ambiental, UFPR.
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Fig. 04 - Seccdo de figado de individuo controle com corddes hepdticos {Co
presenca de vacuolos (—s) vasos sanguineos { V) (H.E. 400X}
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Fig. 05 (qa) - Detalhe de figado de individuo controle. Nota-se a presenca
de células poligonais (=), nlcleos { =) arredondados com
nucléolo { =) presente; membrana plasmdatica(M); vaso sangUineo
{ V ) educto biliar £. (H.E. 1000X)

(b) - Formag¢do de corddes hepdticose presenca de sinusdide (S),
citfoplasma com granuiagdes{ - ), nucleos com nucléolos| # ).
Conftrole {H.E. 1000X)
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Fig. 06 (a,b] - Sinusdide (S); espagco de Disse(—> ); os hepatécitos (H)
microvilos (M); nicleos (N); nucléole ( N ) M.ET. a-12312X; b -22.572X.
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Fig. 07 (a,b) - Sinusdide (S); nicieo (N ) e nuciéolo { n ) de um hepatécito.
MET. a-13.753X; b - 20.225X
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Fig. 08 (a,b,c) - Hepatécito (H); mitocondrias (M), reticulo endoplasmdtico

granular ( R ), ribossomos livres ( —); glicogénio ( » ); autofagia ( 4 )
MET. a-41.040X; b,c - 71.820X.
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Fig. 09 (q] - Vista geral de hepatdcito. Nucleo (N); eucromatina ()
heterocromatina ={» mitocéndrias { M ); canadliculo biliar( CB) MET. 13.753X.
Fig. 09 {(b,c} - Estrutura semelhante alisossomo ( Li ) MET. 24.270X 41.382X.

Fig. 09 (d) - Hepatdcitos adjacentes ( H ); candliculo biliar (CB) ; desmosoma
{wel ). MET. 56.430X.
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Fig. 10 (q) - Vista geral de hepatécito com reticulo endoplasmdtico granular
(AK); nicleo(N). MET. 13.753X.

Fig. 10 (b,c) - Visudlizac@o do REr. (R); estruturas semelhantes a lisossomos
( =£>» ). MET.b-19.416X: ¢ - 18.607X.



Fig. 11 (a,b) - Figado de animal normal. Hepatdcitos (H); nlcleos (N)
eucromatina (—»); heterocromatina.&®)Sinusdides (S);  candliculos
biliares ({ % }; unido das membranas do hepatocitos (| - ). MET.
a-11.160X; b - 19.530X.

Fig. 12 - Detalhe de um candliculo biiiar (4lF; luz do candliculo { L );

membranas plasmdticas dos hepatdcitos (mB); microvilosidades (—-)
RE.rugoso ( r ); REliso( « ). MEI. 31.920X.



36

Fig. 13 {a,b,c); 14; 15 - Células do sangulineas( C ); sinusdides(S); espaco de
Disse( d ); microvilosidades { —>); eucromatina (k) heterocromatina (4};
Reticulo granular { G); vesiculas pinociticas { CM ); endocitose( € ).  MET.
a-16.416X; b,c-32.832X; F.15-23.590X; F.16-10.260X.



Fig. 16 - Figado de animal contaminado com Dimetoato apds 2 h. de
exposi¢do. apresentando desorganizacdo do arranjo celular [ =2 ) e inicio de
granulagoes citoplasmdticas focais { 4= ). (H.E. 400X)

QR BEX - ¥ - LA ol e

AESF A R R G AR

R g R oA St gy N ongt P oy
» o

Fig. 17 - Area do mesmo figado dltamente vacuolizada (valcom
desorganizacdo celular, inicic de degeneracdo nuclear { DN Jem animais
contaminados apos 2 h. de exposicdo ao Dimetoato 500. {H.E. 400X)



Fig. 18 - Figado de animal contaminado 2 h. com Dimetoato. Nucleos (! )
iniciam uma lateralizac&o, apresentam To?onhos e formas diferentes ( {4 ),
inicio de condensagdo da cromatina ( | ). Perda da organizagdo dos
corddes hepdticos ( Cop) e dlteragdes na vacuolizacdo e granulagdes
citoplasmdticas ( va ). (H.E. 1000X)

-y y." O ot " e X" Ag : "'!(f,ns.
Fig. 19 - Detalhe demonstrando degeneracdo celular (Dc) e nuclear(DN) e

desarranjo dos corddes. Inicio do processo de necrose focal (NF) 2 h. apds
contaminagcdo com Dimetoato 500. (H.E. 1000X)
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Fig. 20 - Citoplasma com granulagdes finas ( = ) e grossas ( * ) um tanto
eosindfilo. Contaminado 4 h. com Dimetoato 500. (H.E. 400X)
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Fig. 21 - A membrana plasmdatica em muitas células j& ndo é visivel, nicleos
(N} relativamente regulares, cromatina condensada no centro{ | ).

