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RESUMO

A introducdo de xenobiodticos no ambiente aquatico ¢ cada vez mais frequente no
Brasil, tanto em campos agricolas, como no tratamento de tanques de cultivo de peixes.
No presente estudo foi verificado se o peixe teledsteo de agua doce matrinxa (Brycon
cepahlus) quando exposto a uma dose subletal do organofosforado metil paration (MP)
sofre alteragdes morfofuncionais nas células interrenais, branquias e se ha alteracdes
metabodlicas nesta espécie. Exemplares de matrinxd juvenis foram separados em dois
grupos de 7 animais em aquarios de 200 L: um grupo controle mantido sem a presenca
do organofosforado e o outro grupo foi exposto a 2 ppm de metil paration durante 96
horas. Ambos os grupos tiveram a alimentacao suspensa 24 horas antes da transferéncia
para os respectivos aquarios-teste, onde permaneceram por 12 horas para aclimatagdo
antes do inicio do experimento. Os peixes expostos ao MP apresentaram diminui¢do na
atividade natatoria e foram observadas alteragdes histoldgicas nas células interrenais
como aumento da area das células, de seus respectivos nucleos e, também da razao area
nuclear/area celular, indicando aumento na atividade dessas células, cujo principal
produto € o hormonio cortisol que também aumentou significativamente nesses animais.
As alteracdes histologicas nas branquias foram classificadas como de grau leve para
moderada. As andlises hematoldgicas corroboram o fato acima, pois, ndo houve
alteracdes nas varidveis sanguineas e¢ nem nos indices hematimétricos. A concentragdo
de glicose plasmatica aumentou nos animais expostos ao MP, enquanto a concentragao
diminui no figado desses animais indicando um efeito glicemiante por parte do figado.
As concentracdes de lactato diminuiram tanto no plasma como no figado dos animais
expostos a0 MP o que sugere a auséncia de um quadro de hipdxia e corrobora com a
indicagdo de que o funcionamento das branquias foi mantido. As concentragdes de
piruvato permaneceram sem alteragdes significativas mas os niveis de amonia
aumentaram no plasma e no figado dos animais expostos a 2 ppm de MP durante 96
horas. Estes resultados sugerem que ocorreu um processo de neoglicogénese de forma a
manter um nivel de glicose suficiente para a manutengdo de um aporte energético para
os tecidos. Os resultados mostraram que a exposicdo de matrinxd a 2 ppm ao
metilparation embora seja subletal causa aumento da area das células interrenais,
sugerindo ativagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-interrenal e alteracdes de leve a
moderada nas branquias que apesar disso mantem parcialmente suas fungdes. As
alteracdes no metabolismo do tecido hepdtico pode estar associado a demanda de
energia para o metabolismo.
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ABSTRACT

The xenobiotics influxes into the aquatic systems are continuous increasing in Brazil
due to their use in the agriculture and to control insects in aquaculture. In the present
study was evaluated if the exposure of the freshwater teleost fish matrinxa (Brycon
cephalus) to sublethal concentration of the organophosphorus pesticides
methylparathion (MP) induce morphofunctional changes in the interrenal cells and in
the gills as well as metabolic changes in this species. Specimens of matrinxa were
divided in two groups with 7 animals in each one and kept in aquarium with 200L. One
of them was the control group and was kept in water without the presence of MP and
the other was the MP group and was exposed to 2 ppm of methyl parathion during 96
hours. Food was suspended for both groups 24 hours before the transference of fish to
their respective aquarium and fish were maintained 12 hours in the aquarium for
acclimatizing before experiments. Fish exposed to MP reduced the swimming activity
and histological changes were observed in the interrenal cells as increasing of cell and
nucleus areas and also the ration nucleus area/cellular area indicating an increase of cell
activity, which cortisol is the major corticoid produced by these cells. Plasma cortisol
also increased in fish exposed to MP. The histological changes in the gills were
classified as slight to moderate. The hematological analysis support it hypothesis as no
change was found in the blood hematology and in their indexes. Glucose concentration
in plasma increased in fish exposed to MP while it decreased in the liver. Lactate
concentration decreased in plasma and liver of animals exposed to MP suggesting an
absence of internal hypoxia and supports the indication that the gill function was
partially maintained. Piruvate concentration did not change, but the ammonia levels
increased in plasma and liver in fish exposed to 96h to MP. These results suggest that
gluconeogenesis occurred and the high level of glucose was kept high to maintain the
energy supply to tissues. In conclusion, the results evidenced that the exposure to 2 ppm
of methyl parathion caused an increase of area of interrenal cells suggesting the
activation of Hypothalamic-Pituitary-Interrenal axis e slight to moderate changes in the
gill tissues although they partially kept their function. The changes in liver metabolism
are probably related to the increase of energy demand of fish.



1. INTRODUCAO
1.1 O ambiente aquatico

Os ecossistemas aquaticos sdo altamente dindmicos, envolvem uma
complexa interagdo entre microorganismos, plantas e animais e s3o continuamente
influenciados pelas alteragdes climaticas e pela atividade antropica.

A quantidade de s6lidos dissolvidos assim como sua composi¢do varia
com sua localizagdo, estacdo do ano, geologia local e atividade antropica. A
precipitacdo pluvial tem forte influéncia na dinamica dos sistemas aquaticos. Durante os
periodos chuvosos, grandes quantidades de particulas do solo sdo carreadas pelas dguas,
resultando numa acentuada alteracdo de cor e aumento da turbidez e quantidade de
solidos suspensos e, conseqlientemente, diminuicdo da transparéncia da agua. As
variagdes sazonais de temperatura da agua dos corpos d’4dgua sdo parte do regime
climatico, no qual a temperatura atmosférica ¢ influenciada por fatores como latitude,
altitude, estacdo do ano, periodo do dia entre outros (GUERESCHI, 2004).

Considerando que de toda a 4gua superficial do planeta, apenas 0,8%
corresponde a agua doce, a preservagdo dos ecossistemas aquaticos de dgua doce €
extremamente importante para garantir a sustentabilidade dos recursos naturais
(GUERESCHI, 2004) uma vez que ndo se conhece ainda qual a fracdo que se encontra
contaminada (GALVAO, 2004). Em ambientes de 4gua doce, a topografia local,
hidrologia, biologia, condi¢cdes climaticas e precipitacdo determinam a entrada e
balango de poluentes em corpos d’agua como lagos, reservatorios e rios (GOUVEA,
2004). Os processos quimicos e biologicos sdo complementares e intimamente ligados
na regulagdo dos ecossistemas aquaticos (BUFFLE & DE VITRE, 1993 in GOUVEA,

2004).



E importante ressaltar que os sistemas aquaticos de agua doce sdo
bastante heterogéneos e a diversidade da fauna est4 relacionada com fatores abidticos,
como velocidade de fluxo, temperatura, oxigénio dissolvido, pH, condutividade entre
outros fatores, além da presenga de competidores e predadores que também podem
causar alteracdes na estrutura de comunidades aquaticas (GUERESCHI, 2004).

A instabilidade dos ecossistemas aquaticos de agua doce ¢ uma
caracteristica comum, principalmente os ambientes Iénticos, devido as modificagdes na
intensidade, duragdo e época das cheias, disponibilidade de nutrientes, areas
sazonalmente alagaveis com impactos sobre a capacidade biogénica do sistema, sobre
ciclos de compostos quimicos, fluxo de energia e aspectos da cadeia trofica instalada no

ambiente aquéatico (DABES ez al.,, 2001).

Contaminac¢ao do ambiente aquatico

Além dos fatores naturais, as atividades humanas tém gerado grandes
alteracdes nos ecossistemas aquaticos. O modelo de desenvolvimento humano tem se
mostrado altamente impactante principalmente devido a grande producao de residuos e
a introducdo de compostos toxicos na agua (GUERESCHI, 2004).

A entrada de poluentes no ambiente aquatico ocorre principalmente
através das aguas superficiais (rios, riachos, enxurradas, etc.) devido a lixiviagdo
quimica e fisica efetuada pela 4agua sobre a litosfera, na bacia de drenagem ou
provenientes do ar.e podem eventualmente atingir o meio aquéatico em sua forma
original ou como produto de transformagao (ZAGATTO, 2000 in AGUIAR, 2002).

Nas ultimas décadas a degradacdo dos ecossistemas aquaticos tem

ocorrido de forma continua devido aos multiplos impactos ambientais provenientes das



atividades antropicas como a mineragdo, os despejos de efluentes domésticos e
industriais sem tratamento e uso inadequado do solo em regides riparias e planicies de
inundacao e varzeas (GUERESCHI, 2004).

Alguns corpos de agua recebem diretamente os residuos altamente
toxicos langados pelas industrias dos centros urbanos e, em dareas rurais, s3o 0s
agrotoxicos provenientes do desenvolvimento da agricultura altamente tecnificada os
causadores da contaminagdo do ambiente aquatico. Na agua, os metais e os residuos de
pesticidas podem ser adsorvidos ao material em suspensdo, depositados no sedimento
ou absorvidos por organismos, podendo ser metabolizados, desintoxicados e/ou
acumulados (AGUIAR, 2002). Além disso, a contaminag¢do direta das 4guas superficiais
ocorre também devido ao uso de metais e pesticidas em sistemas de cultivo de peixes
para o controle de algas e parasitas (ROMAO et al., 2006).

A partir da utiliza¢do do inseticida sintético DDT no controle de pestes
ha aproximadamente 50 anos, outros compostos organicos foram sintetizados e ocorreu
uma grande e continua expansdo do uso destes compostos. As propriedades destes
compostos organicos, tais como a alta toxicidade para uma grande variedade de insetos
e a atividade mantida por meses ou anos, estimularam a pesquisa ¢ a descoberta de
outros compostos organicos sintéticos, dentre os quais, os organoclorados (aldrin,
doeldrin, heptachlor, lindane, chlordane) e organofosforados ou fosfatados (malathion,
parathion, diazinon, guthion) (NIMMO, 1984).

Os pesticidas organoclorados sdo extremamente toxicos e apresentam
elevada estabilidade quimica, alto poder residual no ambiente e capacidade de bio-
acumulacdo. O mecanismo redox destes pesticidas geralmente envolve a remogao de um
atomo de cloro (GALLI et al, 2006). O endossulfam, inseticida organoclorado, ¢

considerado altamente bioconcentravel em peixes, muito toOxico para organismos



terrestres, altamente toxico para mamiferos (por via inalatoria), altamente irritante aos
olhos de mamiferos, medianamente toxico para aves e altamente toxico para abelhas
(GRISOLIA, 2005 in RODRIGUES et al, 2005) razdo pelas quais muitos inseticidas
organoclorados foram removidos do mercado nos Estados Unidos pela U.S.EPA na
década de 90 (United States Environmental Protection Agency). No Brasil, o uso de
agrotoxicos € muito intenso tanto para o controle de ervas daninhas quanto para o
controle de insetos. Nos tltimos anos, o Brasil passou de 5°. para o 4°. lugar entre os
paises que mais utilizam agrotoxicos (ZAVATTI et al., 1999; AGUIAR, 2002;
MOREIRA et al., 2002).

Apesar de apresentarem alta eficiéncia no controle de pragas, a

contaminagdo do solo e ambientes aquaticos por esses compostos pode causar efeitos

deletérios aos organismos que vivem nesses ambientes.

1.3. Organofosforados — Metil paration

Os pesticidas organofosforados (OP) possuem em sua estrutura um
atomo central de fosforo pentavalente ligado a um atomo de oxigénio ou enxofre, por
uma dupla ligacdo. Tais como os organoclorados, os organofosforados sao
lipossoliiveis, sendo contaminantes potenciais para diversos tipos de alimentos.
Possuem efeito toxico mais agudo para seres humanos e outros mamiferos, porém sao
menos persistentes no ambiente e possuem menor capacidade de bioacumulagdo que os
organoclorados. O principal efeito toxico ¢ a inibi¢do da enzima acetilcolinesterase,
essencial para a transmissdo de impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas e placas

motoras (BAIRD, 2000 in GALLI et al., 2006).



