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Resumo

O comércio de pesticidas vem crescendo mundialmente a cada ano. O Roundup ¢ um herbicida
muito usado para eliminar plantas indesejaveis ndo apenas em meios agricolas, mas também
urbanos, domésticos, aquaticos e florestais. Os peixes e os invertebrados aquaticos sdo os mais
sensiveis a este herbicida e aos outros componentes de seus produtos comerciais. Na tentativa de
se evitar os diversos problemas causados pelos produtos artificiais, nos ultimos anos, tem se
utilizado cada vez mais de produtos naturais, como os de origem vegetal em detrimento de
produtos sintéticos. Um exemplo bem significativo de planta utilizada como inseticida ¢ o nim
(Azadirachta indica), que vem sendo bastante pesquisada e utilizada principalmente no controle
de pragas, mostrando ser muito eficiente e apresentando resultados bem promissores. Na busca de
uma melhoria na producao de peixes, seja no combate de insetos que se alimentam de alevinos ou
de parasitas que afetam os peixes, as pisciculturas tém se utilizado amplamente desses produtos
originarios do nim. Os possiveis efeitos de contaminantes nos peixes podem ser avaliados através
da utilizacdo de alguns pardmetros bioquimicos, fisiologicos e morfoldgicos, comumente
chamados de biomarcadores. As alteragdes histopatoldgicas nos peixes se mostram instrumentos
bastante eficazes para a deteccdo de efeitos diretos causados por compostos quimicos em 6rgaos-
alvo de peixes, tais como as branquias € o rim. O presente estudo teve como objetivos avaliar a
ocorréncia de alteragdes histologicas nas branquias e rim posterior de curimbas (Prochilodus
lineatus) expostos ao herbicida Roundup e de tilapias (Oreochromis niloticus) e P. lineatus
expostos ao biopesticida nim e analisar a severidade dessas alteracdes no comprometimento da
funcdo normal dos 6rgdos. O curimba ¢ um peixe neotropical e a tildpia uma espécie exdtica.
Para a realizagdo dos experimentos, os 6rgaos foram retirados e fixados em Bouin, diafanizados
em xilol e incluidos em parafina, os cortes corados com H.E, e por fim analisados em
microscopio de luz para as andlises das alteragdes morfologicas. As alteracdes foram avaliadas de
acordo com o indice de alteragdao histopatologica (IAH) e o valor médio de alteracdes
histologicas (VMA). Os resultados indicam que o Roundup demonstrou ser toxico para curimbas,
promovendo alteragdes histoldgicas brandas nas branquias e severas no rim. O biopesticida nim
também promoveu alteracdes semelhantes em curimbas e tildpias. As duas espécies de peixes
estudadas, apresentaram sensibilidade semelhante quanto a exposi¢do ao nim. Para ambas as
espécies de peixes estudadas o rim mostrou-se muito mais sensivel aos pesticidas do que as
branquias.

Palavras-chave: Roundup, Nim, Peixes, Biomarcadores histolégicos.
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1. Introducao

A formacao de grandes aglomerados urbanos e industriais, com crescente necessidade de
agua para o abastecimento doméstico e industrial, além de irrigacao e lazer, faz com que hoje, a
quase-totalidade das atividades humanas seja cada vez mais dependente da disponibilidade das
aguas continentais. A dependéncia do homem moderno dos ecossistemas aquaticos ¢ ainda mais
evidente nas regides altamente industrializadas, nas quais a demanda de agua "'per capita’” tem se
tornado cada vez maior. Além disto, nestas regides, grande parte dos efluentes domésticos e
industriais € lancada diretamente nos corpos d’agua, reduzindo ainda mais a possibilidade de
utilizacao dos recursos hidricos (ESTEVES, 1988).

Os compostos nocivos que promovem a poluicdo aquatica sdo inumeros e derivam
principalmente de efluentes domésticos, agricolas e industriais. As substancias toxicas podem ter
efeitos prejudiciais bastante visiveis quando presentes em grandes quantidades nos organismos,
ao passo que, em quantidades diminutas os produtos toxicos podem causar efeitos diversos nao
aparentes (RAND, PETROCELLI, 1985; RAND, 1995). Existe um niimero enorme de poluentes
que afetam o ambiente aquatico. Os xenobidticos, como sdo definidas as substancias quimicas
estranhas aos sistemas bioldgicos, podem ser toxicos para 0s organismos aquaticos.

Entre os varios poluentes que atingem os ambientes aquaticos incluem-se os pesticidas. O
comércio de pesticidas vem crescendo mundialmente a cada ano. Com as iniimeras inovagoes €
tecnologias desenvolvidas nos setores agricolas, o uso dos herbicidas ¢ destacado visto que a
maioria destas inovagdes nao impede o florescimento de ervas daninhas no campo.

Dos varios herbicidas utilizados, um produto amplamente empregado, representando cerca
de 60% do mercado mundial de herbicidas ndo seletivos ¢ o glifosato, também conhecido pelos

nomes comerciais Roundup ¢ Rodeo (AMARANTE et al., 2002). O glifosato ¢ um herbicida



10

muito usado para eliminar plantas indesejaveis ndao apenas em meios agricolas, mas também
urbanos, domésticos, aquaticos e florestais. A maioria dos produtos a base de glifosato ¢ feita ou
usada com surfactante, que auxilia a penetragao do produto no tecido celular das plantas, alguns
destes sdo irritantes sérios, toxicos para peixes. O surfactante usado no produto mais comum a
base de glifosato, o Roundup, ¢ mais toxico que o glifosato puro, resultando em uma
contaminag¢do ainda mais toxica (COX, 1998).

Apesar de serem citados como pouco toxicos e descritos pelos fabricantes como pesticidas
de “baixa toxicidade e boa compatibilidade ambiental”, os herbicidas a base de glifosato
oferecem uma série de riscos para a saude ¢ meio ambiente, havendo evidéncias de efeitos
deletérios no ambiente, principalmente devido a resisténcia adquirida por algumas espécies de
ervas, apos o uso prolongado do herbicida (AMARANTE et al., 2002). Estudos laboratoriais
detectaram efeitos adversos em todas as categorias de testes toxicologicos, entre eles a toxicidade
a médio e longo prazo, danos genéticos, efeitos reprodutivos e carcinogénicos (COX, 1998).

Em relagdo a contaminacdo da dgua, a aplicagdo direta do herbicida em dguas superficiais
pode ser responsavel pela presenca de glifosato em agua potavel. A toxicidade do glifosato em
ambientes aquaticos ¢ acentuada com o aumento da temperatura ¢ do pH (AMARANTE et al.,
2002). Quando rapidamente adsorvido pelas particulas do solo, ndo apresenta as caracteristicas
quimicas de um pesticida que escoa para dentro da 4gua, entretanto pode mobilizar-se
superficialmente através da 4gua quando as particulas de solo as quais estd adsorvido sdo
carregadas para rios e riachos. No caso do uso em 4agua, o glifosato pode ser adsorvido pelos
sedimentos, sendo carregado por estes (AMARANTE et al., 2002).

Os peixes e os invertebrados aquaticos sdo os mais sensiveis a este herbicida e aos outros
componentes de seus produtos comerciais. Geralmente o glifosato € ligeiramente toxico para

mamiferos e peixes, mas ele pode causar um impacto no ambiente aquatico e também em outros
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organismos aquaticos (USDA, 1984). Os efeitos subletais que este herbicida pode causar sdo
muito validos para se ter uma avaliagdo de sua toxicologia. A toxicidade aguda do glifosato tem
sido investigada em diferentes espécies de peixes, ¢ em diferentes condigdes ambientais
(caracteristicas fisico-quimicas da agua, pH, temperatura, etc.) (MITCHELL et al., 1987).