Contaminado 4 h.. (H.E. 1000X)



Fig. 22 - Observamos ainda presenca de células normais (—). Vacuolizagdo
persiste em algumas regides( % ). Contaminado 4 h. (H.E. 1000X)
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Fig. 23 - Presengca de granulos densos, regides vacuolizadas outras ndo.
Contaminado com Dimetoato 500 por 8 h. (H.E. 400X)
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Fig. 24 - Em muitas regides as células tornam-se quase indistingUiveis com
citoplasma intensamente granular( % ), diminui¢c&o significativa dos vacuolos.
Contaminado 8 h. (H.E. 400X)

Fig. 25 - Tempo caracterizado pela acentuada presenca de gréanulos densos
( =%> ) e positivos a eosina corados em rosa.  Podemos observar dreas onde
aperda celular é total ( $R}. Contaminado 8 h. [H.E. 1000X)



Fig. 26 - Nucleos dos hepatécitos ocorrem em diversos didmetros e graus de
densidade ( N ), formacdo de focos de necrose ( NF ). Contaminado 8 h.
(H.E. 1000X)
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Fig. 27 - Desorganizacdo das células hepdticas { ® ), ducto e sinusdide
N

hepdtico descaracterizado degeneracdo nuciear { N }.  Confaminado 8 h.
(H.E. 1000X)
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Contaminado com

Fig. 28 - Tecido totaimente necrosado (N¢c) € em inicio de necrose { & ),

sugere presenca de células do sistema imune.

Dimetoato 500 por 24 h. (H.E. 400X)

nucleos em degeneracdo ( N ) e vacuolizacdo intensa e moderada.

Fig. 29 - Células com laterdlizacdo nuclear ( * ), com e sem granulagdes,
Contaminado 24 h. (H.E. 1000X)



400X)

Fig. 31 - Necrose com extravasamento sanglineo a partit de capiiares(NC),
ndo sendc possivel visudlizar limites dos vasos e células hepdticas.
Contaminado 24 h. (H.E. 1000X)
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Fig. 32 - Pontos de necrose(NC), capilares ( C ) e sinusdides (S ). Detalhes
do figado de animal apds 72 h. da contaminacd@o e 48 h. apds estar em
ambiente descontaminado. (H.E. 400X)

Fig. 33 - Retomada da reorganizacdo dos corddes. com presenca de ducto
billar (CB ). Contaminado 72 h. (H.E. 400X)



Fig. 34 - Grande drea de necrose ( NE ) observando células com nucleos
normais ( N ), vacuolos irregulares. Contaminado 72 h. (H.E. 1000X)

Fig. 35 - Nucleos norrﬁois( * ), outros ainda picnéticos { « ) mantendc
ainda em muitos casos lateralizac@o nuclear ( *).  Contaminado 72 h. (H.E.
1000X)
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4. DISCUSSAO

Quando forem avdliados os agentes causadores de impacto
ambiental, obrigatoriamente devem ser incluidos os pesticidas. Destes, os
organofosforados devem fazer parte dalista. A necessidade da aplicacdo
de pesticidas nos dias de hoje é um fato inegavel. J& nos primdrdios da era
crista temos relatos da utilizagdo de arsénico como eliminador de insetos, e
extratos de plantas, como o pyrethrum e as sulfas, que também foram usados
nos impérios grego e romano (ITAL, 1989).  Mais tarde, o homem passou a
interferir no meio ambiente, causando transformagdes como inundacgdes,
desmatamento e queimadas, de modo a diminuir as condicbes de
desenvolvimento de pragas. Com o aumento da populagéo, houve
necessidade da expansdo da agricultura, para vidbilizar a crescente
demanda de dlimentos. Assim, as grandes dreas de monoculturas
uniformes vieram favorecer o aparecimento de pragas, devido a
abundancia de provisoes.

Apds a Segunda Guerra Mundial, é que se descobriu o alto poder e
abrangéncia dos pesticidas, norteando um grande desenvolvimento
tecnoldégico na industria de tais produtos. Estes produtos permitiram a
producdo das grandes lavouras. Mas o conhecimento superficial da sua
toxicidade levou ao uso exagerado, resultando em contaminagdo do meio
ambiente, conseglentemente da cadeia adlimentar, atingindo o homem, ndo
s pelos dimentos, mas também pela falta de técnicas adequadas para
aplicagdo de tais produtos. Assim sendo, o organofosforado Dimetoato,
largamente utilizado na agricultura do Estado do Parand, teve avaliada a sua

toxicidade aguda e seus efeitos, a nivel de células hepdticas.



ALABASTER, 1969, avdliou uma série de pesticidas. Com base na
deterninag&o do CL 50 do produto Rogor 40 (Dimetoato), no valor de 58
p.p.m, para a epécie Salmo gairdneri, classificou o organofosforado
Dimetoato como produto de média toxicidade, quando comparado a
outros pesticidas.  Therapon jarbua, quando exposto a Dimetoato (Rogor),
resultou em um CL 50 de 0,70 p.p.m., em bioensaio estdtico (LINGARAJA,
VENUGOPALAN, 1978). Em Saccobranchus fossilis, bioensaio de 96 h.
apresentou um CL 50 de 4,57 mg/| (VERMA ef al, 1982), ao passo que, no
presente trabalho, com Dimetoato 500 encontrou-se o valor de 0,0488491
para a espécie Brachydanio reno. Isto sugere que os diferentes resultados
sdo atribuidos as diferentes formulagdes industriais, onde veiculos sdo
adicionados para solubilizar o principio ativo e a diferenca de resisténcia das
espécies frente aos produtos, e que diferentes espécies reagem de maneira
diversa ao poluente.