Os organofosforados sdo um grupo de compostos quimicos amplamente
utilizados em agropecudaria como inseticidas, ocasionando intoxicagdes acidentais em
animais ¢ humanos. A toxicidade desses produtos decorre da insuficiéncia cérdio-
respiratéria por comprometimento do sistema nervoso. Alguns destes compostos
induzem miopatia que ¢é caracterizada por degeneragdo (necrose) de células musculares
em animais de experimentacao e em humanos, comprometendo sobretudo a musculatura
respiratoria. Uma vez que a insuficiéncia respiratéria ¢ uma das conseqiiéncias mais
graves das intoxicagdes por organofosforados, é possivel que o envolvimento dos
musculos da respiragdo constitua agravante do disturbio respiratério, o qual é devido a
disfungao do sistema nervoso autonomo (CAVALIERE, 1996). O risco de efeitos
adversos relacionados aos pesticidas depende fundamentalmente do perfil toxicologico
do produto, do tipo e da intensidade da exposi¢do a que o individuo ¢ submetido e da
susceptibilidade da populacao exposta (DELGADO, 2004).

Apesar dos aspectos agressivos apresentados acima, existem algumas
vantagens imediatas relacionadas ao uso dos pesticidas, as quais incluem o fato de que
milhdes de vidas t€m sido salvas da morte pela malaria, febre amarela, doenca do sono,
peste negra, febre tifoide, etc., através do controle de populacdes de animais vetores que
transmitem essas doengas e, em relagdo a agricultura, a redugdo nas perdas de lavoura
apos aplicagdes dos pesticidas. As desvantagens, porém, sdo relevantes, principalmente
devido a acdo inespecifica dos pesticidas, uma vez que somente 0,1% do aplicado atinge
o alvo especifico, enquanto que o restante tem potencial para se mover através de
diferentes compartimentos ambientais (AGUIAR, 2002). Além disso, o combate a
animais vetores e pragas utilizando pesticidas organofosforados ou carbamados pode,
no futuro ser ineficaz quando algum tipo de vetor adquirir resisténcia ao mesmo como ja

foi relatado no caso de Culex quinquefasciatus, transmissor da filariose bancroftiana nas



Américas (BRACCO et al., 1997, CAMPOS & ANDRADE, 2003), Aedes aegypti,
transmissor da dengue (CAMPOS & ANDRADE, 2003) e Leucoptera coffeella, bicho-
mineiro-do-cafeeiro (FRAGOSO et al., 2003).

Dentre os pesticidas os compostos organofosforados s3o os mais
utilizados tanto na agricultura quanto em sistemas de cultivo de animais aquaticos para
o controle de uma grande variedade de pragas (NIMMO, 1984; DAS, 2000; ALMEIDA
et al., 2005). No Brasil o metil paration ¢ muito utilizado em plantagdes de algodao,
milho, soja, citricos, amendoim, arroz, cana-de-agucar, abacaxi, meldo, melancia e
hortaligas para o controle de uma variedade de insetos como os afidios, escaravelhos,
baratas, carunchos, lepiddpteras, pestes das frutas, do algodao, de hortaligas, e também
varios insetos do solo (AGUIAR, 2002).

O inseticida metil paration (MP) (CgH;o(NOsPS; O, Odimetil O-4-
nitrofenil tiofosfato) (Figura 1A), pertence a classe dos inseticidas organofosforados
(OPs), também designado por nomes fantasias como: Metaphos, Dalif, Bladan,
Cekumethion, Devithion, E601, Folidol-M, Fosferno M50, Gearphos, Kilex, Parathion,
Metacide, Nitrox 80, Parton M, Pencap M, Tekwaisa, Tamadol, Formithion, Fertidol,
Folisuper® 600 BR, etc. (EXTOXNET, 1999 in AGUIAR, 2002). Este pesticida é
parcialmente soltivel em 4gua (20 a 25 ppm), mas o paraoxon, o metabolito ativo ¢
muito mais solivel (2400 ppm) e ¢ classificado como de toxicidade moderada a alta
para muitos organismos. (VIRGINIA COOPERATIVE EXTENSION, 1996 in
AGUIAR, 2002). Em agua, o MP ¢ lentamente hidrolizado a p-nitrofenol e acido
dietilortotiofosforico e essa rea¢do pode ser acelerada pelo aumento da temperatura,
exposicdo a luz e em meio alcalino (WAUCHOPE et al., 1992 in Monteiro 2006). A
vida média do MP em meio aquatico ¢ de 120 dias e no solo varia de 30 a 100 dias

(EXTOXNET, 2004 in Monteiro 2006).



A toxicidade do MP esta relacionada ao enxofre duplamente ligado ao
fosforo ligante (Figura 1A) e grupos que circundam o fosfato (LANDIS & MING-HO
YU, 1995) que quando metabolizado no organismo, pelas reacdes de desintoxicagdo no
figado pelo metabolismo oxidante do sistema P450 substitui o &tomo de enxofre (P = S)
pelo oxigénio (P = O) gerando uma forma téxica mais potente, o paraoxon (OP)

(SULTATOS, 1995) (Figura 1B).
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Figura 1. Formula do metilparation (A). Formula do metil-paraoxon (B) cujo enxofre foi substituido pelo

oxigénio.

De acordo com CUNHA BASTOS et al. (1992) aproximadamente 6% de

paration ¢ biotransformado em paraoxon por homogeneizado de figado (0,15 mg de



proteina) de Hypostomus punctatus quando incubados durante 2 horas com 0,5 ppm de
MP.

O organofosforado metil paration tem sido amplamente utilizado em
sistemas de cultivo de peixes, principalmente em viveiros de recep¢ao de larvas de
peixes, para eliminar predadores aquaticos como larvas de insetos (SILVA et al., 1993)
na concentragdo de 0,25 a 3 ppm do produto ativo (FIGUEIREDO & SENHORINI,
1990). Além disso, o MP em concentragdes que variam de 0,25 a 12,5 mg L' tem sido
empregado para o controle da infestagdo de parasitas na epiderme e branquias,
dependendo da espécie de parasita e peixe (WILLIANS & JONES, 1994 in
MONTEIRO et al., 2006). De acordo com HOWARD (1989) o MP ¢ rapidamente
metabolizado por animais e plantas e parece ndo persistir ou bioconcentrar nos
organismos, entretanto, segundo DE LA VEGA SALAZAR et al. (1997), o MP pode
bioconcentrar 221 vezes nas branquias e 76 vezes no musculo de carpa (Cyprinus
carpio). Deste modo, os peixes podem estar constantemente sujeitos a exposi¢do ao
metil paration, seja acidentalmente ou em condi¢des de tratamento em tanques de

criagdo, sendo de grande importancia o estudo de seus efeitos nos peixes brasileiros.

1.3.1. Efeitos do metil paration (MP) em peixes
A extrema toxicidade do paraoxon deve-se a sua ligacdo ao aminoacido
serina constituinte de muitas proteinas. Embora as enzimas que tem serina em seus
sitios ativos possam ser afetadas, a toxicidade aguda deste composto estd associada a
inibi¢do da acetilcolinesterase, enzima encontrada nas sinapses colinérgicas e nas
jungdes neuromusculares e que tem papel importante no funcionamento do sistema

nervoso (AGUIAR et al., 2004; SILVA FILHO et al., 2004).



Entretanto os efeitos do MP e outros organofosforados ndo estao restritos
a inibicdo da acetilcolinesterase (ERWIN et al., 2003; AGUIAR et al., 2004). Outros
neurotransmissores também sdo afetados pelos OP entre os quais a liberagdo de
catecolaminas e aminodcidos excitatérios (SOLBERG & BELKIM, 1997) que, via
receptores N-metil-D-aspartato, libera calcio que desencadeia a ativacdo de enzimas
proteoliticas e, em consequéncia, gera radicais livres (BEAL, 1995 IN MONTEIRO,
2006). Alteracdes na atividade de diferentes enzimas do figado e coragdo foram
relatadas por AGUIAR et al. (2004) e nas enzimas relacionadas as defesas antioxidantes
por MOHAMMAD et al. (2004), principalmente nas branquias e musculo branco,
MONTEIRO et al. (2006). Além disso, alteragdes nos pardmetros sangiiineos apos
exposi¢do ao MP foram relatadas por MURTY (1986) em Clarias batrachus e
AGUIAR (2002) em Brycon cephalus. Alteracdes hematoldgicas associadas as lesdes
no tecido branquial também foram relatadas em Ictalurus punctatus por AREECHON &
PLUMB (1990) in AGUIAR (2002).

As alteragdes na atividade enzimatica das células de um dado tecido ou
orgdo tém como conseqiiéncia alteragdes na fisiologia desse tecido ou 6rgdo e podem
conduzir a alteragdes morfologicas. As andlises morfologicas e morfométricas sao
ferramentas eficientes para diagnosticar e identificar alteragdes associadas a agdo de um
contaminante sobre a célula, ou seja, acdo direta ou via fatores enddgenos como
conseqiliéncia das alteracdes bioquimicas e fisiologicas causadas pela contaminagdo
ambiental (MALLAT, 1985; FANTA et al., 2003; BOEGER et al., 2003; ROMAO et
al., 2006). Por exemplo, a contamina¢do aqudtica por paration causa dano nas
membranas das mitocondrias, reticulo endoplasmético e membrana nuclear e aumenta o
nimero de lisossomos em células do tecido branquial do linguado, Paralichthys

olivaceus (L1 & ZHANG, 2002).
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1.4. Alteracoes Morfofuncionais
1.4.1. Células Interrenais

Quando uma espécie ¢ exposta a um xenobiodtico ou a algum fator que
perturba a homeostase, uma série de respostas compensatorias ou adaptativas ¢
estimulada, podendo resultar inclusive em alteragcdes morfoldgicas e estruturais. Essas
respostas podem ser diretas devido a acdo do xenobiotico nas glandulas enddcrinas e
tecidos, ou indireta, via os denominados hormoénios do estresse. Catecolaminas e
cortisol, os principais hormonios produzidos pelos eixos neuro-enddcrinos hipotalamo-
sistema nervoso simpaticos-células cromafins (HSC) e hipotalamo-hipoéfise-interrenal
(HHI) respectivamente, aumentam significativamente no plasma apos estresse agudo
induzindo uma série de respostas secunddrias que podem ou ndo sobrepor aos efeitos
diretos causados pelo xenobidtico (WENDERLAAR BONGA, 1997). As catecolaminas
sdo secretadas e produzidas pelas células cromafins distribuidas em grupos ao longo da
veia cardinal proéximo ao rim anterior apds estimulo via sistema simpatico
(PICKERING, 1981, REID et al., 1998 ) e o cortisol ¢ sintetizado pelo tecido interrenal,
situado no rim anterior, apés estimulo via horménio hipofisario adrenocroticotrépico
(ACTH) (MOMMSEN et al, 1999).

Entretanto, os efeitos associados a exposicdo a baixos niveis de
xenobidtico sdo ainda pouco entendidos e, embora estudos recentes tenham gerado
importantes contribuigdes quanto as respostas fisiologicas e bioquimicas de peixes aos
xenobidticos, muitos estudos em laboratdrio ndo proporcionam evidéncias conclusivas
sobre a ativacdo do eixo HHI em peixes expostos a baixos niveis de xenobidtico e a

reducdo do nivel de cortisol apds semanas de exposicao a esses compostos (HONTELA,
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1998; GUNDERSEN et al., 2000). Novos protocolos, incluindo estudos in vitro
(BENGUIRA & HONTELA, 2000) ¢ alteragdes morfoldgicas do tecido interrenal tem
sido sugerido como alternativa da ativacdo do eixo HHI uma vez que alteracdes
morfoldgicas podem indicar o nivel de atividade celular.