Alguns experimentos cientificos t€ém examinado o uso de herbicidas em ecossistemas
terrestres e a toxicidade de herbicidas em animais (MEDINA et al., 1994; PISKA, WAGHRAY,
1997). Entretanto, muito pouco se sabe sobre a sua toxicidade em ecossistemas aquaticos,
incluindo os peixes.

Nos ultimos anos, na tentativa de se evitar os diversos problemas causados pelos produtos
artificiais tém se utilizado cada vez mais os produtos naturais, como os de origem vegetal em
detrimento de produtos sintéticos, visando buscar o controle de pragas e doencas. Um exemplo
bem significativo de planta utilizada como inseticida ¢ o nim (Azadirachta indica), que vem
sendo bastante pesquisada e utilizada principalmente no controle de pragas, mostrando ser muito
eficiente e apresentando resultados bem promissores. Extratos de folhas e de sementes de nim e
cinamomo contém varios compostos ativos, dos quais, azadiractina, salanina, meliantriol e
nimbim sdo os principais € que possuem comprovada agdo inseticida (HARIKRISNHAN et al.,
2003).

A arvore do nim ¢ originaria da India e pertence a familia Meliaceae, a mesma da santa-
barbara e do mogno, seu porte varia de 15 a 20m de altura e de 30 a 80cm de didmetro e vem
sendo utilizada como planta medicinal hé séculos e mais recentemente como inseticida, adubo e
para producdo de madeira (MARTINEZ, 2002). No Brasil, as primeiras introdu¢des da planta
para estudo como inseticida foram feitas pelo Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR), em

Londrina (MARTINEZ, 2002).
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Para a utilizacdo do nim preparam-se extratos aquosos ou alcoolicos das folhas, das
sementes e da casca, podendo também utilizar folhas secas ou em pd e sementes em pod. Assim
sao formados produtos biodegradaveis que apresentam diferentes intensidades de agdo repelente.
Como esse biopesticida tem mostrado alta eficiéncia no controle de insetos, facil preparacao,
custo relativamente baixo, e considerando-se ainda que seus compostos sao soliveis em agua,
este composto tem sido amplamente utilizado em piscicultura; seja no combate de insetos que se
alimentam de alevinos, de parasitas que afetam os peixes ou até mesmo com fun¢ao bactericida
(DAS et al., 1999). Tal uso, mesmo com aplicacdes em baixas concentracdes, necessita de um
estudo aprofundado para verificar se realmente os produtos toxicos derivados da planta nao
afetam significativamente a satide dos peixes, podendo assim alterar diversas fungdes fisioldgicas
destes animais (OMOREGIE, OKPANACHI, 1997).

Quando ecossistemas aquaticos estdo poluidos com contaminantes organicos e
inorganicos, os peixes serdo quase que inevitavelmente contaminados (STREIT, 1998). Os
possiveis efeitos de contaminantes nos peixes podem ser avaliados por meio da utilizagdo de
biomarcadores, que sdo definidos como as respostas biologicas, assim como os efeitos,
provocados pelos poluentes e que identificam sinais de danos iniciais nos peixes (MARTINEZ,
COLUS, 2002). Estes biomarcadores sio excelentes ferramentas para monitorar a saude do
ecossistema aquatico e tém sido incluidos em varios programas modernos de monitoramento
ambiental (WALKER et al., 1996).

As alteragdes histologicas em tecidos de peixes sdo biomarcadores de exposi¢do a
estressores ambientais e sinalizam os efeitos e/ou respostas resultantes da exposi¢do a um ou
mais agentes toxicos. Essa categoria de biomarcadores tem a vantagem de permitir o exame de
orgdos-alvo e células especificas em animais expostos a poluentes tanto em condi¢des de

laboratorio como no campo (HINTON et al., 1992) e representa um instrumento bastante eficaz
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para a deteccao de efeitos diretos causados por compostos quimicos em orgaos-alvo. Portanto, a
analise da ocorréncia de alteracdes histologicas em peixes que foram expostos a algum tipo de
contaminante ¢ um método muito empregado para se avaliar o efeito do agente toxico na
morfologia do 6rgao em estudo.

As branquias atuam como Orgaos-alvo dos peixes para os contaminantes, pois estdo em
contato permanente com o ambiente aquatico. Freqiientemente, sdo os primeiros 6rgaos afetados
pelos poluentes (HEATH, 1987). Esse 6rgdo atua como interface entre o animal e o ambiente,
constituindo o local de tomada e de depuragdo de contaminantes, onde a detoxificagdao e o
metabolismo dos agentes toxicos podem ocorrer (STAGG et al., 1992). Ja os rins recebem um
grande fluxo sangiliineo e podem ser considerados, assim como as branquias, 6rgaos-alvo para
agentes quimicos (HINTON et al.,, 1992; EVANS 1993). Consequentemente, alteracdes
branquiais e renais podem ocorrer em razao da introducdo de agentes tOxicos na dgua e serem
utilizadas como parametros para o monitoramento ambiental (MEYERS, HENDRICKS, 1985;
SCHWAIGER et al., 1997).

A Aqiiicultura ¢ uma das areas que, nos ultimos anos, mais tem se expandido no Brasil,
destacando-se a piscicultura de agua doce, em decorréncia do desenvolvimento de tecnologias
adequadas a intensificagdo da produgdo. O curimba e a tilépia sdo peixes com significativo valor
econdmico, 0 que aumenta a importancia como objetos de estudo para a toxicologia.

A espécie de peixe Prochilodus lineatus, popularmente conhecida como curimba, ¢
considerada uma das espécies mais importantes nos rios da regido Sul e Sudeste do Brasil
(GODQY, 1975) onde apresenta importancia econdmica e comercial, sendo utilizada largamente
na alimentacdo humana. O curimba ¢ um peixe de grande potencial para a piscicultura, por

apresentar bom crescimento, resisténcia a baixas temperaturas durante o inverno e boa resisténcia
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ao manejo, sendo ainda uma espécie bem estudada quanto a sua biologia (CAETANO FILHO,
1993).

A tilapia (Oreochromis niloticus) foi introduzida no Brasil em 1953, ¢ uma espécie de
peixe bastante versatil na piscicultura, pois se adapta tanto ao cultivo extensivo sem qualquer
tecnologia empregada, quanto ao sistema de criacdo em tanques-rede com ragdes completas com
alta tecnologia de producao. As tilapias compdem o grupo de peixes exoticos que mais cresce em
termos de comercializacdo mundial, especialmente pelo aumento da producao destas espécies em
paises em desenvolvimento, como o Brasil (ZIMMERMANN, FITZSIMMONS, 2004). Estima-
se que a tilapia seja o género de peixe mais produzido no Brasil desde 1995, com producao anual
de 75 mil toneladas em 2002 (ZIMMERMANN, FITZSIMMONS, 2004).

Assim, considerando-se a utilizacdo cada vez maior de agroquimicos em sistemas de
cultivo, para o controle de plantas aquaticas, predadores de formas jovens e parasitos dos peixes,
esse trabalho propde a utilizacdo de biomarcadores histologicos para analisar os efeitos do

Roundup e do extrato aquoso do nim em curimbas e tilapias.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de alteracdes histoldgicas nas branquias e rim posterior de
Prochilodus lineatus expostos ao herbicida Roundup e de Oreochromis niloticus e Prochilodus
lineatus expostos ao biopesticida nim e analisar a severidade dessas alteracdes no

comprometimento da fungdo normal dos 6rgaos.