De maneira geral, os organofosforados mais utilizados séo
relativamente bem excretados ou mesmo metabolizados, ndo fosse o
acUmulo da droga no organismo ou o fato de que a prépria
acetilcolinesterase retém mais firmemente o inibidor. Nesta situacdo, os sinais
e asintomatologia de envenenamento se assemelham, quanto & intensidade
e a gravidade produzida por uma Unica dose ou pela sucessdo de
pequenas doses, todas atingindo um acUmulo critico, deixando sequelas
cronicas e severas (SILVA,1989; SILVA ef al. 1993).

A tabela aseguir (LARINIL1979) resume a sintomatologia apresentada

pelo homem quando exposto a organofosforados.
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TABELA - SINAIS E SINTOMAS DE INTOXICACAO POR

LOCAL

1. Sistema
Nervoso
Central

2. Sistema
Nervoso
Autdnomo

ORGANOFOSFORADOS
PRECOCES
Alteragoes Tensdo, ansiedade,
neuropsi- inquietude
quiatricas
Alteragdes Cefaléia, tonteira e
neurolégicas vertigens

puras

2.1. Efeitos
Muscarinicos

Sistema

Respiratério

Aparelho
digestivo

Sistema Circu-
latério
Oculares

Geniturindrio

Glandulas
exdcrinas

2.2. Efeitos
Nicotinicos

Aumento do ritmo
respiratério

Perda do apetite

Pulso diminvuido

Vis@o enfraquecida;
discreta miose

Lacrimejamento; au-
mento das secregoes
salivar e nasal

Fadiga; fraqueza
muscular; contragoes
involuntarias

TARDIOS

Alteragdes do sono e pesa-
delos; dificuldade de con-
centragdo;comprometimen-
to de memdria

Convuisdes; atonia; tremores;
confusdo; torpor e coma;
solucos e manifestagdes extra-
piramidais; tremores
involuntdarios, marcha atdxia e
incoordenagao dos
movimentos.

Rinorréia;secregdo bronquiolar
excessiva; edema pulmonar;
dispnéia; opressdo toracica.
Nduseas, vomitos, dores
abdominais, diarréiq,
defecagdo involuntaria.

Braquicardia, bloqueio auricu-
loventricular; parada cardiaca

Miose; pupilas
sem reagdo.

panctiformes

Diurese freqUente e involunta-
ria.

Transpirag@o excessiva

Cadimbras, fasciculagodes, en-
fraquecimento muscular gene-
ralizado
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SILVA (1989), estudando os efeitos subletais do organofosforado Folidol
600 em Callichthys callichthys, descreveu a sintomatologia observada.
Primeiramente agita¢@o, perda do equilibrio, representada por natacdo
lateral, algumas vezes posicdo de ventre para cima, com incoordenacdo de
movimentos para retornar @ posicdo normal.  Apresentaram alguns trismas
de nadadeiras peitorais, coloragdo esbranquicada das nadadeiras e da
parte ventral do corpo. A respiracdo mostrou-se superficial, com maior
amplitude dos opérculos. Os animais ndo reagiram & presenca de alimento.
Apbs o periodo de agitagdo, permaneceram no fundo do aqudrio, com
movimentos descoordenados, na tentativa de deslocamento, com certa
ansiedade, sem conseguirem-se locomover, permanecendo, assim, até o
estagio de morte. Apesar da sintfomatologia muscarinica e da nicotinica
ser tGo pronunciada em mamiferos LARINE (1979), SILVA {1989) argumentam
que adlguns compostos organofosforados sdo relativamente menos téxicos
para mamiferos do que para peixes e vice-versa, ndo sendo possivel manter
uma nitida correlagdo de efeitos sintomatoldgicos entre peixes e mamiferos.

A absor¢do dos pesticidas solUveis em dgua por peixes se processa
principalmente pelas branquias, e € consideravelmente aumentada com a
elevagcdo da temperatura e a diminuicdo do oxigénio dissolvido na dgua,
pois ocorre um aumento de velocidade dos movimentos respiratérios
(JONSSON, 1991). Exames de microscopia eletrénica demonstraram que,
em hepatécitos de Salmo gairdnen, a temperatura induziv a alteragoes
estruturais como resultado de adaptagdo do organismo (BERLIN, DEAN, 1967).
Baseado nestas consideragdes, o bioensaio foi mantido em condigdes
fisicoquimicas estaveis (BRASIL, 1988), para que ndo apresentasse

interferéncia nos resultados.
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A espécie estudada, Brachydanio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822,
1823), apresentou-se como um &timo organismo experimental, devido ndo sé
a facilidade de se manterem os individuos em aqudrios, como ainda pelo seu
tamanho e peso, que facilitam o estabelecimento da relagdo gramas de
peixe por litro de dgua, sendo possivel assim a redlizacdo do bioensaio e um
maior nimero de individuos expostos ao mesmo tempo, qualidades estas
também observadas e descritas por LAALE (1977).