Considerando que o principal produto da atividade das células interrenais
¢ o cortisol e que esse hormonio tem importante papel na mobilizacdo de agucares e
gorduras e assim fornece precursores mais simples como lactato, piruvato e
aminoacidos para a gliconeogénese hepatica nos peixes (MOMMSEN et al., 1999), a
analise dos intermediarios metabolicos além de indicar possiveis alteragdes no
metabolismo animal apds exposi¢do ao MP pode, ainda, fornecer indicios da ativacdo

do eixo HHI.

1.4.2. As Branquias — Importancia e Func¢ao

A organizagdo geral das branquias baseia-se em um sistema progressivo
de subdivisdes, dando origem primeiramente, as fendas branquiais, as quais sdo
separadas por um septo branquial que contém o arco branquial. Na superficie do arco
branquial voltada para a cavidade opercular, inserem-se duas fileiras de filamentos
branquiais (holobranquias), cujas superficies ddo origem a uma série de dobras que
constituem as lamelas, as quais sdo os sitios primarios das trocas de gases na maioria
dos peixes (SAKURAGUI, 2000).

As branquias dos peixes sdo 6rgdos multifuncionais que desempenham
um grande nimero de fungdes tais como a troca de gases (O,/CO,), a regulagdo idnica e

osmotica, o equilibrio acido—base, os quais sdo continuamente ajustados em fungdo de
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oscilagdes internas e externas de pH, ions dissolvidos e a excrecdo de produtos
nitrogenados (LAURENT & PERRY, 1991; PERRY & LAURENT, 1993;
FERNANDES & PERNA-MARTINS, 2001; MORON et al., 2003; SAKURAGUI et
al, 2003). Esses orgados possuem extensa superficie que esta em contato direto com o
ambiente aquatico sendo, portanto particularmente sensiveis a presenca de
contaminantes no meio e considerado como os primeiros 6rgaos-alvo da maior parte dos
poluentes e os primeiros a reagir as condi¢des desfavoraveis de um ambiente (MAZON
et al., 2002a,b). A extensa superficie desses o6rgdos, a reduzida distancia entre 0 meio
externo (4dgua) e interno (sangue) (3-10um) e o grande volume de dgua que flui sobre o
epitélio branquial durante o ciclo respiratério favorecem a absor¢do de substancias
toxicas que podem causar danos a sua estrutura e funcdo (MALLAT, 1985;
CERQUEIRA & FERNANDES, 2002; FANTA et al., 2003; BOEGER et al., 2003;
ROMADO et al., 2006).

As resposta as oscilagdes fisico-quimicas da agua, incluindo a presenga
de contaminantes conduz a alteragcdes do tecido branquial (FERNANDES & MAZON,
1999). Alteragdes na perfusdo das lamelas branquiais e na superficie respiratoria,
alteragdes do epitélio branquial tais como prolifera¢do das células mucosas e alteragdes
nas mucossubstancias produzidas, proliferacdo das células-cloreto (CC) e aumento da
superficie apical dessas células estd associada a respostas fisioldgicas e tém sido
consideradas como mecanismos que auxiliam o restabelecimento das condigdes normais
do individuo na presenca de um agente estressor (WENDELAAR BONGA, 1997). A
proliferacdo das CC no epitélio branquial ocorre estimulada pelo hormoénio do estresse,
o cortisol (WENDELAAR BONGA, 1997) e a acdo de mecanismos adaptativos locais

(BALM & POTINGER, 1993).
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A andlise de algumas variaveis sangiiineas tais como pH, osmolalidade e
~ , - + . . ~ ~ oA -
a concentragdio de fons Na', CI" e K" podem fornecer indica¢des da regulagio idnica e,

indiretamente, da fun¢do branquial.

1.5. Intermediarios metabolicos

A variagdo nas concentragdes de intermediarios metabolicos pode ocorrer
ao longo de uma modificagdo do meio externo e pode refletir a preferéncia metabolica
nos animais. A glicose sanguinea ¢ um dos fatores mais comumente utilizados na
avaliacdo do estresse agudo, pois a hiperglicemia ¢ uma resposta classica ao estresse
devido a liberagdo do hormdnio adrenalina e, em longo prazo, da liberacao do cortisol e
pode ocorrer como resposta aos pesticidas (PANT & SINGH, 1983; BARTON &
IWAMA, 1991; PINHEIRO, 2004).

As alteragdes nos teores de lactato e piruvato estdo diretamente
relacionadas a concentracdo de glicose resultante de sua mobilizagdo, via glicogenodlise
e/ou gliconeogénese induzidas pelas catecolaminas e pelo cortisol nas situagdes de
estresse (MOMNSEN et al., 1999; IWAMA et al., 2004)

Em peixes, o catabolismo protéico ¢ preferencial ao de agticar (WEBER
& HAMAN, 1996) e estima-se que, quando em repouso 80% do substrato energético
utilizado sejam oriundos das proteinas (JURS & BASTROP, 1995).Considerando-se
que a amdnia ¢ o produto final do catabolismo das proteinas e reflete reagdes de
transaminagdo, sua concentragdo pode indicar se os aminoacidos estdo sendo

catabolizados (MOYES &WEST, 1995; BALLANTYNE, 1995). A andlise da
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concentragdo de amonia no figado e plasma pode fornecer um indicativo do catabolismo

dos aminoacidos.
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1.6. O Matrinxa, Brycon cephalus — Caracteristicas Gerais

De acordo com GODOY (1975), a espécie ocupa a seguinte posi¢ao sistematica:

Classe: OSTEICHTHYES
Sub-Classe: ACTINOPTERYGII
Superordem: OSTARIOPHY SI
Ordem: CHARACIFORME
Familia: CHARACIDAE
Sub-Familia: BRYCONICAE
Género: Brycon

No género Brycon héd viarias espécies com grande potencial para a
piscicultura (CEPTA, 1994). Segundo CASTAGNOLLI (1992), o matrinxa, Brycon
cephalus (Figura 2) tem sido muito bem sucedido na piscicultura por ser uma espécie
rustica, apresentar rapido crescimento em cativeiro e facil aceitacdo de racdo comercial.
A espécie possui habito alimentar onivoro, tem importancia comercial e encontram-se
entre os peixes de escama mais esportivos da Amazonia (VAL & HONCZARIK, 1995).
Brycon cephalus é nativo das bacias regido Amazonica e Araguaia-Tocantins (IZIEL et
al, 2004). Em algumas regides, o desmatamento ciliar, os barramentos dos rios ¢ a
polui¢do tém sido considerados como os principais responsaveis pelo desaparecimento

da espécie (MENDONCA, 1996).

Figura 2. Exemplar de matrinxa, Brycon cephalus.
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A espécie tem escamas na superficie do corpo, tem coloragio cinza prata
uniforme com uma mancha escura arredondada na regido humeral e nadadeiras
alaranjadas, exceto a nadadeira caudal que ¢ geralmente cinza escuro. Os dentes sdo
fortes e multicuspidados, com varias fileiras no maxila superior. Os adultos raramente
ultrapassam 80 cm de comprimento ¢ 5 kg em massa corporea (VAL & HONCZARIK,
1995). O matrinxd pode alcangar 3 a 4 kg e atinge a maturacdo sexual a partir do
segundo e terceiro anos de idade em machos e fémeas, respectivamente. A espécie
migra no periodo que antecede a reprodugdo, ou seja, ¢ uma espécie de piracema,
desova total, sendo que no ambiente natural a desova ocorre entre os meses de
dezembro a fevereiro, na época da cheia (VAL & HONCZARIK, 1995). Em sistema de
cultivo extensivo e semi-intensivo, em monocultivo ou de preferéncia em policultivo
com outras espécies pode alcancar de 700g até 1 kg no primeiro ano e 1,3 a 1,6 kg no
segundo ano, o que corresponde ao tamanho comercializdvel ja no primeiro ano e,
portanto, ¢ uma espécie com potencial para cultivo em cativeiro (VAL &
HONCZARIK, 1995).

O matrinxa apresenta capacidade de adaptar seu metabolismo ao tipo de
nutriente presente nas dietas, aumentando a atividade das enzimas digestivas em func¢do
do substrato de alimento ofertado (proteina, carboidrato ou gordura). Devido a essa
caracteristica, o matrinxd pode aproveitar eficientemente gorduras, carboidratos e
proteinas como fonte de energia para realizar suas fungdes biologicas (REIMER, 1982
in IZIEL et al, 2004). Uma dieta contendo 28% de proteina bruta promove um maior
ganho de peso, melhor conversdo alimentar e mais alto crescimento corporal (IZIEL et

al, 2004).
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Por ser uma espécie de grande valor comercial e ter sido incorporada em
criacdes experimentais e comerciais ¢ importante a determinagdo da suscetibilidade
desta espécie aos xenobidticos Estudos de intoxicacdo por nitrito em matrinxas
mostraram que ocorre uma diminui¢do nas variaveis hematologicas causada por anemia
hemolitica e funcional sugerida pelo aumento nas concentracdes de potassio e
metahemoglobina (Avilez et al, 2004). Reduc¢ao do hematocrito e nimero de eritrocitos,
aumento nos niveis de metahemoglobina e alteragdes nas concentragdes plasmaticas dos
jons CI, K" e Na" apés exposi¢ao ao fenol evidenciam alteragdes no transporte de O2 e
na regulagdo i6nica (HORI, 2005).

A exposi¢do aos pesticidas, como o metil paration, que ¢ comumente
utilizado até em tanques de criagdo de peixes para controle de larvas de insetos
predadoras de larvas de peixe (AGUIAR, 2002) necessita ser investigado para avaliagdo
do nivel de estresse a que o animal esta submetido e quais as conseqiiéncias diretas e
indiretas dessa exposicao.

Estudo anterior em que o matrinxa foi exposto a concentragao subletal de
MP mostrou que a espécie suporta até 92% de inibicdo da acetilcolinesterase, que
ocorrem alteragdes na performance natatoria, alteracdes macroscopicas no figado
quanto a coloracdo e consisténcia que sugerem alteracdo na integridade do orgdo,
anemia e ha evidéncia de lesdo tissular (AGUIAR, 2002). As branquias de Brycon
cephalus mostraram ser mais sensiveis ao pesticida e tem baixo potencial antioxidante

contra o estresse oxidante induzido pelo metil paration (MONTEIRO, 2006).
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2. OBJETIVOS

Considerando a importancia da espécie Brycon cephalus ¢ o uso do
pesticida metilparation na agricultura e em tanques de cultivo de peixes, o presente
estudo teve como objetivo avaliar as varidveis sanguineas, alguns intermedidrios
metabolicos no plasma e figado e as possiveis alteracdes morfofuncionais nas células da
interrenal e nas branquias de Bricon cephalus exposto a concentragdo subletal de

metilparation.

2.1. Objetivos especificos

1. Determinar se a exposi¢cdo subletal ao MP estimula o eixo HHI induzindo a
liberacao de cortisol na corrente sangiiinea;

2. Determinar se a exposi¢do subletal ao MP causa alteragcdes morfoldgicas no
tecido branquial e qual o grau de comprometimento da fun¢ao das branquias

3. Determinar se a exposi¢ao subletal ao MP causa alteragdes no pH sangiiineo, nas
variaveis hematologicas, osmolalidade e ions plasmaticos, uma vez que essas
variaveis constituem um reflexo de todos os processos corporais € servem como
indicadoras das condigdes gerais do organismo, em particular, das fungdes do
tecido branquial.