2.2. Objetivos especificos

e Identificar as alteracdes histoldgicas branquiais e renais de P. [lineatus expostos a
concentragdes subletais de Roundup;

e Identificar as alteragdes histoldgicas branquiais e renais de P. lineatus e O. niloticus expostos
ao extrato aquoso de nim;

e Quantificar as alteracdes histologicas branquiais e renais dos animais determinando-se o
Valor Médio de Alteragio (VMA) e o Indice de Alteragdo Histopatologica (IAH) para cada
orgdo analisado;

e Comparar os efeitos dos dois pesticidas testados e a sensibilidade das espécies estudadas,
utilizando-se os dados obtidos para cada espécie, baseando-se nas alteragdes observadas nos

orgdos analisados.
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3. Material e métodos

3.1 Espécies estudadas

Para os testes de toxicidade com o Roundup e o Nim foram utilizados exemplares jovens
de curimba (Prochilodus lineatus) e tilapias (Oreochromis niloticus), provenientes da estacdo de
Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina (EPUEL).

A espécie de peixe Prochilodus lineatus pertence a ordem Characiformes, familia
Prochilodontidae. Os curimbas sdo detritivoros, alcangam de 30 a 45 cm de comprimento e de
600 a 1200g, podendo chegar a 6kg (CAETANO FILHO, 1993).

A espécie de peixe Oreochromis niloticus pertence a ordem Perciformes, familia
Cichlidae. As tildpias sdo herbivoras, porém aceitam outros tipos de alimento facilmente. Essa
espécie ¢ nativa da Africa, ndo costumam ultrapassar 60 cm e 3 kg. Sdo encontradas em

ambientes 1énticos, lagos, lagoas e remanso de rios.

3.2 Testes de toxicidade

Os peixes foram transportados da EPUEL para o Laboratorio de Bioensaios, localizado no
Centro de Ciéncias Bioldgicas, onde foram transferidos para um tanque de cimento amianto com
capacidade de 600 litros, para aclimatagdo por 5 a 7 dias, com aera¢@o constantante e fotoperiodo
de 12C/12E. A temperatura da d4gua, pH, oxigénio dissolvido e condutividade foram
constantemente monitorados. Durante a aclimata¢ao os animais foram alimentados com ragao
peletizada, sendo a alimentagdo suspensa 24 horas antes do inicio dos experimentos.

Para a aclimatacdo e realizagdo dos experimentos utilizou-se dgua proveniente de pogo

artesiano submetida a aeracdo constante para a evaporagdo do cloro.
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2a. Roundup

Os curimbas foram expostos durante 24 e 96 horas ao Roundup, na concentragao sub-letal
de 10 mg.L". Os peixes (n = 32) foram expostos a essa concentracio do herbicida nas seguintes
condicoes:

01) grupo de animais expostos por 24 horas (n = 8) + grupo controle (n = 8);

02) grupo de animais expostos por 96 horas (n = 8) + grupo controle (n = 8).

O grupo controle corresponde a um grupo de peixes exposto apenas a dgua declorada, sem
adicao do contaminante.

2b. Nim

Os curimbas foram expostos, durante 24 horas, a trés diferentes concentracdes do extrato
aquoso de nim: 2,5, 5,0 ¢ 7,5 g.L'l; que correspondem, respectivamente a uma concentragao sub-
letal, a concentragao letal CLso(96h) e uma concentragdo acima da CLso(96h), de acordo com
WINKALER (2004). Os curimbas (n = 24) foram divididos nos seguintes grupos:

01) grupo Controle (n = 6);

02) grupo Experimental 2,5 g.L™! (n = 6);

03) grupo Experimental 5,0 g.L™" (n = 6);

04) grupo Experimental 7,5 g.L™! (n = 6).

As tilapias foram expostas durante 24 e 96 horas a concentragdo de 2,5 g.L”' do extrato
aquoso de nim, que corresponde a 10% da CLso(96h) estimada para essa espécie por
WINKALER (2004). As tilapias (n = 24) foram separadas nos seguintes grupos:

01) grupo de animais expostos por 24 horas (n = 6) + grupo Controle (n = 6);
02) grupo de animais expostos por 96 horas (n = 6) + grupo Controle (n = 6).
Para ambas as espécies o grupo controle corresponde a um grupo de peixes exposto

apenas a agua declorada, sem adi¢do do contaminante.
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3.3 Processamento histologico

Os peixes submetidos aos testes com o Roundup ¢ o Nim, foram amostrados para a
retirada de suas branquias e rim posterior. Apds retirar os peixes da agua, eles foram anestesiados
com benzocaina, sacrificados por seccao medular, pesados e medidos (comprimento total e
padrao) e entdo os 6rgdos foram retirados e fixados em Bouin, para preservagdo quimica e
estrutural, o rim foi fixado por 12 horas e as branquias por 8 horas. Apos a fixacao, os orgaos
foram transferidos para o alcool 70% até o momento da inclusdo.

Para a inclusdo, os oOrgdos foram desidratados em uma série crescente de alcoois,
removendo assim, a agua dos tecidos e entdo diafanizados em xilol (PA). No caso das branquias,
foi retirado para a inclusdo, o segundo arco branquial direito que foi descalcificado em uma
solugdo de EDTA (7%) por 15 minutos na estufa a 60° C. A etapa seguinte foi a impregnagdo em
parafina, que penetra no interior das células tornando o tecido mais facil de cortar e por fim a
inclusdo, procedimento em que a peg¢a € colocada num molde retangular contendo parafina
fundida. Os blocos foram entdo cortados em micrétomo (Lupe), sendo os cortes de
aproximadamente 5 um de espessura. Os cortes foram esticados em banho-maria com a
temperatura em torno de 48° C, aderidos a laminas e secos em temperatura ambiente para que
fossem corados. Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para a descricao
morfologica. As laminas permanentes foram montadas com balsamo do Canadd sintético
(Nuclear) para a fixacao das laminulas.

Por fim, as laminas de cada 6rgdo foram analisadas em teste *‘cego’” no microscopio de
luz para a identificagdo das alteracdes histologicas e posteriormente, fotografadas por uma

camara digital (Motic Cam) e analisadas utilizando-se o software Motic 2000.
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3.4 Analises morfologicas
Os mesmos critérios de classificacdao das lesdes histopatoldgicas foram adotados para os dois
orgdos em estudo, levando-se em conta os possiveis desvios na morfologia normal de cada 6rgao.
Assim, as alteracdes histopatologicas nas branquias e rim de cada animal amostrado foram
avaliadas semi-quantitativamente de duas formas:
a) Valor Médio de Alteracao Histopatolégica (VMA)

O VMA esta associado a ocorréncia de alteracdes histologicas, tanto nas branquias quanto
no rim. Cada 6rgdo analisado foi classificado, segundo SCHWAIGER et al. (1997), com um
valor numérico conforme a escala: grau 1 (auséncia de alteracao histologica), grau 2 (ocorréncia
de lesdes pontualmente localizadas) e grau 3 (lesdes amplamente distribuidas pelo 6rgao). Ao
final, foram calculadas as médias desses valores de VMA para cada amostra.

b) Calculo do indice de Alteragio Histopatolégica (IAH)

A severidade de cada alteracdo histoldgica encontrada nos dois 6rgaos em estudo foi
classificada em estagios progressivos quanto ao comprometimento das respectivas fungdes
teciduais, de acordo com POLEKSIC, MITROVIC-TUTUNDZIC (1994): alteragdes de estagio I,
que ndo comprometem o funcionamento do tecido; de estagio II, mais severas e que prejudicam o
funcionamento normal do 6rgdo; e de estagio III, muito severas e irreversiveis. Esses dados
foram utilizados para o célculo do valor do IAH, empregando-se a formula:

IAH = 10.27+10" 217 +10° 2111

onde: I, II e IIl correspondem ao numero de alteracdes de estagio I, II e III,
respectivamente.