A morfologia normal e alterada do figado e de outros érgdos de
peixes expostos a produtos tdxicos tem sido pesquisada e descritq, tais como:
determinag&o da toxicidade de organofosforado para diferentes espécies
de peixes (PICKERING, HENDERSON, LEMKE, 1962), intoxicacdo oral crénica
por DDT em salmd@o (BUHLER, RASMUSSON, SHANKS, 1969), niveis de inibicdo
de «acetilcolina cerebral de Cyprinodon variegafus exposto a
organofosforado (COPPAGE, 1972), efeitos hematolégicos devido a dose
subletal de trés organofosforados em Channa puncfatus (LONE, JAVAID,
1976), efeitos subletais do inseticita mirex em ecossistema de estudrio
experimental (TAGATZ, 1976), Carassius aurafus, exposto a concentragdo
subaguda de paration (RAND, 1977), efeitos subletais de inseticida
organofosforado em Sarotherodon mossambicus (ADENEY, MATTHIESSEN,
1979), dlteragdes histopatoldgicas em branquias de Saimo gairdinerii
expostas a permethrin (NRDC-143) (KUMARAGURU, BEAMISH, FERGUSON,
1982), acUmulo de residuos de endosulfan em peixes predadores apds
pulverizacdo (MATHIESSEN ef al , 1982), deformagdes no esqueleto de
Brachydanio rerio exposto a organofosforado malation (KUMAR, ANSARI,
1984). Brachydanio rerio exposto a malation durante 7 dias mostrou
notdveis mudangas no ovdrio (ANSARI, SRIVASTAVA, KUMAR, 1984). A

atividade da fosfatase alcalina, dcidos nucleicos e ocorréncia de proteinas
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foram significativamente diminuidas no ovdrio de Brachydanio rerio, depois
da exposicdo de organofosforade malation, e histologicamente foi
observada a pardlisagdo do desenvolvimento dos ovécitos (ASARI, KUMAR,
1987b). Estudos do estresse frente a téxicos como DDT, malation e mercurio
foram avaliados em sangue de Sarotherodon mossambicus (RAMALINGAM,
1988). Efeitos do malation ainda foram estudados em /cfalurus punctatus
(AREECHON, PLUMB, 1990). Diferentes testes foram redlizados para avdiiar o
potencial de riscos de xenobidticos antropogénicos em peixes (BRESCH,
1991), reunindo um conjunto de reacgdes e alteragdes que justificam o
interesse pelo estudo do assunto em pauta.

Em vdrias espécies de peixes, dlteragdes estruturais frente a produtos
diferentes vém sendo estudadas. Assim, investigagdes foram feitas em
Cyprinus carpio, buscando-se a relativa concentragdo de organofosforado
malation em vdrios tecidos, bem como o tempo de retenc&o do residuo do
pesticida (BENDER, 1969), Salmo clarki foi exposto cronicamente a uma
dose subletal do inseticida endrin, onde as células do figado caracterizaram-
se por inchago, desorientagdo dos corddes hepdticos, células em mitose
dispersas no interior do parénquima do figado, nicleos deformados, focos de
necrose e inflamagdo e nicleos excéntricos (ELLER, 1971), sendo confirmadas
neste trabalho algumas destas alteracdes, como: células edemaciadas,
desorientagdo dos corddes hepdticos, nucleos deformados, focos de
necrose e nucleos excéntricos, ndo sendo observada a presengca de células
em mitose. Quando Brachydanio rerio foi exposto a DDT, ocorreram
alteragdes ultraestruturais no figado: proliferacdo do R.E. liso e rugoso,
apresentando goticulas de lipidios e decréscimo no tamanho das células
(WEIS, 1974). Efeitos agudos de metil mercirio em [cfalurus punctatus

demonstraram focos necréticos e severa vacuolizagdo (KENDALL, 1977),
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que no Brachydanio rerio também ocorreram.  Na M.O. foram observadas
regides com vacuolizagdo intensa, moderada e até mesmo sem
vacuolizagdo, sugerindo regides com maior acUmulo de lipidios ou
glicogénio. Avdliando a acumulagdo hepdtica de cobre em Morone
americana, comprovou-se progressiva acumulacdo em células do figado,
associando uma fibrose peribiliar e inflamagéo, hiperplasia do ducto biliar e
desarranjo da arquitetura celular (BUNTON et al., 1987),

Acidos nucleicos e proteinas apresentaram uma reducdo significativa,
enguanto aminodcidos livres aumentaram no figado de Brachydanio rerio
exposto a diazenon por 168 h (ANSARI, KUMAR, 1988). Alteracdes
morfolégicas  ultraestruturais do figado de Brachydanio rerio apds
prolongada exposicdo subletal de 4-nitrofenol evidenciaram um aumento
do nUmero de lisossomos, hepatécitos inchados, invasGo de macréfagos no
espago intracelular, presengca de células binucleadas (BRAUNBECK, STORCH,
NAGEL, 1989). Neste trabalho foram observadas células supostamente do
sistema imune, que também foram observadas em individuo normal em
M.ET.

Mesmo com todas estas informagdes j& conhecidas, verifica-se de
fundamental importancia avdliar-se animais de uma espécie considerada
ideal para testes de toxicidade, sofreriam ou ndo as conseqiéncias de uma
contaminagdo curta e de baixa concentragdo de organofosforado
comercial Dimetoato 500, em um nivel considerado seguro. Visto como, ao
ser exposto em dose subletal de 0,5 mg/l por quatro meses, Brachydanio
rerio continuou apresentando dlteragdes significativas (ANSARI, KUMAR,
1987q). Surpreendentemente, este nivel de malation (0,5 mg/l) é

recomendado para o controle do mosquito pela Administracdo de Alimentos
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e Drogas dos E.U.A., considerando-se que sob estas condigcdes normais, ndo
ocorreriam problemas residuais (BENDER, 1969).