4. Determinar se ocorrem alteragdes metabdlicas no plasma e figado induzidas pela
exposicao subletal ao MP e avaliar se essas alteragdes podem estar associadas a

estimulagdo do eixo HHI..



19

3. MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho, foi utilizada a formulagdo comercial do inseticida
organofosforado metil paration (O, O-dimetil O-4-nitrofenil tiofosfota, CsH;o(NOsPS) —
Folisuper 600 BR® (metil paration 600 g.L™!, Agripec). Todos os reagentes foram de
procedéncia Sigma (St. Louis, MO, USA), LabSynth (Sdo Paulo, BRA), Merck

(Darmsdat, ALE) e Agripec ( Maracanat, CE, BRA).

3.1. Procedéncia e manutenciao em laboratorio

Exemplares jovens de Brycon cephalus (massa corpérea, Mc = 136,58 +
5,3 g; comprimento total, Lt = 21,91 + 0,3 cm) foram fornecidos pela Piscicultura
Aguas Claras, Mococa, SP, Brasil. No laboratério os peixes foram mantidos em tanques
com capacidade para 1000 litros, dotados de circulagdo continua de agua (pH 7,5 £ 0,2;
dureza 24,5 £ 0,3 mgL'1 como CaCOs; alcalinidade 2,7 + 1,9 mgL'l como CaCOs;
condutividade 8,3 + 0,3 uS e concentracdo de fons (em mgL™): Na™ 2,06 + 0,03; K
2,52 £ 0,004; Ca®’ 4,00 = 0,013 e CI' 0,5 = 0,04), aeracdo constante, temperatura
controlada (25+1°C) e fotoperiodo 12L:12N, por um periodo de 45 dias, para a
recuperacdo de estresse decorrente da coleta e do transporte e aclimatagdo as condigdes
laboratoriais. Durante esse periodo, os peixes receberam alimentacdo ad libitum com
racdo comercial peletizada propria para peixes. Apds o periodo de aclimatagdo, a
alimentagdo foi suspensa por 24 horas e em seguida os animais foram submetidos aos

experimentos.
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3.2 Desenho experimental

Exemplares de matrinxd foram distribuidos aleatoriamente em dois
aquarios de 200 litros totalizando 6 animais/aquario, nos quais permaneceram durante
12h para aclimatacdo. Apos esse periodo a agua foi cuidadosamente renovada; os
animais do aqudrio 1 constituiram o grupo controle (C), cuja 4gua foi mantida sem a
presenga de metil paration e os do aquario 2 constituiram o grupo (MP) exposto ao metil
paration na forma comercial de Folisuper 600°BR e concentragdo final igual a 2mg/L
de MP (2ppm; ~ 1/3 da CLsp-96h, Aguiar, 2002). Ambos os grupos permaneceram nos
aqudrios durante 96 horas, em sistema semi-estatico dotados de aeracdo constante e
temperatura controlada (25 + 1°C). As caracteristicas fisicas e quimicas da 4gua
controle e experimental, exceto pela adicdo de MP no grupo experimental foram
semelhantes as do periodo de aclimatagcdo. Apds o periodo de 96h, os animais foram
removidos dos aquarios e uma amostra de sangue foi coletada por pung¢ado da veia caudal
em seringas heparinizadas. Em seguida os animais foram anestesiados com benzocaina
0,01%, medidos, pesados e sacrificados por seccdo cranio-medular. As branquias foram
removidas e apds incisdo abdominal, foram removidos o figado e o rim anterior.

O pH do sangue coletado foi medido e em seguida, foram separadas duas
aliquotas de sangue sendo uma para analises hematologicas (hematocrito, contagem de
eritrocitos e concentragdo de hemoglobina) e a outra para o preparo de extensodes
sanguineas para a contagem de trombdcitos e diferencial de leucdcitos. O sangue
remanescente foi centrifugado a 12000 rpm por 3 min, o plasma sobrenadante foi
coletado e armazenado em tubos plasticos a —20° C para posterior andlise das variaveis
fisiologicas: osmolalidade, ions Na', CI" e K', intermediarios metabdlicos e niveis de
cortisol e colesterol. Para as determinagdes plasmaticas de amodnia e intermedidrios

metabolicos (glicose, piruvato e lactato) foi utilizado 100ul de plasma ou
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homogeneizado de figado em 1 mL de TCA 20%. O figado foi homogeneizado em um
(Homegeneizador Beltec 05801) a 1000 rpm por 3 min em banho de gelo ap6s adigdo
de uma solu¢do de acido tricloroacético (TCA) 20% na propor¢do de 1mL para cada
100 mg de tecido. O homogeneizado foi centrifugado por 3 min a 1000 rpm e o
sobrenadante armazenado em tubos plasticos a —20°C que posteriormente foi utilizado
nas determinagdes de intermedidrios (glicose, piruvato e lactato), sendo o precipitado
descartado.

As branquias e o rim anterior foram fixados para estudos histoldégicos em
glutaraldeido (GTA) 2,5% em tampao fosfato 0,1M, pH = 7,3 e posteriormente

armazenados em GTA 0,5% no mesmo tampao.

3.3 Analises sanguineas e hepaticas

O pH foi medido imediatamente apds a coleta de sangue utilizando
pHmetro QUIMIS.

As andlises hematologicas foram realizadas imediatamente apos a coleta
do sangue. O hematdcrito (Hct) foi determinado em tubo capilar de vidro heparinizado
preenchido por sangue e sedimentado em centrifuga de microhematocrito (FANEM). O
hematdcerito foi calculado a partir de um cartdo de leituras padronizado e os valor
expresso em % de eritrocitos (GOLDENFARB, 1971). A concentragdo de hemoglobina
total (Hb) foi determinada utilizando solugdo de Drabkin (DRABKIN, 1948) e leitura
em espectrofotometro (TECNAL SP 1105) em 540nm. A contagem de eritrocitos
(RBC) foi efetuada adicionando 10 puL de sangue a 2 mL de solucdo isotonica de formol
citrato, tendo sido utilizados 10 pL desta solugdo para a contagem do RBC em uma

camara de Neubauer sob microscopio de luz (Olympus CBA-K).
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Os indices hematimétricos foram calculados a partir dos dados de
hematocrito, concentragdo de Hb e nimero de eritrocitos. O volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram calculados de acordo com as seguintes formulas:

VCM (um®) = hematocrito (%) x RBC (milhdes/mm®)

HCM (pg) = Hb (g/dL) x 10/ RBC (milhdes/mm”.)

CHCM (%) = Hb (g/dL) x 100/ hematocrito (%).

A contagem diferencial de leucocitos foi efetuada em extensdes
sangiiineas coradas com pandtico (Laborclin) de acordo com o método descrito por
MCKNIGHT (1966). Os leucocitos e trombocitos de cada animal foram contados em
microscopio de luz (Olympus BX-51) utilizando software C.A.S.T. System. Um total de
5000 células foi contada incluindo eritrocitos, diferentes tipos de leucocitos e
trombdcitos e, em seguida, foi calculado o niimero total de leucdcitos e trombocitos e a
porcentagem diferencial de leucocitos.

A osmolalidade plasmatica foi quantificada por congelamento de
aliquotas de 50 pL de plasma em um semi-microsmometro (WLOSMETTE Precision
System). A concentracao dos ions cloreto (CI') foi determinada em leitora de microplaca
Dynex MRX, utilizando kit Labtest para cloreto (REF 49) de acordo com uma curva
padrio feita previamente no dia da andlise e as concentragdes dos ions sédio (Na') e
potassio (K") foram determinadas em fotometro de chama Digimed DM-61 apos
dilui¢do 1:100 do plasma.

Para a determina¢do da concentragdo de glicose foram utilizados 100uL

de desproteinizado de plasma ou 2ulL de homogeneizado acido do figado; o volume foi

completado para 500pL com agua destilada, sendo adicionado 0,5 mL de fenol 4,1% e 2
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mL de acido sulfurico concentrado. O conteudo de glicose foi dosado como agucar
reduzido a 480nm (DUBOIS et al., 1956).

Os niveis de lactato foram determinados utilizando método descrito por
HARROWER & BROWN (1972). Um volume de 20uL. de homogenato do figado, ou
20uL de plasma desproteinizado foi adicionado a um meio de reacdo contendo 20uL de
CuSO4 (H;0). A seguir 3,5 mL de acido sulfurico concentrado foram lentamente
adicionados ao tubo de ensaio. Os tubos foram agitados e fervidos por 5 minutos. Ap6s
resfriamento em banho de gelo, foram adicionados 80 pL de p-fenilfenol (1,5 g de p-
fenilfenol em 100 mL de solugdo aquosa de NaOH 2%). Os tubos foram agitados em
vortex e encubados, em repouso, por 1 hora. Posteriormente, os tubos foram novamente
fervidos (90segundos) para retirar o excesso de p-fenilfenol e, apds resfriamento em
banho de gelo, as amostras foram lidas em espectrofotometro (TECNAL SP 110) a
570nm.

Os niveis de piruvato foram determinados pelo método descrito por LU
(1939). Um volume de 150 pL de homogeneizado de figado ou 500 pL de plasma
desproteinizado de foi adicionado a um meio de reagdo contendo 250 pL de
dinitrofenilhidrazina 0,1% (em HCI 2N). Apds 30 minutos em banho Maria foi
adicionado 3 mL de NaOH 1,3N. Os tubos foram entdo resfriados ¢ a leitura feita em
espectrofotometro (TECNAL SP 110) a 440nm.

A amonia foi determinada por nesslerizacio (GENTZKOW & ASEN,
1942). Um volume de 200uL de plasma desproteinizado ou 30uLL de homogeneizado de
figado foi transferido para um tubo de ensaio e o volume completado para 2,0 mL com
agua destilada onde eram adicionados 0,5 mL de reativo de Nessler. A leitura optica foi

realizada em espectrofotdometro (TECNAL SP 110) 420nm.
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Os niveis de cortisol foram determinados utilizando Kit ACTIVE®
cortisol EIA DSL-10-2000. O procedimento segue o principio basico do imunoensaio
enzimdtico, no qual hd competi¢cdo entre um antigeno ndo marcado e um antigeno
marcado com enzima por um numero fixo de sitios de ligagdo no anticorpo. A
quantidade de antigeno marcado com enzima ligada ao anticorpo ¢ inversamente
proporcional a concentracdo da substancia ndo marcada que esta sendo analisada na

amostra. O material ndo ligado ¢ removido por decantagdo e lavagem das cavidades.

3.4 Analises morfométricas.
3.4.1 Células interrenais

Amostras do rim anterior foram fixadas em 2,5% de glutaraldeido em
tampao fosfato 0,1 M pH 7,3 desidratadas em série crescente de alcoois (70% e 95%) e
incluidas em Historesina (Leica). Posteriormente foram efetuados corte (3 um) das
amostras de rim anterior em micrétomo HM 360 (MICRON) e as laminas histologicas
foram secas em estufa (37°C) por 12 horas. Os cortes obtidos foram corados com Azul
de Toluidina (Imin) e Fucsina basica (15-20 segundos) e analisadas em microscopia de
luz com aumento de 40x e 100x utilizando microscopio Olympus BX 51 As imagens
foram capturadas com camera digital JVC TK-C 1380 e gravadas em computador.

Foram analisadas 50 células interrenais (area celular e nuclear) de cada
animal em objetiva de 1000x para a determinagdo das medidas das 4reas (um?) do
nucleo e da célula. Para essas determinagdes foi utilizado o software C.A.S.T. System
com a fun¢do “2D nucleator [UR” (Figura 3) para as medidas de area resultando em

uma planilha para a posterior andlise estatistica.
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Figura 3. Corte mostrando o sistema de vetores-teste que foi utilizado para marcagdo dos limites do

nicleo (A) e da célula (B). Regido proxima a luz de vaso (LV) exibindo uma regido com células
interrenais (CI). Observe 4 raios marcados a partir das proximidades do centro do nucleo para calculo das

areas do nucleo e da célula. Barra de escala = 10 um. Coloragdo: Azul de Toluidina e Fucsina Basica.