O valor médio de IAH pode ser dividido em 5 categorias baseado em POLEKSIC,

MITROVIC- TUTUNDZIC, 1994:
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0-10 = funcionamento normal do 6rgao;
11-20 = danificacao leve para moderada do 6rgao;
21-50 = modificacdo moderada para severa do 6rgao;
51-100 = modificagdo severa do 6rgao;

Maior que 100 = danificagdo irreparavel do 6rgao.

Assim, este indice permitiu a comparacdo da severidade das lesdes branquiais e renais

entre os peixes expostos as diferentes concentragdes dos pesticidas.

3.5 Analise estatistica

Para a andlise dos resultados, as médias dos valores obtidos para cada grupo controle e
experimental, foram comparadas entre os tratamentos em um mesmo tempo experimental,
utilizando-se testes estatisticos adequados, paramétricos (ANOVA e Testes t de student) ou ndo
paramétricos (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney), dependendo da distribui¢ao dos dados. Para a
comparacao dos diferentes tempos experimentais (24 e 96 horas) foi utilizado o Teste t de
student. No caso de indicacdo de diferencas significativas pela ANOVA ou Kruskal-Wallis,
empregou-se o teste de comparagdes multiplas (SNK) para a localizagdo das diferengas. Foram

considerados significativos valores de P < 0,05.



21

4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao histolégica das branquias

O aparelho branquial de Prochilodus lineatus ¢ Oreochromis niloticus ¢ semelhante aos
de outros teledsteos, sendo constituido de quatro arcos branquiais principais em cada lado da
cabeca. Do arco branquial saem duas fileiras de filamentos branquiais, anteriormente também
denominadas lamelas primdrias. Os filamentos branquiais irradiam como um leque e sdo
sustentados internamente em sua base por elementos esqueléticos, o septo branquial. Dobras
externas dos filamentos aparecem como placas laterais, as lamelas branquiais. Os arcos
branquiais formam filtros que evitam a passagem de alimentos, detritos e outros materiais solidos

pelas fendas e sobre os filamentos branquiais (Fig.1).

hranguiais /
* s g
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Figura 1. Figura mostrando os quatro arcos branquiais dos teledsteos. Do arco, partem duas
fileiras de filamentos branquiais, e nestes filamentos ocorrem as lamelas branquiais, local onde
ocorre as trocas gasosas. Esquema modificado de SCHMIDT-NIELSEN (1996).

Acima e abaixo dos filamentos branquiais, elevam-se a intervalos regulares, as lamelas

(anteriormente também denominadas lamelas secundarias), que sdo os locais de trocas gasosas.

Cada lamela ¢é constituida pelas células pavimentosas, apoiadas na membrana basal que revestem
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as células pilares. As células pilares possuem prolongamentos, que em contato com oS
prolongamentos das cé¢lulas pilares vizinhas formam espagos (canais), por onde circula o sangue
(Fig. 2).

O epitélio respiratorio constitui a maior parte da superficie branquial, sendo representado
pelas lamelas. Essas lamelas branquiais consistem de uma tnica camada de um epitélio plano
apoiado sobre uma membrana basal em contato direto com uma rica rede de capilares. A diregao
do fluxo sanguineo ¢ em sentido contrario aquele do fluxo de dgua sobre as lamelas, de tal forma
que o sangue que abandona as lamelas estd em intimo contato com a dgua que apresenta tensao
maxima de O, e minima de CO, (SCHMIDT-NIELSEN, 1996). A superficie restante formada
pelo epitélio € denominada ndo respiratoria, sendo representada pelos filamentos branquiais, um
tecido estratificado, portanto formado por varias camadas de células. A camada mais externa do
epitélio ndo respiratorio é formada principalmente por células pavimentosas, entre estas podem

ser encontradas células mucosas e células de cloreto.

Figura 2. Fotomicrografia mostrando lamelas branquiais dispostas ao longo do flamento de uma
branquia sem altera¢des histologicas. O retangulo estd indicando uma célula pilar, e o circulo
indica um canal sanguineo. H.E. A barra de aumento corresponde a 40 pum.
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4.2. Caracterizacao histolégica do rim

O néfron constitui a parte funcional do rim. A regido cortical caracteriza-se por apresentar
numerosos corpusculos renais que se destacam entre as partes dos tibulos renais. A regido
medular € caracterizada por um parénquima constituido apenas pelas partes dos tubulos renais
proprios dessa regido. Nos peixes de agua doce, a principal fungdo do rim € excretar o excesso
de agua que entrou no corpo do animal através das branquias, gerando uma urina diluida
(TAKASHIMA, HIBIJA, 1995). Cada estrutura do rim dos teledsteos realiza uma funcao
especifica na producao de urina, regulagdo osmotica e hormonal no animal .

A estrutura morfologica do rim das duas espécies estudadas €& caracterizada por
apresentar néfron com corpusculo renal (glomérulo e capsula de Bowman) e tubulo renal. O
glomérulo constitui um tufo de capilares resultante de uma arteriola que penetra no corpusculo,
sendo responsaveis pela filtracdo do sangue e estando mais concentrados na porgao posterior do
rim, onde ocorre extensiva reposicao de ions com fluxo do filtrado ao longo dos tibulos renais. A
capsula de Bowman ¢ formada por dois folhetos, um interno e outro externo. Entre esses dois
folhetos ocorre um espago denominado espago de Bowman, que recebe o filtrado glomerular
(Fig.3).

O rim quando observado em microscopio de luz, apresenta-se em geral com uma
abundancia de tibulos e uma pequena quantidade de glomérulos, que sdo desenvolvidos e
ricamente vascularizados.

Os tibulos renais sdo divididos em duas por¢des, uma proximal e uma distal, os tibulos
proximais caracterizam-se por apresentar uma borda em escova (microvilosidades). O tubulo
contorcido proximal ¢ o segmento mais longo e mais enovelado do néfron. Nos tubulos
contorcidos proximais as células sdo maiores e as células do tibulo contorcido distal sdo menores

e ndo possuem borda em escova aparente (Fig.4).
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Figura 3. Fotomicrografia de rim de tildpia exposta por 24h ao Nim, mostrando as principais
caracteristicas de um cospusculo renal. A seta esta indicando o espago de Bowman. O glomérulo
¢ toda a regido mais escura, que ¢ envolvida pela capsula de Bowman. O circulo estd indicando
um capilar do glomérulo. H.E. A barra de aumento corresponde a 100 um.

Figura 4. Fotomicrografia mostrado um rim de teledsteo sem alteragdes histologicas. Os
niameros 1, 2 e 3, indicam tibulos contorcidos proximais, que podem ser difereciados por
apresentar uma borda em escova (indicada pelo nimero 6) nas células epiteliais. Os nimeros 4 e
5 indicam tubulo distais, que ndo apresentam a borda em escova. H.E. A barra de aumento
corresponde a 40 pm.
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4.3. Alteracoes histologicas observadas nas branquias

Na presencga de poluentes, as branquias podem exibir modificagdes como descolamento
do epitélio lamelar, fusdo lamelar, aneurisma, congestdo vascular, hipertrofia e hiperplasia das
células que constituem o epitélio branquial (HEATH, 1987).

As principais alteragdes branquiais dos curimbas expostos ao Roundup foram: hipertrofia
do epitélio lamelar, dilatagdo do canal marginal, desarranjo lamelar e hiperplasia do epitélio
lamelar (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia das alteragdes branquiais em curimbas expostos a 10 ppm de Roundup

(EXP) ou apenas a agua (CTR), durante 24 e 96 horas.