As células normais do figado de Brachydanio rerio foram estudadas
e em M.O. apresentaram forma poligonal com membrana plasmdatica bem
definida, sendo também em M.E.T. observada a mesma caracteristicq,
apenas ndo sendo possivel descrever, a nivel M.E., a presenca de grande
qguantidade de lipidio e glicogénio encontrado por WEIS, (1972) e descrito
por CROSS e MERCER, (1993).

BYCZKOWSKA-SMYK (1968), estudando células hepdticas de Lota
lofa /., encontrou as células também com forma poligonal, mas com nicleos
locdlizados mais lateraimente e citoplasma com grandes quantidades de
lipidios, sendo muitas vezes observada deformag&o do nicleo, devido estar
este entre uma grande massa de lipidios. Tal fato ndo foi encontrado em
Brachydanio rerio, cujo o nlcleo apresenta-se arredondado, com
cromatina dispersa na periferia, havendo presenc¢a de nucléolo proeminente,
apesar de também serem observados agregados de glicogénio e lipidios,
embora dispersos pelo citoplasma, sem interferirem na forma nuclear, de
conformidade com WEIS, (1972) e HIBIYA, (1982). Ainda BYCZKOWSKA-SMYK
(1968), observou que o acimulo de glicogénio e lipidio ocorria em
determinadas regides com mais frequéncia do que em outras. No presente
trabalho, observamos regides muito vacuolizadas permanecendo outras
regides com pouca vacuolizagdo, sugerem que ocorreu acumulo de material
como lipidio e dglicogénio, que sdo removidos durante o processo
histoldgico. A importdncia desta observacdo merece posterior
investigagdo para que se verifique até que ponto a vacuolizagdo ocorre
dentro de uma normalidade, quais as razées do regiondalismo, e ainda que

consequéncias acarretariam para os individuos e de que forma ocorreriam.
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Com relagdo a presenca de mitocdndrias, BYCZIKOWSKA-SMYK (1968)
descreve-as como estruturas distribuidas pelo citoplasma celular, pequenas e
de formato arredondado, algumas alongadas e irregulares, fato encontrado
também neste trabalho e confirmado por WEIS (1972) e TANIKAWA (1968)
(Fig.08q). Lisossomos foram descritos por BYCZKOWSKA-SMYK (1968) e
WEIS (1972),como presentes no tecido hepdtico, fato igualmente registrado
neste estudo.

WEIS (1972) descreveu para Brachydanio rerio  a presengca de
sinusbides revestidos por células endoteliais préprias, espaco perissinusoidal
geramente reduzido em relagdo a outros vertebrados, sinuséides com
endotélio fenestrado e muitas microvilosidades procedentes dos
hepatodcitos direcionadas para o espago de Disse  (Fig.06a,b), também
vistas por BYCZKOWSKA-SMYK (1968) e nesta descri¢do.

Em conformidade com WEIS (1972, 1974), foi descrito em
Brachydanio rerio a presenga de reticulo endoplasmdtico granular com
ribossomos aderidos a suas membranas, formando poliribossomos,
estendendo-se muitas vezes do nicleo até a periferiT!J da célula, e aindaq, a
presenca de células do sistema imune nos sinuséides e espago
perissinusoidal.

Quando as alteragdes em Brachydanio rerio expostos a dose subletal
0,025 ul de Dimetoato 500 foram comparadas as da exposicdo de Tildpia
rendalli frente ao organofosforado Folidol 600 (FANTA et al., 1988), houve
semelhancas histopatolégicas nas células hepdticas, tais como: hepatdcitos
tumefatos, células descaracterizadas, perdendo a Vvisudlizagdo da
membrana plasmdtica, lateralizagcdo nuclear, vacuolizagdo, aumento da

basofilia e, em tempos maiores, necrose focal.
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GILL, PANDE, TEWARI (1990), expuseram Punftius conchonius a dose
subletal do organofosforado phosphamidon, encontrando iniciamente um
aumento significante de lipidios no figado e ovdrio. Verificou-se no
presente estudo semelhante aumento, sem que fosse possivel caracterizar
com precisdo sua causa. Entretanto, SILVA (1989) admite a possibilidade de
que os compostos organofosforados, a partir da propriedade que possuem
de combinar-se com a serina do sitio ativo da colinesterase, experimentem
propriedade semelhante com residuos de serina de outras proteinas,
podendo chegar a comprometer o processo normal de atividade de
érgdos como o figado.