3.4.2. Branquias

Amostras dos arcos branquiais contendo 4 — 5 lamelas foram fixadas em
2,5% de glutaraldeido em tampao fosfato 0,1 M pH 7,3 desidratadas em série crescente
de alcoois (70% e 95%) e incluidas em Historesina (Leica). Cortes sagitais seriados de 3
pm foram corados com azul de toluidina por 5 — 6 minutos e analisados em microscépio
de luz Olympus BX-51 dotado de camera digital JVC TK-1380 e acoplado a um
computador que possui o software C.A.S.T. System para a realizacdo das medidas. A
proliferacdo de células foi quantificada, medindo-se a altura do epitélio do filamento e

da lamela, a altura das lamelas e a distancia interlamelar foram determinadas
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considerando a medida da distdncia entre a base de duas lamelas consecutivas
escolhidas ao acaso (n= 20 amostras) para cada animal. A area das células cloreto,
pavimentosas ¢ mucosas foi medida em 20 células aleatérias para cada amostra. A
contagem de células-cloreto e células mucosas nos filamentos e nas lamelas foi
realizada em um total de 100 campos aleatorios para cada animal.

As lesdes causadas no tecido branquial pela exposicdo ao MP foram
classificadas de acordo com POLEKSIC E MITROVIC-TUTUNDIZIC (1994)
modificada por CERQUEIRA & FERNANDES (2002) em 4 grupos, baseados no tipo e
localizacdo das lesdes. GI: hipertrofia e hiperplasia do epitélio branquial e alteragdes
relacionadas a essas patologias, G2: alteracdes nas células mucosas e cloreto, G3:
alteracdes nos vasos sanguineos ¢ G4: fibroses e necroses, € em 3 estagios progressivos,
baseados na possibilidade de restauracdo do tecido apo6s a remogao do agente causador
da lesdo, EI alteragdes que ndo danificam drasticamente o tecido branquial; EII
alteracdes mais severas que cujos efeitos afetam a funcdo do 6rgdo e EIIl quando a
restauragdo da estrutura das branquias nao € possivel.

A severidade e a reversibilidade das lesdes foram avaliadas de acordo
com os critérios propostos por POLEKSIC & MITROVIC-TUTUNDZIC (1994),

utilizando o calculo do indice de alteragdes histoldgicas (/) segundo a férmula:

a b c
I= 1o°§la,-+ 10" Ebﬁ 102§c,.

onde: a = total de alteragdes histologicas no primeiro estadgio; b = total de alteragdes
histolégicas no segundo estagio; e ¢ = total de alteragdes histoldogicas no terceiro

estagio.
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O indice de alteracdes foi calculado individualmente em animais de cada
grupo: controle e exposto ao MP 96 horas e, obtido um indice médio (0-100) que
divididos em categorias indicaram o grau de reversibilidade dos danos (POLEKSIC &
MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994): 0-10 funcionamento branquial normal; 11-20
alteracdes leves para moderadas; 21-50 alteracdes moderadas para graves; 51-100

alteracdes graves; > 100 alteragdes branquiais irreparaveis.

3.5 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando o programa “Instat for DOS”
(Graphpad Software, San Diego, CA). Os dados estdo apresentados como média + erro
padrao da média (SEM). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinar
se a populacdo da amostra segue uma distribuicdo de Gauss e, em seguida, foi aplicado
o test t de Student com intervalo de confianca 95% (p<0,05) para verificar se as

diferencas entre o grupo controle e exposto ao metil paration foram significativas.
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4. RESULTADOS

Nao houve mortalidade no grupo controle e exposto ao MP. A
diminui¢do da performance natatéria foi observada em todos os animais expostos ao
MP, os quais permaneceram iméveis nos aquarios, distantes uns dos outros e nao
apresentavam resposta ao toque, inclusive ndo apresentando resisténcia no momento da
coleta ao término das 96h de exposicao, diferentemente dos animais do grupo controle

que apresentavam comportamento bastante arredio, tipico da espécie.

4.1. Analises Morfologicas e Morfométricas das Células Interrenais e das
Branquias
4.1.1. Células Interrenais

Na regido do rim anterior (Figura 4) estdo localizadas as células
interrenais de matrinxd, B. cephalus que apresentam uma distribucdo difusa ou em
pequenos grupos (Figura 5). Essa regido do rim contém também células cromafins e
tecido linfoide. As células interrenais estdo associadas a veia cardinal posterior e
encontram-se concentradas proximas a luz dos vasos sangiiineos (Figura 5). As células
interrenais sdo, em geral, poliédricas, mas a sua forma pode variar de esférica a
alongada como mostra a Figura 5. O nucleo ¢ arredondado e o nucléolo ¢ facilmente
identificado no interior do nucleo (Figura 5).

Apds a exposicdo a concentragdo subletal de MP, ocorreu um aumento
significativo no tamanho das células da interrenal (Figura 6A) e de seu nucleo (Figura
6B). A razdo entre a area do nucleo dividido pela area da célula teve aumento

significativo (Figura 6C).
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Figura 4. Rim anterior de B. cephalus do grupo controle mostrando o tecido ricamente irrigado (*). G,

glomérulo. Barra de escala = 10 um. Coloragdo: Azul de Toluidina e Fucsina Basica.
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Figura 5. Rim anterior de B. cephalus do grupo controle (A) e do grupo MP 96 h (B) mostrando células
interrenais (CI) proximas a um capilar (*). Note o nucléolo (N) corado mais intensamente dentro do

nucleo. Barra de escala = 10 um. Coloragdo: Azul de Toluidina ¢ Fucsina Basica.
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Figura 6. Valores médios (= SEM) da area das células interrenais (Ac) (A); da area dos nucleos dessas
células (An) (B); e razdo area dos nucleos/area das células (An/Ac) (C) de B. cephalus do grupo controle
e grupo exposto a 2 ppm de MP durante 96 horas. * indica diferenga estatisticamente significativa (p<

0,05).
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4.1.2. Branquias
O matrinxa, B. cephalus, como a maioria dos teledsteos, possui quatro

pares de arcos branquiais em cada lado da faringe. Em cada arco branquial estdo
inseridas 2 fileiras de filamentos branquiais alternados entre si. O septo interbranquial,
regido que caracteriza a juncao desses filamentos no arco branquial e onde se encontram
a artérias primdrias aferentes, musculos abdutores e terminagdes nervosas, ¢ curto
(aproximadamente 1/3 do comprimento do filamento branquial).

Acima e abaixo dos filamentos branquiais elevam-se a intervalos
regulares as lamelas que constituem a maior parte da superficie branquial e onde
ocorrem as trocas gasosas (Fig. 7A). Cada lamela ¢ constituida por duas camadas de
células pavimentosas (epitélio respiratorio) apoiadas sobre a membrana basal que
recobre as células pilares (Fig. 7A). As células pilares possuem prolongamentos ou
flanges, que em contato com os prolongamentos das células pilares adjacentes formam
os espacos por onde circula o sangue. Células-cloreto raramente sao encontradas nas
lamelas secundarias.

O epitélio do filamento branquial (ndo respiratério) ¢ estratificado e
formado por 3 a 4 camadas de células; a camada de células mais externa ¢ constituida
principalmente por células pavimentosas onde podem ser encontradas células-cloreto
(Fig. 7A) e mucosas (Fig. 7B). As células-cloreto estdo localizadas no epitélio de
filamento préximas a base das lamelas e no epitélio do filamento entre as lamelas. As
células-cloreto sao globosas, tem nticleo central e a superficie apical em contato com a
agua ambiental ¢, em geral, pequena (Fig. 7A). As células mucosas (Fig. 7B), em geral,
encontram-se distribuidas nas bordas externa e interna do filamento branquial, sendo
raramente encontradas na regido interlamelar. As células mucosas, embora possam ter

formato variado, sdo geralmente elipticas em B. cephalus. O nucleo dessas células ¢
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deslocado para a regido basal da célula devido ao acimulo de vesiculas contendo muco
que ocupam praticamente todo o citoplasma da célula.

A exposicdo de B. cephalus a 2ppm de MP durante 96 horas causou
alteracdes no tecido branquial (Tabela 1) que foram classificadas como leves a
moderadas (Tabela 2). A intensidade das alteragdes histopatoldgicas encontradas nas
branquias do grupo controle e grupo exposto ao MP estd indicada na Tabela 1, de
acordo com o tipo de lesdo e estagio funcional. Houve predominancia da hiperplasia do
epitélio do filamento branquial e das lamelas (Tabela 1, Figura 8, 9A, B) o que
contribuiu para a redug¢do do espaco interlamelar (Tabela 1, Fig. 9C) e diminuicio da
altura das lamelas (Tabela 1, Fig. 9D). A proliferacdo das células do epitélio dos
filamentos ndo chegou a provocar fusdo completa das lamelas adjacentes sendo que a
fusdo parcial da algumas lamelas ocorreu apenas em poucos filamentos branquiais
(Tabela 1). O deslocamento do epitélio do filamento e lamelas foi pouco freqiiente e
nestes locais ndo foi observada a presenga de leucdcitos.

As células mucosas ndo apresentaram alteracdes quanto a freqiiéncia no
epité¢lio do filamento, entretanto houve um aumento significativo no ntmero das
células-cloreto (Tabela 1, Fig. 8). Hipertrofia das células-cloreto foram evidentes apos
exposi¢do ao MP, as células passaram a ocupar uma darea significativamente maior
quando comparada a area dessas células no grupo controle; as células mucosas nao
apresentaram hipertrofia. (Fig. 10A, B). A 4rea das células pavimentosas foi
significativamente reduzida (Fig. 10C).

Nao foram observados aneurismas apicais ou em toda a extensao lamela
(Tabela 1). Entretanto, uma redu¢@o nos espagos sangiiineos formado pelas expansdes

citoplasmaticas (flanges) das células pilares foi evidente nos animais expostos ao MP
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incluindo o canal marginal (Fig. 11A,B). Rompimento de epitélio das lamelas foi raro
(Fig. 11B).

Necrose ndo foi encontrada nos filamentos e nas lamelas (Tabela 1).
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Figura 7. (A) Corte sagital do filamento branquial de B. cephalus do grupo controle mostrando as
lamelas (L) no filamento branquial (F). Note o epitélio estratificado do filamento e o epitélio bicamada
das lamelas. CC - Células-cloreto, CPV - célula pavimentosa, CP - célula pilar, SVC - seio venoso
central; Barra de escala = 50 pum. (B) Corte sagital do filamento branquial de B. cephalus do grupo
controle mostrando a localiza¢do das células mucosas (CM) na borda do filamento. Note a auséncia de

lamelas nessa regicdo. CPV - célula pavimentosa, Ar — artéria. Barra de escala = 30pm.
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Tabela 1 — Histopatologia das branquias de B. cephalus (n = 6 cada grupo) do grupo controle e grupo
exposto a 2ppm de MP durante 96 horas, indicando a classificacdo das lesdes em estagios de acordo com
Poleksic and Mitrovic—Tutundizic (1994) e modificado por Cerqueira e Fernandes (2002).