CTR EXP CTR EXP
Lesoes Branquiais Estagio 7t ah 9% h 9%h
Hipertrofia do epitélio respiratorio I et tay Tt T
Hiperplasia do epitélio lamelar 1 0+ ++ 0+ ++
Dilatagdo do canal marginal I +++ +++ +++ +++
Elevacdo epitelial da lamela I 0+ 0+ 0 i
Fus@o incompleta de varias lamelas I 0 0+ 0 +
Congestdo vascular 1 + ++ 0+ +
Desarranjo lamelar I 0 4+ 4+ ++
Dilatagdo do seio sanguineo 1 0+ ++ 0+ +
Constrigdo do seio sanguineo 1 0+ ++ 0 0+
Ruptura do epitélio lamelar 11 0 0+ 0+ 0
Aneurisma 11 0 0+ 0+ 0+

Nota: 0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco freqiiente; ++ = freqiiente; +++ = muito
freqiiente.
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A elevagao epitelial foi uma alteragdo que ocorreu com pouca freqiiéncia nos curimbas
expostos ao Roundup, mas que nos peixes expostos ao nim foi muito frequente. A elevagao
epitelial (Fig.5) ¢ uma das primeiras alteragdes que ocorrem quando o animal estd sob algum tipo
de estresse (WINKALER et al.,, 2001). Portanto, esta alteragdo serve como defesa, com o
aumento da distancia de difusdo entre a agua e o sangue, diminuindo a vulnerabilidade da area
superficial das branquias. Entretanto, pode prejudicar a eficiéncia das trocas gasosas e transporte

1onico (WINKALER et al., 2001).

Figura 5. Fotomicrografia de branquia de Prochilodus lineatus exposto ao Roundup. A seta esta
indicando uma elevagdo epitelial, que é uma alteracdo de estagio I. H.E. A barra de aumento
corresponde a 40pum.

Os curimbas expostos ao nim apresentaram algumas alteragdes histologicas no tecido
branquial. Dentre as alteracdes observadas destacaram-se a elevacdo do epitélio lamelar com
reducdo da distancia interlamelar; hipertrofia das células pavimentosas e das células epiteliais do
filamento e mudangas vasculares, caracterizadas por congestdo vascular e dilatagdo dos canais

vasculares (Tabela 2).
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Tabela 2. Frequéncia das alteragcdes branquiais em curimbas expostos ao nim por 24 horas nas

concentragdes de 0 (Grupo controle), 2,5; 5,0 e 7,5 g.L'l.

Concentragdes do extrato de folha de Nim

Lesoes Branquiais Estagio (gL
0 2,5 5,0 7,5

Hiperplasia epitelial do filamento I 0 0+ ++ +++
Hiperplasia do epitélio lamelar I 0+ + -+ 4t
Diminuigdo do espago interlamelar 1 0 0+ 4+ -+
Elevacdo epitelial da lamela 1 0 0 +++ [
Fusdo incompleta de varias lamelas I 0 0 0 0+
Fusdo completa de varias lamelas | 0 0 0+ 0
Desarranjo lamelar 1 + ++ ++ i
Dilatagao do seio sanguineo 1 0 0+ + 4+
Constri¢do do seio sanguineo 1 + + -+ 4t
Ruptura do epitélio lamelar I 0 0 + 0

Nota: 0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco freqiiente; ++ = freqiliente; +++ = muito
freqiiente.

A constricdo do seio sanguineo, uma alteracdo de estagio I, foi muito encontrada nos
curimbas expostos ao nim, e indica uma diminui¢do do calibre do seio sanguineo, prejudicando o
fluxo de sangue nestes canais (Fig. 6) de acordo com HEATH (1987). A congestao vascular (Fig.
7) também uma alteracdo de estagio I, € provocada por um aumento do fluxo de sangue no canal,
sendo caracterizada como um aneurisma em estagio inicial, esse por sua vez ¢ uma alteracdo mais
grave, de estagio II e ocorre quando o sangue ¢ extravasado no interior da lamela causando

rompimento das células pilares.
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Figura 6. Fotomicrografia de branquia de Prochilodus lineatus exposto ao Nim [5,0 g.L ]. As
setas estdo indicando uma costricdo do seio sanguineo, que ¢ uma alteragcdo de estagio I. H.E. A
barra de aumento corresponde a 40 pm.

Figura 7. Fotomicrografia de branquia de Prochilodus lineatus exposto ao Nim [7,5 g.L ]. A
seta estd indicando uma congestdo vascular, que é uma alteracdo de estagio I. H.E. A barra de
aumento corresponde a 40 pum.
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Uma outra alteragio também muito encontrada nas concentragdes de 5,0 ¢ 7,5 g.L”' do
extrato aquoso da folha de nim foi a hiperplasia, que consiste em uma proliferacdo de células
entre lamelas secundérias adjacentes, reduzindo este espago interlamelar, podendo culminar na
fusdo de lamelas (HEATH, 1987; HINTON et al., 1992), podendo assim, diminuir a captagdo de

oxigenio (Fig. 8).

Figura 8. Fotomicrografia de branquia de Prochilodus lineatus exposto ao Nim [7,5 gL ]. A
seta estd indicando uma hiperplasia focal, que é uma alteragdo de estagio I. H.E. A barra de
aumento corresponde a 40 pum.

Para as tilapias expostas ao nim, as principais alteragdes branquiais observadas foram:
hipertrofia do epitélio respiratorio, elevacdo epitelial, desarranjo lamelar, dilatacdo do canal

marginal e hiperplasia (Tabela 3).



Tabela 3. Frequéncia das alteragdes branquiais em tildpias expostas ao nim (EXP) na

concentragdo de 2,5 g.L'1 ou apenas a agua ( CTR), durante 24 e 96 horas.

CTR EXP CTR EXP
Lesdes Branquiais Estagio ah AT o%6h %h
Hipertrofia do epitélio respiratorio 1 o e . e
Hiperplasia do epitélio lamelar I ++ +4+ 4+ +
Dilata¢@o do canal marginal 1 4+ ++ +++ ++
Elevagdo epitelial da lamela I e e e i
Fusdo incompleta de vérias lamelas I 0 + 0 0+
Congestdo vascular 1 - - S+ +
Desarranjo lamelar I T - [ T
Dilatagao do seio sanguineo 1 ++ 4+ 4+ 4+
Constri¢do do seio sanguineo 1 0+ 0+ 4+ +

Nota: 0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco freqiiente; ++ = freqiiente; +++ = muito
freqiiente.
4.4. Alteracdes histologicas observadas no rim posterior

As alteracdes renais foram abundantes e amplamente distribuidas pelo rim dos curimbas
expostos ao herbicida, sendo que muitas alteracdes encontradas eram de estagio II, que sdo mais
severas e prejudicam o funcionamento normal do 6rgao (Tabela 4). Dentre as lesdes renais mais
encontradas no rim de curimbas expostos ao Roundup podemos citar alteragdes no glomérulo,
como a redugdo do espaco de Bowman (Fig. 9) que foi muito freqiiente. Esta redugdo ¢ uma
alteracdo de estagio II e pode estar ligada ao aumento dos capilares do glomérulo. Nos tubulos, as
mais encontradas foram a hipertrofia nuclear, vacuolizacdo citoplasmatica, degeneragdo granular

(Fig. 10) e estreitamento da luz tubular. Mudancas degenerativas podem ser possivelmente o
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resultado de material toxico no filtrado do glomérulo (MEYERS, HENDRICKS, 1985). Uma
alteracdo que esteve presente apenas nos grupos experimentais foi a degeneracdo hialina (Fig.
11), que ¢ uma alteracdo de estagio II, caracterizada pela formagdo de granulos grandes, sendo

uma alteracao que pode levar a necrose.