KUMAR, ANSARI {1986) e ANSARI, KUMAR (1988) estudaram os efeitos
téxicos e patolégicos do organofosforado malation em figado de
Brachydanio rerio, primeiro através de andlises das alteragdes bioquimicas
como proteinas, aminodcidos e fosfatase alcalina no figado, obtendo um
decréscimo de proteina e inibicGdo do DNA e RNA, com uma elevacdo de
aminodcidos livres.  Apesar de ndo terem sido feitas andlises bioquimicas e
citoquimicas no presente estudo, esta reducdo ¢é diretamente
correlacionada com as desordens hepdticas observadas e descritas.
Em segunda andlise, foi demonstrado que o fratamento com dieldrin,
lindane, endrin e dimecron em Channa punctafus exibiram quase que as
mesmas anormalidades histopatolégicas para malation em Brachydanio
renio, como acréscimo do didmetro da célula, mas o grande nimero de
vacuolos foram notados durante a fase de recuperagdo. Isto prova que o
produto permaneceu acumulado no figado e sua acdo foi retardadq,
demonstrando que o organofosforado ndo se degrada necessariamente

com rapidez.
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ANEES (1978) descreveu as alteragdes em Channa puncratus, exposto
a organofosforado dimetoato em dose subletal de 8 p.p.m.. Comparado
seu estudo a este trabalho, observam-se as mesmas dalteracdes como:
vacuolizagdo citoplasmdtica e presenca de granulagdes citoplasmdticas,
que ele descreve apds 24 h., enquanto aqui foram evidenciadas
granulagdes apds 4 h., com maior intensidade 8 h. apds a exposicdo.

GILL, PANT, PANT (1988), usando dimetoato em Punftius conchonius
obtiveram resultados que se assemelham aos do presente estudo:
vacuolizagdo aumentada, nicleos picnéticos, desorganizacdo dos corddes
hepdticos, auséncia de muitos nicleos e sinais de necrose focal.

Os resultados obtidos reforcam, portanto,a necessidade de estudos
mais aprofundados sobre a acdo de pesticidas de largo uso, j& que, mesmo
em doses consideradas seguras, tém amplo efeito sobre os organismos.

As dlteragdes hepdticas observadas incidem diretamente sobre o
metabolismo do animal, comprometendo sua competéncia para viver.
Com a saude diminuida, o animal poderd vir a ser presa facil, ndo se
reproduzir, ou ser derrotado na competi¢c&o por adlimento e por espaco.

Assim, do ponto de vista ecoldégico, haverd um conseqUente
desequilibrio nas populagdes.

Vdle dlertar, ainda, para a importéncia dos efeitos produzidos na
cadeia dimentar, trazendo conseqUéncias para animais e homens que
porventura fizerem parte dela.

Assim, o estudo das relagdes da sintomatologia, alteracdes
histopatolégicas agudas e cronicas e comportamento das espécies torna-se
vital para a prote¢do e prevengdo de futuros acidentes.

Devido as dlteragdes, principamente nucleares e d degeneragdo dos

hepatécitos observadas em casos de neoplasias provocadas por toxinas em
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figado de peixe (ROBERTS, 1981), parece possivel que, em casos crdénicos
ocorra desenvolvimento de neoplasias motivadas pelo organofosforado aqui
testado. Para que isso seja confirmado serdo necessdrios estudos
adicionais sobre a toxicidade do Dimetoato 500 alongo praze.  Portanto, a
atuagdo do produto sobre o meio bidtico poderia ser considerado grave

desde que este fato se confirmasse.
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CONCLUSOES

1 - A dose de 0,0488491 pl/l de Dimetoato 500 corresponde a 0,0244 mg do
principio ativo dimetoato, mostrando-se letal para 50% da populacdo de

Brachydanio rerio.

2 - As células hepdticas normais de Brachydanio rerio apresentam: forma
poligonal, presenca de vacuolos citoplasmdticos, nicleo com cromatina
dispersq, quantidade significativa de reticulo endoplasmdtico rugoso, grande

quantidade de mitocéndrias e goticulas de lipidios e glicogénio.

3 - Figado de Brachydanio rerio é alvo de agdo téxica do Dimetoato 500, e
as dlteragdes tornam-se evidentes a partir de 2 horas de exposicdo, mesmo a

dose subletal.

4 - Apartir de 2 horas de exposicdo inicia-se o aparecimento de granulacdes

citoplasmdticas e desarranjo celular.

5 - O tempo de 4 horas de exposicdo é caracterizado por nucleos picnéticos

e perda de contelddo celular, com pontos de necrose.

6 - Tempo de exposicdo 8 horas é caracterizado pelo grande acimulo de

grénulos densos e positivos a eosing, além de focos de necrose.
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7 - Em 24 horas de exposicdo observam-se regides totalmente necrosadas
com extravasamento sangUlineo, ndo sendo possivel delimitar muitos vasos

sangUineos.

8 - A partir de 72 horas de exposicdo a Dimetoato 500, ocorre tendéncia
para recuperacdo, apesar de ainda se apresentarem alteracdes significativas

COoMmo necrose.

9 - O peixe Brachydanio rerio apresentou uma adaptacdo satisfatéria a
condigdes laboratoriais, permitindo o seu emprego em estudos de impacto

ambiental agudo ou cronico.

10 - Mesmo em doses subletais, consideradas seguras, o organofosforado
dimetoato causa visivel prejuizo morfo-funcional no figado de Brachydanio

rerio.
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APENDICE |

SOLUGCOES FIXADORAS E CORANTES PARA M.O.