Lesoes Estagio Controle Exposicio ao

MP

G1. Hipertrofia e hiperplasia do epitélio branquial

Hiperplasia do epitélio do filamento I + +++
Hiperplasia do epitélio da lamela I 0 +++
Decréscimo do espacgo interlamelar I 0 +++
Deslocamento do epitélio do filamento I 0 +0
Deslocamento do epitélio da lamela I 0 +
Fusao incompleta das lamelas I 0 ++
Fusao completa de algumas lamelas II 0 0
Fusdo completa de todas as lamelas 1I 0 0
Ruptura e descamacao do epitélio do filamento II + ++
Ruptura do epitélio da lamela II 0 +
G2. Alteracgdes nas células mucosas e cloreto

Hiperplasia das células mucosas I 0 +
Células mucosas totalmente vazias ou ausentes I 0 0
Hipertrofia e hiperplasia das células cloreto I 0 =+
G3. Alteragdes nos vasos sanguineos

Aneurisma lamelar apical (canal marginal) I 0 0
Dilatag@o de vasos sanguineos I 0 +0
Hemorragias com ruptura do epitélio 11 0 +
Aneurisma lamelar (espagos entre as cel. pilares) II 0 0
G4. Estigio terminal

Necrose I 0 0

(0 = ausente, +0 = raramente presente, + = pouco freqiiente, ++ = freqiiente, +++ = muito freqiiente)
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Tabela 2 — indice médio e erro padrio da média ( + SEM) das histopatologias encontradas nas branquias
de B. cephalus (n = 6 cada grupo) do grupo controle e grupo exposto a 2 ppm do organofosforado MP
durante 96 horas. * indica diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05).

Grupo Indice Médio Alteracao
Controle 3,2+0,58 Funcionamento branquial normal
Exposi¢do ao MP 14,6 = 2,20 Leve para moderada

Figura 8. Corte sagital do filamento branquial de B. cephalus exposto a 2 ppm de MP durante 96h. Note
a espessura das lamelas e o nimero das células-cloreto (CC) no epitélio do filamento (F) e lamelas (L).

CPV - célula pavimentosa. Barra de escala = 50 pm.
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Figura 9. Valores médios (+ SEM) da altura do epitélio do filamento branquial (A) e das lamelas (B), da distancia

interlamelar (C) e da altura da lamela (D) de B. cephalus (n = 6) do grupo controle e grupo exposto a 2 ppm de

MP durante 96 horas. * indica diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
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Figura 10. Valores médios (+ SEM) da area das células-cloreto (A); das células mucosas (B); das células
pavimentosas (C) nos filamentos branquiais de B. cephalus (n = 6) do grupo controle e grupo exposto a 2

ppm de MP durante 96 horas. * indica diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).
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Figura 11. Corte sagital do filamento branquial de B. cephalus do grupo controle mostrando as lamelas.
Note o epitélio da lamela e os espagos sangiiineos (*) formados pelas flanges das células pilares (CP) e o
canal marginal (CnM) formado pela flange da célula pilar e célula endotelial., CPV - célula pavimentosa
(A). Barra de escala = 10 um; Corte sagital do filamento branquial de B. cephalus exposto a 2 ppm de
MP durante 96h. Note a reducdo dos espagos sangiiineos (*) e canal marginal (CnM). CC — célula-cloreto,
CP - célula pilar, CPV - célula pavimentosa. A seta dupla indica deslocamento e ruptura do epitélio da

lamela.(B) Barra de escala = 10 um.
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4.2. Analises sangiiineas

A tabela 3 mostra os valores médios (= S.E.M.) das variaveis
hematologicas dos animais do grupo controle e expostos a 2 ppm de MP durante 96
horas. O hematocrito nos animais controle correspondeu a 39,42 + 2,4% do sangue
total, a concentracdo total de hemoglobina foi de 9,81 + 1,34g/dL e o nimero de
eritrocitos (RBC) foi de 2,59 + 0,15 x10° células por mm’ (figura 13 A, B e C). Os
valores das varidveis hematologicas dos animais expostos a 2 ppm de MP durante 96
horas foram ligeiramente mais altos que as do grupo controle, porém o aumento nao foi
estatisticamente significativo (p>0,05). Os indices hematimétricos (figua 14), VCM,
HCM e CHCM, que nos animais do grupo controle foi 155,88 + 14,77um3 , 37,7+ 4,40
pg/eritrocito e 25,5 + 0,43%, respectivamente, nao apresentaram diferenga
estatisticamente significativa (p>0,05) em relacdo aos indices hematimétricos
calculados para os animais expostos ao MP embora estes tenham mostrado uma
tendéncia a aumentar.

Nas extensoes sangiiineas de B. cephalus foram identificados monocitos,
linfocitos, células granulociticas especiais e trombocitos além dos eritrocitos (Tabela 4,
Fig. 16) e ndo houve diferencas significativas entre o grupo controle e os animais
expostos ao MP. Os linfocitos sdo células que tem forma predominantemente
arredondada e tamanho variado, citoplasma fortemente basofilico e sem granulagdes
visiveis no citoplasma (Fig. 12A). O nucleo possui forma arredondada, cromatina densa
e ocupa praticamente todo o volume celular. Essas células representaram 73,74 £+ 5,32%
do total de leucocitos no grupo controle. Os mondcitos sdo células grandes tem forma
varidvel e citoplasma basofilico, apresentando algumas vezes, vacuolizagdo; possuem
nucleo excéntrico e geralmente alongado, ocasionalmente esférico (Fig. 12B). No grupo

controle os monocitos representaram 22,63 + 4,85%. As células granulociticas especiais
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(G) (Fig. 12C) s3o células geralmente grandes com muitos granulos acidofilos no
citoplasma, nucleo periférico. Essas células no grupo controle representaram 3,63 +
1,04% do total de leucocitos.

Os trombocitos (Fig. 12D) sdo células predominantemente fusiformes
com citoplasma acidofilo e sem granulagdes, o nicleo também ¢ fusiforme e se cora
intensamente. No grupo controle havia 7,56 + 0,93 x10* trombécitos por milimetro
cubico de sangue e ocorreu uma tendéncia a aumentar no grupo exposto ao MP (8,13 +
1,29 x10%) (Tabela 3, Figura 15).

A osmolalidade plasmdtica no grupo controle foi 306,6 = 3,17
mOsmol/kgH,0O e aumentou significativamente no grupo exposto ao MP (334,2 + 6,57)
enquanto o pH sangiiineo diminuiu (grupo controle: pH = 7,41 £ 0,07 e grupo exposto
ao MP: 7,17 + 0,08) (Fig. 17A, B; Tabela 5). As concentragdes dos ions cloreto (104,7 £
19,83 mEq/L), sodio (182 + 13,84 mEq/L) e potassio (6,22 + 0,38 mEq/L) (Fig. 14A, B,
C) ndo foram alteradas significativamente em B. cephalus expostos a 2 ppm de MP

(Tabela 5, Figura 18).
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Tabela 3 —Valores médios (£ SEM) das varidveis hematologicas de B. cephalus (n = 6 cada grupo) do
grupo controle e grupo exposto a 2 ppm do organofosforado MP durante 96 horas. * indica diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,05).

Variavel Controle MP-96h
Eritrocitos
Hematocrito(%) 39,42+ 2.4 45,42 £ 1,34
Hb (g/dL) 9,81+ 1,34 12,11 +0,74
RBC (erit./mm”) 2,59+ 0,15 x10° 2,71 +0,10 x10°
VCM (pum®) 155,88 + 14,77 169,68 + 8,38
HCM (pg/cél.) 37,7+ 4,40 4471 £1,38
CHCM (%) 255+43 26,7+ 1,7
Leucécitos (cél./mm”) 5,34+ 0,76 x10* 5,66 + 0,8 x10*
Trombécitos (cél./mm”) 7,56 0,93 x10* 8,13 +1,29x10"

Tabela 4 — Porcentagem de leucécitos (+ SEM) de B. cephalus (n = 6 cada grupo) do grupo controle e
grupo exposto a 2 ppm do organofosforado MP durante 96 horas. * indica diferenca estatisticamente
significativa (p< 0,05).

Leucdcitos Controle MP 96h

Mondcitos(%) 22,63 £ 4,85 14,37+ 2,98
Linfocitos(%) 73,74 £5,32 79,07+ 3,66
G (%) 3,63+ 1,04 6,54 £ 1,37

Tabela 5 —Valores médios (£ SEM) da osmolalidade, pH e concentragio de ions plasmaticos de B.
cephalus (n = 6 cada grupo) do grupo controle e grupo exposto a 2 ppm do organofosforado MP durante
96 horas. * indica diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05).

Variavel Controle MP 96h
Osmolalidade (mOsmol/kgH,0) 360,6 +£3,17 385,3 +£18,03*
pH 7,41 £0,07 7,17 £0,03*
CI' (mEg/L) 104,7 £ 19,82 93,27 £ 7,68
Na’ (mEq/L) 182+ 13,84 153,66 + 9,19

K' (mEg/L) 6,22 + 0,37 5,75 + 0,49
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Figura 12. Células sanguineas de B. cephalus. A. Linfocito (L) e eritrocito (Ert); B. Monocito (M); C.

Célula Granulocitica Especial (G); D. Trombocito (t); Barra de escala = 10um.
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Figura 13. Valores médios (+ SEM) do hematdcrito (A); da concentracdo de
hemoglobina (B); e da contagem de eritrécitos (C) do sangue de B. cephalus (n = 6) do grupo controle e
grupo exposto a 2 ppm de MP durante 96 horas. * indica diferenga estatisticamente significativa (p<

0,05).
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Figura 14. Valores médios (= SEM) do volume corpuscular médio, VCM, (A); da
hemoglobina corpuscular média, HCM, (B); ¢ da concentragdo de hemoglobina corpuscular média,
CHCM, (C) do sangue de B. cephalus (n = 6) do grupo controle e grupo exposto a 2 ppm de MP durante

96 horas. * indica diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).



47

A
..'r e
ﬁ .
5
W 8 [
M: L
2 4-
g 34
‘B
g 2
.
1 -
Controle MP 965h
B
]ﬂ i

Tromhb ﬁcitusflmﬂx ll]‘l
(=
1

Controle MP 96h

Figura 15. Valores médios (+ SEM) da contagem de Leucdcitos (A); ¢ da contagem
Trombocitos (B) do sangue de B. cephalus (n = 6) do grupo controle e grupo exposto a 2 ppm de MP

durante 96 horas. * indica diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).
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Figura 16. Valores médios (£ SEM) da porcentagem de Monodcitos (A); da
porcentagem de Linfocitos (B); e da porcentagem de Células Granulociticas Especiais, G (C) do sangue
de B. cephalus (n = 6) do grupo controle e grupo exposto a 2 ppm de MP durante 96 horas. * indica

diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).
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Figura 17. Valores médios (= SEM) da osmolalidade (mOsmol/KgH,0) plasmatica (A) e pH do sangue
(B) de B. cephalus (n = 6 em cada grupo) do grupo controle e grupo exposto a 2 ppm de MP durante 96h.

* indica diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05).
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Figura 18. Valores médios (+ SEM) da concentracio plasmatica de CI" (mEq/mL) (A),~ de Na'

(mEg/mL) (B) e de K (mEq/mL) (C) de B. cephalus (n = 6 cada grupo) do grupo controle e grupo

exposto a 2 ppm de MP durante 96h. * indica diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05).
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4.3. Intermediarios metabdlicos

A concentragdo de cortisol no plasma no grupo controle foi 8.05 £ 0.69
ng/dL e houve alteragdo significativa (p<0,05) apds 96h de exposicdo a concentracio
subletal de MP (9,9 £ 0,58 pg/dL) (Tabela 6, Figura 19). A concentragdo de glicose
plasmatica foi de 3,85 + 0,07 uM/mL no grupo controle e no grupo experimental
ocorreu um aumento significativo (p<0,05) em 96 horas (5,68 = 0,45uM/mL) de
exposi¢ao a0 MP o que representou um aumento de 47,53% em relagdo ao controle
(Tabela 6). As concentragdes médias de lactato e piruvato no grupo controle foram
71,77 £ 11,7 e 0,04 £ 0,003 uM/mL respectivamente, e a exposi¢do ao MP causou
reducdo significativa (p<0,05) na concentragdo do lactato (15,24 £+ 3,15 uM/mL) e ndo
alterou a de piruvato (Tabela6).