Figura 9. Fotomicrografia de rim de curimba exposto ao Roundup [10 ppm] por 96h. A seta
indica uma reducao do espaco de Bowman, que ¢ uma alteragcdo de estagio I. Esta reducdo pode
estar ligada ao aumento dos capilares do glomérulo, indicada pela cabega da seta. H.E. A barra de

aumento corresponde a 100 pum.

Figura 10. Fotomicrografia de rim de Prochilodus lineatus exposto ao Roundup [10ppm] por 24
h. O circulo indica uma degeneragdo granular, que ¢ uma alteracao de estagio I. H.E. A barra de

aumento corresponde a 100 pum.
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Figura 11. Fotomicrografia de rim de Prochilodus lineatus exposto ao Roundup [10ppm] por
96h. A seta indica uma degenera¢do hialina, que ¢ uma alteracdo de estagio II. H.E. A barra de
aumento corresponde a 100 um.

A degeneragdo granular conforme foi visto na figura 10 e a degeneracdo nuclear sdao
freqlientemente observadas no epitélio dos tibulos contorcidos proximais. A célula sofre
hipertrofia ¢ o citoplasma exibe alguns granulos. O contorno celular ndo pode ser visto
claramente ¢ o calibre do limen diminui (TAKASHIMA, HIBIYA, 1995). Outro tipo de
degeneragao celular inclui a degeneragdo hialina (MEYERS, HENDRICKS, 1985).

A presenga de compostos quimicos e o excesso de sangue no rim podem levar a algumas
mudangas patologicas na capsula de Bowman, como proliferagdo anormal das células epiteliais e
o espessamento da lamina basal. Além disso, pode ocorrer o aparecimento de células sanguineas,
ou de matéria estranho no espaco de Bowman (HINTON et al., 1992; TAKASHIMA, HIBIYA,
1995). Quando se encontra grande quantidade de hemécias nos capilares glomerulares se percebe
uma dilatacdo do glomérulo que pode resultar na redug¢do do espago de Bowman (TAKASHIMA,

HIBIYA, 1995) que pode ser observado na figura 9.
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Tabela 4. Frequéncia das alteragdes renais em curimbas expostos a 10 ppm de Roundup (EXP)

ou apenas a agua (CTR), durante 24 e 96 horas.

CTR EXP CTR EXP
Lesoes Renais Estagio

24h | 24h | 96h | 96h
Alteragdes nos Tubulos
Hipertrofia nuclear 1 + - - -
Vacuolizagao citoplasmatica 1 4 o - -
Degeneragao granular 1 -+ F+ =+ F+
Estreitamento da luz tubular I 4 - - -
Regeneragdo tubular 1 0+ 0+ -+ 0+
Degeneracao celular 1 ++ ++ + ++
Degeneracao tubular 1I 0 + 0+ +
Degeneragao nuclear 1I 0 0+ 0 0+
Oclusdo da luz do tibulo 11 0 ++ 0 ++
Degeneracao hialina 11 0 + 0 +
Alteragdes no Corptisculo
Aumento do glomérulo 1 + ++ + +
Redugéo do espaco de Bowman 11 4 - 4 -
Hemacias no espaco de Bowman 11 0 0+ 0 0+

Nota: 0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco freqiiente; ++ = freqiiente; +++ = muito
freqiiente.

O rim dos curimbas expostos ao nim apresentou alteracdes histologicas renais. As lesoes
predominantes nos tubulos renais como: degeneragdo tubular e regeneragdo tubular (Tabela 5).
Alteragdes glomerulares também foram observadas, dentre elas destacou-se a redugdo do espago

da capsula de Bowman.
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Tabela 5. Frequéncia das alteragdes renais em curimbas expostos, durante 24 horas, ao extrato

aquoso de folhas de nim nas concentragdes 0 ( Grupo controle), 2,5; 5,0 e 7,5 g.L'l.

Estégio Concentragf)es.do extr_allto de folha

Lesdes Renais de Nim (g.L. ')

0 2,5 5,0 7,5
Alteragdes nos Tubulos
Hipertrofia nuclear 1 0 + + +
Vacuolizagdo citoplasmética | + ++ +++ A+
Degeneragdo granular 1 + ++ +++ -+
Estreitamento da luz tubular 1 + +++ ++ i
Regeneragdo tubular 1 0 0 ++ 0
Ruptura celular 11 0 0+ + +
Degeneracao tubular 11 0 0+ 4t 4+
Degeneragdo nuclear I 0 + 4+ ++
Degeneragdo hialina I 0 0 + i
Alteragoes no Corptisculo
Aumento do glomérulo 1 0+ + ++ i
Redugdo do espago de Bowman 11 0 ++ 4+ A+
Hemécias no espago de Bowman 11 0 0 + +

Nota: 0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco freqiiente; ++ = freqiliente; +++ = muito
freqiiente.

As principais alteragdes renais nas tilapias expostas ao nim ocorreram nos tibulos renais
sendo degeneragdo granular, vacuolizacdo citoplasmatca e hipertrofia nuclear as mais

encontradas (Tabela 06).
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Tabela 6. Frequéncia das alteragdes renais em tilapias expostas ao nim (EXP) na concentragdo de

2,5 g.L"! ou apenas a 4gua (CTR), durante 24 e 96 horas.

Estégio CTR EXP CTR EXP

Lesdes Renais
24h | 24h | 96h | 96h

Alteracdes nos Tubulos
Hipertrofia nuclear 1 ++ +++ 0+ i
Vacuolizagdo citoplasmatica I - - - -
Degeneracdo granular 1 4 4 —— ——
Estreitamento da luz tubular I 4+ + 44t +
Regeneragdo tubular 1 + + 0+ 4+
Degeneragao celular 1 ++ . 4t i
Degeneragao tubular 11 + +4+ 0 i
Oclusdo da luz do tabulo I 0 0+ 0 0
Alteragdes no Corspusculo
Aumento do glomérulo 1 0 0 0 0+
Redugdo do espago de Bowman 11 0 + 0 4t
Nota: 0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco freqiiente; ++ = freqiiente; +++ = muito

freqiiente.
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4.5. Analise semi-quantitativa das lesoes branquiais

As alteragdes branquiais observadas nos peixes foram classificadas quanto a sua
distribuicao e seu grau de severidade e comprometimento da funcao tecidual, resultando em
valores de VMA e IAH.

Para os curimbas expostos aos testes com o Roundup [10ppm], os resultados mostram
diferencas significativas para o VMA branquial em comparag¢do ao grupo controle somente no
tempo experimental de 96 horas, sendo o VMA = 2,67 para o grupo experimental, e VMA = 2,0
para o grupo controle (Fig. 12). Para os valores de VMA, comparando o grupo controle 24h com
o controle 96h e o experimental 24h com o experimental 96h, os valores ndao foram
significativamente diferentes em nenhum tempo experimental. As médias de [IAH foram
inferiores a 10 (Fig. 13). Ndo foram observadas diferencas significativas quanto ao tempo de
exposicao (24 e 96 horas). Nem em relagdo ao grupo controle.

Em relagdo aos resultados obtidos para os curimbas expostos ao nim por 24 horas nas
concentragdes (2,5; 5.0 e 7.5 g.L'l), para o VMA branquial ndo foi encontrado diferencas
significativas em nenhum tratamento (Fig. 14). Para as duas maiores concentracdes de nim
testadas nos peixes (5,0 e 7,5 g.L'l), os valores de IAH branquial foram significativamente
diferentes do grupo controle e do experimental 2,5 g.L™" (Fig. 15).