1. Fluido de Bouin { BOCHERL, 1962)

Férmula:
Solugcdo aquosa de dcido picrico saturado.......eeeeeeeneenene. 75 mi
FOIMIOL caeiteeteeeeeecrttecreeereeseessereesseessraasssaeestessseessnessssesssssessssessssens 25 mi
ACIHO ACEHICO GlIACIAluiruieuieitreeeeeeeeereeeeteseeseeeeeeseeseesessesesseesenns 5mi

Preparo: misturar os componentes da férmula e conservar a solucdo sob

refrigeragdo

2. Albumina de Mayer (CULLING et al, 1985)

Férmula:
GlICEINAL e eereeeeereerneerneereersaeseessaessessesssesssssssesssessaserasessasssssnsans 1 parte
ClarQ d@ OVO...uuicieeceeeieeinteteeectenessseseeseessesssessessesssesssssssssesnses 1 parte

Alguns cristais de Timol
Preparo:

agite a glicerina com a clara de ovo por 30 minutos. Filtre e acrescente
alguns cristais de timol para evitar o aparecimento de fungos. Conserve sob
refrigeragdo.
Modo de utilizacdo: passe esta solugdo com algoddo acrilico sobre as
ldminas de vidro, formando uma pelicula fina, acrescente 2 gotas de dgua

destilada e deposite o corte, leve para esticar em placa aquecedora.
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3. Hematoxilina de Harris (CULLING e al, 198S5)

Reagentes:
Hematoxilina................ veereerenes reeereeseeaseaes ceeresrestetentesesaesaas vreeeerneeens 10 g
Alimen de Potd@ssio oU A& AMONIO.....u.eeieeceeeeeeeeeeeeeeeereeeeennns 200 g
Oxido de MercUrio amarelo.........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeereenn. SOOI o I B
AICOOI 95% PA.cceeeerereeeseeessessesssssessenes e aesssssasens 10,0 @
H20 destilada......ueeeeeeeeeereececnnnnnee reerraerreaeeenes terereeececeessnnaraneee veeeee.200,0 Ml
Acido ACEHCO GlACIQluu e eeeeeeeeeeeeeesenens reveeraessasseaas 50 g

Preparo: dissolva a hematoxilina no dlcool e reserve. Dissolva o alUmen de
potdssio na dgua destilada fervendo. Misture as duas solugdes e adicione o
éxido de mercurio amarelo. Esfrie em dgua corrente.  Filtre e adicione o

acido acético glacial somente na hora do uso.

4. Eosina (CLARK, 1981)

Solugdo estoque: eosinaa 1%

Reagentes:
Eosina YCI 45380............. ceeserennes veosesenees ceeenreeeeneeneenes ceresesssessasassnenees 1,0 G
H20 destilada.............. reeseeseesansanases rereessesssesssessessessassaesassasessesenees 20,0 MI
AICOOI 95% PA....cooeueeunrenmeinnsemssssasensssassessssssssssssssssssssssssssssssssanns 80,0 ml

Preparo: misture os reagentes até obter uma solugdo homogénea.

Solugdo para uso:
Férmula:
BOSING @ 1 e ceieeiereercesecnenneinnsensecssosssessssssasesasosassssassassssssssessessssssssasses 1 parte

AlcOOl 80% PA.....oueerrerecrerrrereernen. SOOI § o Yo 1§ [=1
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Preparo: misturar os componentes da férmula.  Acrescentar 0,5 ml de &cido

acético glacial para cada 95 ml de solugdo corante antes do uso.

SOLUCOES FIXADORAS PARA M.E.T.

1. Fixadores

Glutaraldeido 2,5% diluido em Tampdo Cacodilato 0,2 Molar, em pH 7,2.

Tetréxido de Osmio a 4%, (0,5 ml), diluido em 1,5 ml de Soluc&o Lavagem.

2. Tamp@o

Tampdo Cacodilato 0,2 Molarem pH 7,2.

3. Solugdo de Lavagem

Utilizamos solugcdo de Sacarose com a seguinte concentrag&o:

NGOClireereeeeerreeneeneeesreernesseessesssessseessessseessesssssssssssossasssassssossoes 1.2 g
SACAIOSE....cevierinricrenareraresaessnterneesseerasesssesssessaessessssessssssesssassnes 14,6 ¢
H2O destiladQ.....uuieiieinricreeiccrecrectecrnesseseeseseeseessessesseesnens 200,0 ml

4. Resina

A resina empregada foi Polylite com as seguintes concentragodes:
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Preparo: misture os trés reagentes em uma provetq, durante no minimo 1
hora e trabalhe com seguranca pois aresina € altamente téxica. Conserve-a

sob refrigera¢do até o momento do uso.  Sendo esta concentracdo para

um total de 100 ml de Resina.
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APENDICE Il
ROTEIRO DE PROCESSAMENTOS HISTOLOGICOS

1. Processamento Histolégico para microscopia Optica (CULLING et d,

1985 modificado)

a. Fixagdo em Fluido de Bouin ..........ceueeueunenne cvesraeeanenns ceresreesreesraenas .6 horas
b. Lavagens sucessivas em dlcool a 70%

c. Desidratacdo em:

QICOO] A B0%.cuecneiererreereerreceeterreereereereeereseessessesssesseeseessessesssesseessens 1 hora
dlcool a 85%............... cveereenne vrveereereeraeeranensaens vreerreerenraenes veeereesarenns 1 hora
Alcool AP0%..uuceereererererereerereenenn, vreeenens ereererereeresneenens veereereensenees 1 hora
dlcool A95%....uueeevrerennne ceereerennennes vreereereerersenans veerreereeereraaenrens .....] hora
dicool a 100% (1° banho,................... rereeeresrennneans reeereerresreennes ....]1 hora
dlcool a 100% (2° banho,................ vrerereeeaenns rreereeeesrenreeraesans ....] hora
dlcool a 100% (3° bAnNNO)...cecveeerereeeecieeereecreenne ereereeeenrenaaes 1 hora
dlcool a 100% com xilol (1:1)......... reveesraeesanees treeerreeeaeesraessaeenns ....1 hora

d. Diafanizacdo em:

e. Impregnacdo na estufa a 56° C com:

xilol com Paraplast Plus (1:1)....ceveeneeennenee vreeerseessaeessassssaesseneesenes | NOIQA
Paraplast Plus {1° banho,......................... veveens cereeeeraeeennes verveeene 1 hora
Paraplast Plus (2° banho,................ terereeessresessreesssaeessrases cerreeeeens 1 hora

f. Emblocagem:
Emblocagem em moldes cubicos de papel com paraplast plus

solidificado a temperatura ambiente.
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g. Microtomia:

Trimagem dos blocos em forma de pirémide para serem seccionados
de 3 a 4 micrébmetros em micrétomo de parafina Leitz, Wetzlar.
h. LGdminas:

Montagem de Idminas, com os cortes obtidos na microtomia, através
da aderéncia com Albumina de Mayer, sendo os cortes esticados em placa

aquecedora e secos em temperatura ambiente antes de serem corados.

2. Processamento Histologico para Microscopia Eletrénica de

Transmiss@o (FRANCO, 1994)

- Fixar em Glutaraldeido a 2,5% por duas horas a temperatura de 4° C.

- Lavar com solugcdo de Sacarose 3 vezes durante 1 minuto cada, a 4° C.

- Pés-fixacdo com Tetréxido de Osmio diluido em solugdo de Sacarose por |
hora a 4° C, cobrindo os frascos previamente com papel aluminio.

- Lavar com solug@o de Sacarose 3 vezes durante 1 minuto cada, a4° C.

- Contrastacd&o em bloco com Acetato de Uranila 2% (Overnight).

- Lavar com solugdo de Sacarose 3 vezes durante 1 minuto cada, a4° C.

- Desidratar com Acetona 30%, 50%, 70%, 90%, duas vezes 100% durante 10
minutos.

- Incluir em resina Polylite e polimerizar na estufa a 60° C durante 72 horas.

- Cortar em Ultramicrétomo.

- Coletar os cortes ultrafinos em tela de cobre.
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APENDICE Il

ROTEIRO DE PROCEDIMENTOS PARA COLORACAO EM M.O.

1. Hematoxilina e Eosina (BUCHERL, 1962)
a. desparafinizar com 2 banhos de xilol, 3 minutos cada
b. hidratar em série gradual de alcodis (100%, 90% e 70%), 3 minutos
cada
c. lavar em dgua corrente e destilada
d. corar com Hematoxilina de Harris, 3 minutos
e. lavar com dgua corrente e destilada
f. contracorar com Eosina solu¢&o corante, 3 minutos
g. desidratar em série gradual de alcodis (95%, 100% e 100%), 3 minutos
h. tratar em 1 parte de dlcool 100% e 1 parte de xilol, 3 minutos
i. diafanizar em dois banhos de xilol, 3 minutos

j. montagem das Ildminas com resina Polymount

ROTEIRO PARA CONTRASTAGCAO EM M.E.T.

Solugdes:
a) Reynolds
Nitrato de Chumbo PB(NOS)a.....ceceiecrieieeeteeceeeceeccvecrneens 1,33 g
Citrato de Sédio Naz(CeHs507) 2H20....uucuveereeeereeeererveenenn 1,76 g
H20 destilad@ .....oueeeieiieeiiiciciierecciceeeccntneeneceseaenes 30,0 mi
Preparo:

- aquecer a dgua destilada e deixar esfriar.
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- diluir as substancias em 30 ml de dgua destilada, agitando até
obter adiluig&o.

- acrescentar NaOH 1 N. gota a gota até obter uma solucdo
transldcida.

- antes do uso, centrifugar.

b) Uranila
0,2 g de Acetato de Uranila para 10 ml de H20 destilada
Preparo:
1) pesar a uranila (p9)
2) diluir em H20 destilada por 20 minutos no escuro

3) filtrar em vidro coberto por papel aluminio.

Procedimento da Contrastacdo

1) colocar um pouco de KOH em recipiente pldstico.

2) colocar em pardfilme, gotas da solucdo de Reynolds.

3) pingar grades com os cortes, e mergulhar estas com os cortes
voltados para baixo, sob as gotas de Reynolds, esperar 3 minutos.

4) retirar e mergulhar rapidamente na dgua destiladaq, lavar umas dez
vezes em cada frasco contendo dgua destilada (4 frascos ).

5) secar com papel filiro as grades ap6és lavagem.

6) observar em microscépio eletronico de transmissdo.
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