A concentragdo média de amoénia plasmatica no grupo controle foi de
3,03 £ 0,27 uM/mL e ocorreu aumento no grupo exposto 96 horas ao MP (Tabela 6).

As concentracdes médias de glicose, lactato e piruvato no figado sdo
mostradas na Tabela 7. A concentragdo de glicose no grupo controle foi de 500,72 +
98,4 uM/g e apds 96h de exposi¢do ao MP diminuiu 60% (298,47 + 59,77 uM/g). A
concentragdo média de lactato e piruvato hepatico no grupo controle foi 10,7 £ 0,8 e
2,74 + 0,14 pMol/g. Ocorreu uma diminuicdo de aproximadamente 85% na
concentragdo de lactato apos 96h de exposi¢ao ao MP (1,6 1 £ 0,16uMol/g, p <0,05) e,
como observado no plasma, a concentracdo de piruvato também nao foi alterada.

A concentragdo de amodnia hepatica no grupo controle foi 117,66 *
6,01uMl/g, e em 96 horas detectou-se um aumento significativo de 44,44% (169,96 +

6,58 uM/g) em relagdo ao grupo controle (p< 0,05).
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Tabela 6. Valores médios = S.E.M de cortisol, glicose e lactato plasmatico de matrinxa, B. cephalus
exposto a 2ppm de metil paration durante 96h. *indica diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle com 95% de confianga (p< 0,05).

Parametros Controle MP 96 horas
Cortisol (ng/dL) 8,05+ 0,69 99+0,58 *
Glicose (uM/mL) 3,85+0,07 5,68 + 0,45%*
Piruvato (uM/mL) 0,4+0,03 0,4 +£0,02
Lactato (uM/mL) 71,77 £ 11,7 15,24 £ 3,15%*
Amonia (uUM/mL) 3,03 £0,27 4,37 +0,15%

Tabela 7. Valores médios + erros padrdes dos pardmetros bioquimicos hepaticos de matrinxa exposto a
2ppm de metil paration durante 96h. * indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle com
95% de confianca (p< 0,05).

Parametros Controle 96 horas
Glicose(uM/g) 500,72 £ 98,4 298,47 £ 59,77*
Piruvato(uM/g) 2,74+ 0,14 2,97 £0,29
Lactato(uM/g) 10,7+ 0,8 1,61 £0,16*

Aménia(uM/g) 117,66 + 6,01 169,96 + 6,58*
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Figura 19. Valores médios (+ SEM) da concentracdo de cortisol plasmatico (A), glicose plasmatica (B) e

da concentragdo de glicose hepatica (C) de B. cephalus (n = 6 em cada grupo) do grupo controle e grupo

exposto a 2 ppm de MP durante 96h. * indica diferencga estatisticamente significativa (p< 0,05).
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Figura 20. Valores médios (= SEM) da concentragdo do lactato plasmatico (A) e da concentracdo do
lactato hepatico (B) de B. cephalus (n = 6 em cada grupo) do grupo controle e grupo exposto a 2 ppm de

MP durante 96h. * indica diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).
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Figura 21. Valores médios (£ SEM) da concentragdo de piruvato plasmatico (A) e da concentragdo de
piruvato hepatico (B) de B. cephalus (n = 6 em cada grupo) do grupo controle e grupo exposto a 2 ppm de

MP durante 96h. * indica diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).
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Figura 22. Valores médios (= SEM) da concentracdo de amodnia plasmatica (A) e da concentragdo de
amonia hepatica (B) de B. cephalus (n = 6 em cada grupo) do grupo controle e grupo exposto a 2 ppm de

MP durante 96h. * indica diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05).
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5. DISCUSSAO

A auséncia de mortalidade de B. cephalus durante a exposi¢do a 2 ppm
de metil paration (MP) (correspondente a 1/3 da CLso-96h (CLsp-96h = 6,54 + 0,87 ppm
a 25°C, pHagua = 6,82-7,83, AGUIAR, 2002) corrobora com os estudos anteriormente
desenvolvidos nesta espécie (AGUIAR, 2002, AGUIAR et al., 2004, MONTEIRO et
al., 2006) confirmando que esta concentragdo ¢ subletal para a mesma. AGUIAR et al.
(2004) demonstraram que o MP causa toxicidade moderada em B. cephalus nas
condi¢des de temperatura e pH da agua descrita acima e que a diminui¢do ou o aumento
do pH da agua implica em um aumento da toxicidade do MP (avaliada pela inibi¢ao da
acetilcolinesterase) sendo que em agua com pH écido a toxicidade deste composto €
maior que em pH alcalino (AGUIAR, 2002).

Embora a exposi¢do a 2 ppm de MP ndo cause mortalidade em B.
cephalus, a exposi¢do a essa concentragdo de MP durante 4 horas causa inibicdo da
atividade da acetilcolinesterase no cérebro e plasma e lesdo no figado e coragdo
(AGUIAR et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005). Recentemente, MONTEIRO et al.
(2006) estudando o nivel de peroxidacdo lipidica e a atividade das enzimas
antioxidantes no figado, branquias e musculo branco em B. cephalus expostos a mesma
concentragdo de MP verificou que ocorreu estresse oxidativo nestes tecidos sendo que
as branquias e os musculos foram os Orgdos mais sensiveis sugerindo que
provavelmente estes 6rgaos possuem potencial antioxidante menor que o figado.

As alteragdes morfoldgicas sdo conseqiliéncias de alteracdes bioquimicas que
alteram a funcao da célula e podem ocorrer devido a acdo direta de um agente toxico ou,
indireta, vias hormonios do estresse, principalmente o cortisol (NOLAN, 2000). As
alteragdes histoldgicas representam uma resposta intermediaria a estressores sub-letais

considerando sua localizagdo relativa dentro do nivel bioldgico de organizacdo (Figura
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23) e a histologia representa um método rapido e de baixo custo para detectar os efeitos

de estressores in varios tecidos e orgaos (BERNET er al, 1999; SILVA &

MARTINEZ, 2006).
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Figura 23. Organizag@o biologica indicando o nivel dos processos ou sistemas envolvidos em respostas
rapidas e resposta a longo prazo no organismo ¢ a relevancia ecologica de acordo com ADAMS (2002).

O rim anterior esta integrado ao sistema enddcrino dos peixes devido a
presenca das células cromafins, que podem ser estimuladas pelo eixo HSC, e das células
interrenais, que pode ser estimulada pelo eixo HHI, que estdo associadas a esse 6rgdo
(DONALDSON, 1981; WENDELAAR BONGA, 1997). As células interrenais
secretam corticosteroides, principalmente o cortisol, o0 hormoénio do estresse. O aumento
da concentracdo de cortisol no plasma em resposta a um estressor como, por exemplo, o
MP implica em aumento da atividade da interrenal, que pode ser avaliada via medidas
da area dessas células e do seu nucleo (DONALDSON, 1981; YANG & ALBRIGHT,

1995 in QUINTANA, 2002). Estresse cronico, em geral relacionado a exposi¢do
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subletal a um xenobidtico, pode resultar em hipertrofia das células interrenais em peixes
(NORRIS et al., 1997; QUABIUS et al., 2000).

DONALDSON (1981) mostrou que hd um aumento do diametro do
nicleo das células interrenais em salmonideos expostos a varios contaminantes e
segundo YANG & ALBRIGHT (1995) uma forma de se avaliar a atividade secretora
das células interrenais € realizar a medida do didmetro dos nucleos e do tamanho das
células. Aumento do diametro e area dessas células foram observadas em Salmo trutta
provenientes de ambientes contaminados por metais pesados (NORRIS et al., 1997), em
Polyodon spathula exposto a PCBs (GUNDERSEN et al., 2000), em Astyanax
altiparanae coletados em rio impactado pela atividade humana (SILVA & MARTINEZ,
2006).

O aumento da area dos nucleos e das células interrenais de exemplares de
B. cephalus expostos a concentragdo subletal de MP pode estar relacionado a
hiperatividade dessas células e pode indicar uma possivel estimulacdo cronica pelo eixo
HHI. Todavia, o nivel de cortisol plasmatico em B. cephalus apds 96h de exposicao ao
MP mostrou diferenga significativa em relacdo ao grupo controle. O hipotdlamo através
do CRF (fator liberador de corticotrofina) controla a sintese de ACTH na hipdfise,
assim o eixo HHI ¢ ativado e termina por aumentar os niveis de cortisol circulante
(Rotllant et al, 2000; Clements et al , 2002; Quintana, 2002; Engelsma et al, 2002). Em
B. cephalus expostos ao MP os niveis de glicose no plasma e no figado,
respectivamente mais alto e mais baixo que no grupo controle possivelmente estdo
relacionados a mobilizagdo de energia uma vez que alteracdes bioquimicas e
enzimdticas foram demonstradas em exemplares desta espécie expostos a mesma

concentragdo de MP (AGUIAR et al., 2004; MONTEIRO et al., 2006). Além disso, a



60

recuperagdo das alteracdes morfoldgicas observadas nas branquias de B. cephalus
implica em gasto de energia.

As alteragdes morfologicas induzidas por xenobidticos nas branquias dos
peixes, em geral, correspondem a dois tipos de respostas: defesa (respostas
inflamatorias) e compensatoria (proliferacdo celular, secrecdo de muco) (MALLATT,
1985; TAKASHIMA & HIBIYA, 1995; MAZON et al., 2002a, CERQUEIRA &
FERNANDES, 2002). Ambas as respostas auxiliam a bloquear a entrada do agente
toxico no organismo ou impedir que este alcance a corrente sangiiinea e, indiretamente,
reduzir a agdo toxica destes agentes no tecido branquial. As alteragcdes do epitélio
branquial parecem ser uma resposta generalizada a maioria dos agentes toxicos
(MALLATT, 1985) e pode comprometer a fungdo do 6rgdo. Considerando que as
branquias sdo os principais sitios de trocas gasosas e tem importante papel na regulacdo
i6nica e 4cido-base e que o epitélio branquial é, portanto, um tecido dindmico e
metabolicamente ativo (MUELLER et al., 1991; MARTINEZ, 2004), as lesdes no
tecido branquial podem implicar em disfungdo respiratoria e hidroeletrolitica.

No presente estudo, 0 MP ndo provocou resposta inflamatdria no tecido
branquial como observado pela auséncia de leucocitos nos raros locais onde ocorreram
os deslocamentos do epitélio lamelar. Respostas inflamatdrias sdo comuns quando
ocorrem lesdes no tecido branquial principalmente aquelas causadas por exposi¢cdo em
agua contaminada com bactérias ou outros microrganismos ou agua contendo material
solido em suspensao (MAGOR, 1988).

As alteracdes identificadas nas branquias de B. cephalus expostos a
concentragdo subletal de MP como a hiperplasia do epitélio do filamento com fusdo
parcial de algumas lamelas secundarias e o deslocamento do epitélio lamelar sdo

respostas que podem reduzir a difusdo do MP como ocorrem em outras espécies
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expostas a diferentes xenobidticos (MAZON et al., 2002a; KRUZYNSKI, 2004).
Respostas semelhantes, porém mais severas, foram relatadas por FANTA et al. (2003),
apos exposi¢ido de Corydoras paleatus a niveis subletais de Folidol 600" em agua ou
administrados via ragdo. Em apenas 1 hora de exposi¢do os animais ja apresentaram
alteracdes significativas nas lamelas, apds 4 horas apresentaram edemas e deslocamento
do epitélio da lamela e ap6s 8 horas de exposi¢cdo foram observados focos de necroses
no tecido branquial. No presente estudo, focos de necrose ndo ocorreram nas branquias
de B. cephalus.