Para as tilapias, os resultados mostram que para as branquias os valores de VMA (Fig. 16)
e IAH (Fig. 17) ndo foram significativamente diferentes entre o grupo controle e o grupo

experimental, sendo os valores de IAH inferiores a 10.
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B EXP

24h 96h
[Roundup 10 ppm]

Figura 12. Valor Médio de Alteragdo (VMA) determinado para branquia de curimbas expostos
ao Roundup. O * indica valores significativamente diferentes do grupo controle (P < 0,05). A
linha vertical indica o desvio padrao.

Branquia

- 10 - OCTR
< 8- BEXP

24h 96h
[Roundup 10 ppm]

Figura 13. Indice de Alteragdo Histopatologica (IAH) determinado para branquias de curimbas
expostos ao Roundup. A linha vertical indica o desvio padrao.
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Figura 14. Valor Médio de Alteragao (VMA) de branquias de curimbas expostos ao nim por 24
horas. A linha vertical indica o desvio padrao.
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Figura 15. Indice de Alteragdo Histopatologica (IAH) de branquias de curimbas expostos ao nim

por 24 horas. O * indica valores significativamente diferentes do grupo controle e do grupo
experimental de concentragdo 2,5 g.L™' (P < 0,05). A linha vertical indica o desvio padrio.
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Branquia

< 2- OCTR
=
> 1,5 B EXP

24h 96h
[nim: 2,59.L-1]

Figura 16. Valor Médio de Alteragdo (VMA) de branquias de tilapias expostas na concentragao
de 2,5 g.L"! do extrato aquoso da folha de nim. A linha vertical indica o desvio padrio.

Branquia

OCTR
BEXP

IAH
N

24h 96h
[nim: 2,5 g.L-1]

Figura 17. Indice de Alteragdo Histopatologica (IAH) de branquias de tilapias expostas na
concentracio de 2,5 g.L"' do extrato aquoso da folha de nim. A linha vertical indica o desvio
padrao.
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4.6. Analise semi-quantitativas das lesdes renais

As alteragdes renais observadas para os peixes, assim como as branquiais foram
classificadas quanto a distribuicdo e ao grau de severidade e comprometimento da fungdo
tecidual, obtendo valores de VMA e IAH.

Para o rim dos curimbas expostos ao Roundup, o VMA apresentou valores
significativamente diferentes entre os grupos controle e experimental em ambos os tempos
experimentais, com todos os animais expostos ao Roundup mostrando VMA = 3 (Fig. 18). Para o
IAH renal, as diferencas foram significativas entre o grupo controle e experimental e os valores
foram superiores a 40 nos grupos experimentais (Fig. 19). Nao houve, porém, diferencas
significativas quanto ao tempo de exposi¢ao (24 ¢ 96 horas).

Em relagdo aos resultados obtidos para os curimbas expostos ao nim por 24 horas nas
concentracdes 2.,5; 5,0 e 7,5 g.L"!, para 0 VMA nio foram encontradas diferencas significativas
em nenhum tratamento (Fig. 20). Os valores de IAH obtidos para o rim dos animais expostos a
todas as concentragdes de nim foram maiores que 20 (Fig. 21) e significativamente diferentes do
controle.

Nos experimentos realizados com as tildpias expostas ao nim, os valores de VMA nao
foram significativamente diferentes (Fig. 22) Para os valores de IAH, as diferengas foram

significativas em relacdo ao controle e esses valores foram superiores a 20 (Fig. 23).
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HEXP

24h 96h
[Roundup 10 ppm]

Figura 18. Valor médio de alteracdo (VMA) determinado para rim de curimbas expostos ao
Roundup [10 ppm]. O * indica valores significativamente diferentes do grupo controle no
respectivo tempo experimental (P < 0,05). A linha vertical indica o desvio padrao.
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Figura 19. Indice de Alteragdo Histopatologica (IAH) determinado para rim de curimbas
expostos ao Roundup. O * indica valores significativamente diferentes do grupo controle no
respectivo tempo experimental (P < 0,05). A linha vertical indica o desvio padrao.
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Figura 20. Valor médio de alteracdo (VMA) de rins de curimbas expostos ao nim por 24 horas.
A linha vertical indica o desvio padrao.
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Figura 21. Indice de Alteragdo Histopatologica (IAH) de rim de curimbas expostos ao nim por
24 horas. O * indica valores significativamente diferentes do grupo controle (P < 0,05). A linha
vertical indica o desvio padrao.
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Rim

<§‘: 2 OCTR
> 1,5 B EXP

24h 96h

[nim]

Figura 22. Valor médio de alteragdo (VMA) de rins de tilapias expostas na concentracao de 2,5
g.L ! do extrato aquoso da folha de nim. A linha vertical indica o desvio padrio.
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Figura 23. Indice de Alteragdo Histopatologica (IAH) de rim de tilapias expostas na
concentragio de 2,5 g.L"' do extrato aquoso da folha de nim. O * indica valores
significativamente diferentes do grupo controle no respectivo tempo experimental (P < 0,05). A
linha vertical indica o desvio padrao.
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Como as branquias estdo em contato direto com o meio externo e representam uma
barreira entre este meio e¢ o interno, o tecido branquial ¢ altamente susceptivel as alteracoes
ambientais (POLEKSIK, MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

Segundo alguns estudos, como de HINTON e LAUREN (1990), a maioria das lesdes
branquiais que ocorrem em exposicoes subletais afeta o epitélio da lamela secundaria. Na andlise
das branquias o epitélio lamelar ¢ o local onde foi encontrada a maioria das alteragdes. Nos
curimbas que foram expostos ao Roundup, o maior valor no VMA dos grupos experimentais em
comparagdo com os controles, indica que a distribuicao das alteragdes no tecido branquial foi
ampla e que, portanto, atingiu uma maior area do 6rgdo, resultando assim em um maior prejuizo
das fung¢des branquiais. Para o IAH branquial, os valores ficaram abaixo de 10, isso indica que as
alteragdes em geral ndo comprometeram o 0rgdo, pois, em geral, as alteracdes foram brandas e
apenas alguns peixes que obtiveram o IAH acima desse valor. Como nao houve diferenga
significativa entre os grupos experimentais em relagdo ao tempo de exposi¢ao, nao se pode dizer
que o aumento do tempo de 24 para 96 horas promoveu um maior nimero de lesdes histologicas,
nem mesmo que O0s peixes conseguiram apresentar outras respostas que possibilitassem uma
melhor defesa contra o agente toxico.

Para os experimentos realizados com os curimbas expostos ao nim, os resultados
mostraram que as branquias sofreram alteragdes, mas que de maneira geral essas lesdes nado
comprometem muito suas funcdes de tomada de oxigénio e osmorregulacdo. No entanto, ¢
importante dizer que o epitélio branquial de peixes ¢ extremamente sensivel, dindmico e
metabolicamente ativo (POLEKSIK, MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994), e que portanto mesmo
as lesdes mais brandas consistem em sinais iniciais de que o 6rgdo estd respondendo a estas

alteracoes.
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Em relacgdo as tilapias que foram expostas ao nim, os resultados foram muito semelhantes
aos dos curimbas também expostos a este biopesticida. Para as branquias os valores de VMA e
IAH nao foram significativamente diferentes entre o grupo controle € o grupo experimental,
sendo que os valores de IAH foram inferiores a 10, o que indica alteragdes brandas, que nao
afetam as funcgdes das branquias.

Em outros estudos, como no de SANTANA (2004) as branquias de lambaris e cascudos
também se mostraram ser menos sensiveis aos poluentes.