A proliferacao das células-cloreto no epitélio do filamento e das lamelas
e a hipertrofia dessas células sdo consideradas como respostas compensatorias para
manter o equilibrio i6nico que, em geral, ¢ alterado durante o estresse causado pelo
agente estressor (WENDERLAAR BONGA 1997, DANG et al., 2000, MAZON et al.,
2002a,b, SAKURAGUI et al., 2003). Em peixes de 4gua doce as catecolaminas
liberadas durante o estresse provocado pela exposi¢do a um agente toxico aumentam o
fluxo sangiiineo nas branquias e favorece a perda de ions do sangue para o meio
aquatico enquanto que o cortisol estimula a proliferacdo de células-cloreto e o aumento
de unidades de Na'/K'-ATPase nas células-cloreto (DANG et al., 2000) e,
conseqlientemente a absor¢do ativa de ions. Entretanto, quando o agente estressor causa
inibi¢do direta na atividade da enzima Na'/K'-ATPase ou induz necrose ou ainda
indiretamente, via hormonal, reduz o ciclo celular, a hiperplasia e hipertrofia das
células-cloreto pode ndo ser suficiente para restaurar o equilibrio idnico. Neste estudo, a
inducdo da proliferagdo e hipertrofia das células-cloreto e a possivel manutencdo da
atividade da Na'/K'-ATPase pelo MP pode explicar a manutencdo dos niveis de ions
Na' e CI plasmaticos. O aumento da osmolalidade plasmética nos animais expostos ao

MP pode ter ocorrido devido ao aumento de outras substancias no plasma como
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conseqiiéncias de lesdo celular em outros tecidos. AGUIAR (2002) relatou aumento da
atividade da enzima alanina aminotransferase no plasma e diminui¢do no figado de
matrinxa exposto ao MP sugerindo lesdo hepatica com extravasamento da enzima
alanina amino transferase (AAT) para o plasma. Por outro lado, a reducdo do pH
sangiliineo em matrinxd exposto ao MP evidencia um desequilibrio acido-base talvez
causado por uma redugio na capacidade das branquias de eliminar H'.

A interferéncia na fungao respiratéria devido a proliferacao e hipertrofia
das células-cloreto nas lamelas que causam um aumento da espessura da lamela e da
distancia de difusdo dgua-sangue do O, e CO, tem sido amplamente documentado por
causar reducdo na PO, arterial (BINDON et al., 1994, GRECO et al., 1995;
SAKURAGUI et al., 2003) e na tensao critica de O, (BOECK et al., 1995). Além disso,
a redugdo da distancia entre as lamelas secundarias e da altura da lamela implica em
reducdo da superficie respiratoria e alteragdo no fluxo de dgua sobre as lamelas
diminuindo o tempo de difusdo de gases, durante o ciclo respiratério. Redugdo na
transferéncia de O, da &gua para o sangue pode gerar hipoxia interna e induzir a
liberagdo de eritrocitos na corrente sangiiinea, via catecolaminas, ou aumento no
volume dos eritrocitos. A auséncia de aumento significativo das varidveis
hematologicas (Hct, RBC e concentragdo de Hb) em matrinxd expostos ao MP
evidencia que, embora tenha ocorrido proliferacao das células—cloreto nas lamelas dessa
espécie e uma possivel redu¢do da superficie respiratdria, essas alteragcdes parecem nao
terem sido intensas o suficiente para induzir hipoxia celular.

Os estudos realizados nesta espécie por AGUIAR (2002), Aguiar e
colaboradores (2004) mostraram que matrinxa exposto a concentragdo subletal de MP
durante 96h ndo apresentaram aumento na concentragdo de lactato no plasma, figado e

musculo o que corrobora com a hipdtese de que o suprimento de O, aos tecidos foi
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mantido. No presente estudo os niveis de lactato plasmatico e hepatico diminuiram,
sugerindo a auséncia de metabolismo anaerdbico.

Embora ndo tenha ocorrido hipertrofia das células mucosas no epitélio do
filamento, o aumento discreto na freqiiéncia dessas células sugere que houve um
aumento na producao de muco. Segundo MITTAL ef al. (1994) o muco secretado pelas
células mucosas é constituido por macromoléculas complexas que possuem natureza
diversificada dentre as quais se encontram as glicoproteinas. Alteracdes na area e
freqliéncia das células mucosas nas branquias tem sido considerada como uma resposta
as alteragdes na composicao id6nica (LAURENT & HEBIBI, 1989, MORON, 2002,
MORON et al., 2003), concentragdo de calcio (PERRY & WOOD, 1985) e presenga de
agentes toxicos no meio aquatico (WENDELAAR BONGA ef al., 1989). Em geral, o
muco forma uma barreira que diminui a difusdo dos agentes téxicos do meio aquatico
para o sangue tendo uma fun¢do de protecao do tecido branquial (HANDY ef al., 1989).
Além disso, segundo HANDY & EDDY (1989) proximo ao muco ha uma maior
concentragdo de Na" e Cl” do que na agua circundante o pode reduzir a perda de ions
por difusdo na superficie branquial e favorecer a absorcdo desses ions. Assim, neste
estudo, o aumento na produ¢do de muco, como sugerido pela hiperplasia das células
mucosas, pode, até certo ponto, ter reduzido a perda de ions por difusdo e favorecido a
absorcdo ativa, além de aumentar a distancia de difusdo do MP, dificultando a entrada
deste xenobidtico na corrente sangiiinea.

Embora as células sanguineas possam ser afetadas por inimeros fatores
tais como alteragdes sazonais, idade, sexo e maturidade sexual entre outros, estas
células sdo consideradas importantes indicadores de alteracdes fisiopatoldogicas em
peixes proporcionando informagdes sobre a resposta do organismo a um estressor. A

analise de leucdcitos, considerados as células de defesa do organismo, e dos
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trombdcitos que tem um papel na coagulacio sangiiinea e cuja fun¢do em peixes como
parte do sistema de defesa (fagocitose e agregatdria) ainda ¢ muito discutida (HILL &
ROWLEY, 1996, BURROWS et al., 2001), evidenciou que dentre os leucocitos, os
linfocitos, células associadas a resposta imune, foram os mais freqlientes em B.
cephalus como relatado em outros teledsteos (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995,
TAVARES-DIAS & MORAES, 2004). Os mondcitos, importantes devido a sua elevada
atividade fagocitica quando transformados em macréfagos em tecidos danificados
devido a reagdo inflamatoria ou infeccdo bacterial, e as células granulocitica especial
(G), também denominadas como neutréfilos tipo I (ALAYE-RAHY, 1993; VEIGA et
al., 2000) foram menos freqiientes como em outros teledsteos. No sangue de matrinxa
ndo foram encontrados basofilos e eosinodfilos que sdo raros em sangue de peixes
(POWELL et al., 1990). Embora tenha ocorrido uma tendéncia a diminui¢do da
porcentagem dos mondcitos € aumento na de G, estes dados sugerem que as lesdes nos
tecidos de B. cephalus devido a exposi¢do subletal ao MP ndo foram severas.

Os trombocitos sdo comparaveis as plaquetas dos mamiferos e tem papel
importante na coagulacdo sanguinea evitando hemorragia. Segundo MAZON et al.,
(2002b) as lesdes severas do tecido branquial como ruptura do epitélio lamelar,
degeneragdo celular e resposta inflamatoria nas branquias sdo, em geral, acompanhadas
por alteracdes na porcentagem de leucdcitos e niimero de trombodcitos, o que ndo
ocorreu em B. cephalus exposto a concentragdo subletal de MP, embora tenha ocorrido
uma tendéncia a diminui¢do da porcentagem dos mondcitos ¢ aumento na de G. A
auséncia de modificacdes significativas nestas células sangiliineas sugere que a
exposicdo a concentragdo subletal esse organofosforado ndo causou lesdes severas nas

branquias ou em outros tecidos desta espécie.
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O maior nivel de aménia em um tecido pode ser devido a um aumento do
catabolismo de proteinas como resultado do aumento da demanda energética como
relatado no figado e musculo de Leporinus obtusidens exposto ao herbicida glifosato
Roundup (GLUSCZAK et al., 2006) e em Clarias batrachus expostos ao herbicida
carbamato, Carbofuran (BEGUM, 2004). Em B. cephalus o nivel de amonia no plasma
e no figado estava maior, provavelmente por um aumento da demanda metabolica. O
figado ¢ o principal 6rgdo de detoxificacdo e esta diretamente envolvido no
metabolismo de agentes téxicos (SANCHO et al., 1998).

Os resultados do presente estudo mostraram que embora € exposicao a
concentragdo de 2 ppm de MP durante 96h cause intimeras alteragdes enzimaticas
(AGUIAR, 2002, AGUIAR et al., 2004, ALMEIDA et al, 2005, MONTEIRO et al.,
2006) e metabolicas (AGUIAR, 2002) em B. cephalus, as alteracdes morfoldgicas
induzidas nas branquias foram principalmente do tipo compensatdria e considerada leve
para moderada de forma que as fungdes do oOrgdo foram parcialmente mantidas.
Entretanto, a hipertrofia das células interrenais corroboram com o aumento no nivel de
cortisol plasmatico. Este hormonio promove reducdo da proteina celular devido a
diminui¢do da sintese protéica e aumento do catabolismo protéico nas células e pode
promover aumento do transporte de aminoacidos para o interior das células hepaticas
onde podem servir de substrato para a producdo de glicose. O lactato produzido no
musculo também pode chegar ao figado trazido pelo sangue onde também pode ser
convertido em glicose. O aumento do cortisol e da glicemia do plasma com diminuigdo
da glicose hepatica, redu¢@o nos niveis de lactato plasmatico e hepatico juntamente com
a manuten¢do dos niveis de piruvato sugere um quadro de neoglicogénese para suprir a
demanda metabdlica dos tecidos e os processos de desintoxicagdo frente as intimeras

alteracdes enzimaticas e metabolicas citadas acima. Portanto, ¢ importante enfatizar que
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se a exposicdo ao MP persistir por tempo prolongado ou, no caso de exposicao a
concentragdes mais elevadas, as lesdes no tecido branquial poderdo ser mais severas
ocasionando uma disfun¢do na troca de gases e no equilibrio eletrolitico. Considerando
a disfun¢do da interrenal, o gasto de energia envolvido na restauragdo das alteragdes
enzimaticas, fisiolégicas e morfologicas que ocorreram apds exposicdo ao MP, ha

possibilidade de ocorrer reducao de outras fungdes como o crescimento e reproducao.
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6. CONCLUSOES

*O metil paration provoca alteragcdes na atividade natatoria de matrinxa a
concentragdo de 2 ppm de MP durante 96h.

*As medidas das células interrenais mostraram que as mesmas estavam
mais ativas que as células do grupo controle, sugerindo a ativagao do eixo — HHI o que
foi confirmado pelo aumento do cortisol plasmatico.

*A concentragdo de 2 ppm de MP durante 96h em B. cephalus causa
alteracdes nas branquias, principalmente do tipo compensatérias em grau leve para
moderada e algumas fung¢des do 6rgao foram parcialmente mantidas.

*Os resultados hematologicos e a reducdo da concentracdo de lactato
durante exposi¢do a 2 ppm de MP por um periodo de 96h nao induziu hipdxia em B.
cephalus.

*O metabolismo do tecido hepatico foi afetado pelo metil paration, com
diminui¢do da concentracdo de lactato, manutencdo da concentracdo do piruvato e

aumento da glicemia.
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