Quando os peixes estdo sob um estresse mais severo, podem ocorrer alteragdes vasculares
nas lamelas. Ou seja, com um aumento do fluxo sanguineo para o interior da lamela ou mesmo a
acdo direta dos contaminantes pode desestruturar as células pilares ou até mesmo rompe-las
causando lesdes mais severas (HEATH, 1987).

De acordo com a intensidade do fluxo sanguineo e a severidade do dano das células
pilares podem originar alteracdes de estagio I, como a dilatagdo marginal e a congestdo vascular,
ou de estagio II, como o aneurisma (TAKASHIMA, HIBIYA, 1995).

A grande superficie que estd em contato com o meio externo e a alta taxa de perfusdo
facilitam a entrada dos poluentes nas lamelas (HEATH, 1987).

A hiperplasia foi uma das principais alteragdes encontradas por SILVA, 2002 em
curimbas confinados em lagos da cidade de Londrina. A hiperplasia pode levar a fusdo lamelar,
que ¢ um mecanismo natural de defesa, para manter a superficie da lamela mais longe do contato
direto com os agentes toxicos (HEATH, 1987).

A congestdo vascular, que ¢ considerada uma como uma fase inicial de um aneurisma, e o
aneurisma foram alteragdes também muito encontradas por SILVA (2002) nos lagos de Londrina.
O aneurisma ¢ caracterizado pelo acimulo de sangue nas lamelas respiratorias, podendo levar ao

rompimento das células pilares (HEATH, 1987).
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Estas alteragdes histologicas podem afetar diretamente os mecanismos de respiracdo e
osmorregulacdo (MEYERS, HENDRICKS, 1985).

Na presenga de poluentes o rim pode apresentar alteracdes morfologicas como
degeneracao granular, hialina e nuclear, dilatagao dos capilares do glomérulo, redugdo do espago
de Bowman, presenca de hemaécias no espago de Bowman, dilatagdo da luz tubular, estreitamento
da luz tubular, oclusdo da luz tubular, tubulos em regeneracdo e desenvolvimento de novos
néfrons (MEYERS, HENDRICKS, 1985; HINTON et al., 1992; TAKASHIMA, HIBIYA, 1995;
SCHWAIGER et al., 1997).

Os glomérulos sdo responsaveis pela ultrafiltragdo do sangue, estdo mais concentrados na
regido posterior do rim, onde ocorre extensiva reposi¢ao de ions com fluxo do filtrado ao longo
dos tubulos renais, produzindo fluido filtrado que dard origem a urina (JOBLIN, 1995;
TAKASHIMA, HIBIJA, 1995; EVANS, 1998).

Para o rim de curimbas expostos ao Roundup, os resultados encontrados sugerem que, no
caso dos maiores valores de VMA apresentados pelos grupos experimentais quando comparados
ao controle indica que o Roundup causou quantitativamente uma maior ocorréncia de alteragdes
histologicas em todos os peixes dos grupos experimentais e que estes apresentaram uma ampla
distribuigdo das lesdes por todo o tecido analisado. E importante ressaltar que em todos os rins
analisados dos peixes expostos ao Roundup, tanto em 24 como em 96 horas, o valor do VMA foi
igual a 3, ou seja, esse valor representa lesdes amplamente distribuidas pelo 6rgao, indicando
que os rins de todos esses curimbas tiveram seu tecido bastante comprometidos. O IAH
encontrado para os rins foi superior a 40, o que indica um comprometimento de moderado a
severo das fungdes renais e que a recuperacdo do 6rgao com a retirada do agente toxico ainda ¢é
possivel. Esse elevado valor de IAH significa que o 6rgdo apresentou um maior nimero de

alteracdes, promovendo assim um prejuizo maior em seu funcionamento normal.
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A oclusdo da luz tubular, ¢ uma alteragao de estagio II que foi frequente somente nos
curimbas expostos ao Roundup, sendo raramente encontradas ou até mesmo ausente nos
curimbas e tilapias expostos ao nim, talvez isso ocorreu devido as caracteristicas proprias do
Roundup. O acimulo de material no limen dos tubulos proximais ou distais pode levar a oclusao
da luz tubular, assim como, o aumento no volume das células endoteliais pode resultar na redugao
do lumen, levando ao estreitamento da luz tubular (TAKASHIMA, HIBIYA, 1995). Estes tipos
de alteracdes podem prejudicar a passagem do filtrado, além de comprometer o processo de
reabsor¢ao e secrecao tubular (MEYERS, HENDRICKS, 1985).

Os valores de IAH obtidos para o rim dos curimbas expostos a todas as concentragdes de
nim foram maiores que 20, o que indica um comprometimento de moderado a severo da fun¢do
renal, sendo a recuperacao do 6rgao ainda possivel com a retirada do agente toxico.

Para as alteragdes renais das tilapias, que foram expostas ao nim, as diferengas foram
significativas e os valores de IAH foram superiores a 20, o que indica um comprometimento mais
severo da fungao renal.

Para ambas as espécies de peixes estudadas o rim mostrou ser um 6rgdo muito mais
sensivel aos pesticidas do que as branquias. Isso pode ter ocorrido em fun¢do do rim ser um
orgdo que possivelmente recebe uma concentragdo maior de contaminantes pelo fluxo sanguineo.
Por outro lado, a brinquia ¢ um 6rgdo que apesar de estar em contato direto com o ambiente
aquatico, possui muitos mecanismos de defesa para evitar a exposi¢do aos contaminantes como a
elevacdo epitelial e a hiperplasia, sendo um local onde ocorre a depuracdo de agentes toxicos.
Assim como nestes experimentos, em outros estudos como de SANTANA (2004), o tecido renal
mostrou-se mais sensivel para lambaris capturados nos ribeirdes Jacutinga e Lindoia.

Nao foi possivel constatar uma diferenca significativa em relacdo a sensibilidade das

espécies (curimba e tilapia), quanto a exposi¢do ao nim. Isso pode ser observado na comparagao
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dos grupos expostos durante 24 horas na concentracao de 2,5 g.LL do extrato aquoso de nim. Para
0 VMA renal ¢ 0 VMA e TAH branquial ndo foi observado diferengas significativas em relagao
ao grupo controle para ambas as espécies e os valores do IAH branquial foram todos inferiores a
10. No entanto, para o IAH renal as diferencas foram significativamente diferentes do grupo
controle e esses valores foram superiores a 20 tanto para curimbas, como para tilépias.

Lesdes no tecido branquial e renal podem ser indicagdes de toxinas especificas, € assim
poderiam ser utilizados como indicadores para o monitoramento de efeito de contaminantes

(SCHWAIGER et al., 1997).
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Conclusoes

O Roundup demonstrou ser toxico para curimbas, promovendo alteragdes histologicas

brandas nas branquias e severas no rim;

O biopesticida nim, citado muitas vezes como inofensivo para os peixes, também
promoveu alteragdes histologicas brandas nas branquias e severas no rim de curimbas e

tilapias;

As duas espécies de peixes estudadas apresentaram sensibilidade semelhante quanto a

€Xposicao ao nim;

O rim mostrou ser um 6rgao mais sensivel aos pesticidas do que as branquias;

Estes resultados sugerem fortemente que o biopesticida nim, apesar de aparentemente
“inofensivo” e o Roundup citado como de "“baixa toxicidade’” , promovem alteracdes

histologicas significativas nas branquias e no rim de peixes;

Para a utilizagdo do nim em sistemas de cultivo de peixes e o uso indiscriminado do
Roundup, seja na sua aplicagdo direta na agua ou em locais que possa atingir o meio
aquatico, mais estudos sao necessarios para que sejam estabelecidos critérios seguros para

0S animais.
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