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A: arco branquial
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RESUMO

Peterlini, M.F. “Avaliacdo morfologica em branquias e tegumento como biomarcadores
da intoxicacio aguda induzida por atrazina em alevinos de pacu, Piaractus
mesopotamicus”. 2012. 68f. Dissertacdo: (Mestrado em Biologia Celular e Estrutural).
Area de Concentragdo: Histologia. Instituto de Biologia, Universidade Estadual de

Campinas, Campinas, 2012.

A agricultura intensiva no Brasil tem aumentado o risco de contaminacdo dos recursos
hidricos e dos organismos aquaticos por agroquimicos. Esse € o caso da atrazina, detectada
em alta frequéncia em rios e corregos da regido. Assim, neste trabalho, o pacu (Piaractus
mesopotamicus) foi escolhido como bioindicador por sua importdncia econdmica e
ecoldgica em Bacias do Pantanal. As branquias e o tegumento foram aqui avaliados como
biomarcadores da toxicidade induzida por atrazina, uma vez que estes 6rgdos se encontram
em contato direto com o ambiente aquatico. Para avaliar a sensibilidade de alevinos de pacu
e determinar a Concentragdo Letal Média (CLsp) a atrazina foram conduzidos
experimentos, em duplicata, em sistema estatico por 96 horas, com as seguintes
concentracoes: 0,0; 13,2; 17,6; 22,0; 26,4; 30,8; 35,2; 39,6 mgL'l. A CLs obtida para a
atrazina foi de 28,58 mgL™ (96h). Foram realizadas andlises anatomopatologica,
histopatoldgica qualitativa e semi-quantitativa para branquias e analises anatomopatologica
e histopatoldgica qualitativa para o epitélio tegumentar. Amostras de branquia e de pele
dorsal e ventral foram fixadas em Bouin e incluidas em parafina. Para o grupo controle nao
foi registrada qualquer alteracdo com os métodos empregados. Os alevinos expostos a
atrazina apresentaram alteragdes comportamentais como: escurecimento da pele,
boquejamento intenso e disturbios motores, além disso, nesses aquarios houve constante
presenca de muco na agua; e, alteracdes anatomopatologicas, como: hiperemia na pele,
dilatacdo da regido ventral, presen¢a de liquido no estdmago e ascite sanguinolenta. Nas
branquias dos grupos tratados foram observadas as seguintes alteracdes morfoldgicas:
edema e afastamento na regido interlamelar, hipertrofia e hiperplasia na regido interlamelar,

destacamento do epitélio respiratorio, hipertrofia de células do epitélio respiratorio,
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congestdo, telangiectasia e fusdo de lamelas secundarias. Na pele dorsal e ventral dos
grupos tratados n3o se observou alteracdo histopatoldogica. As alteragdes motoras
observadas sdo provavelmente decorrentes do efeito neurotdxico da atrazina. As andlises
branquiais confirmam o comprometimento respiratdrio e de osmoregulagdo nesse 6rgao,
sendo que a andlise semi-quantitativa indicou a hipertrofia de células do epitélio
respiratério como a lesdo mais severa. Finalmente, as bradnquias mostraram-se
biomarcadores adequados na avaliacdo dos efeitos tdxicos da atrazina em pacu e o valor da
CLso sugere que a atrazina é levemente toxica para o pacu, porém pelos demais resultados
observados, se infere que sO analisar a mortalidade ndo ¢ o suficiente para determinar o
dano causado por agrotdxicos em peixes, assim, recomenda-se o emprego de varios
biomarcadores, como por exemplo, andlise de varios outros 6rgaos. Os resultados obtidos
reforcam a importancia de estudos desta natureza, para embasar medidas ambientais

preventivas e reguladoras quanto ao uso desse herbicida.

Palavras-chave: Herbicida; Pele; Teledsteo; Histopatologia; Contaminagdo aquatica;

Ecotoxicologia.
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ABSTRACT

Peterlini, M.F. “Morphological assessment in gills and skin as biomarkers of acute
toxicity induced by atrazine in pacu fingerlings, Piaractus mesopotamicus”. 2012. 68f.
Dissertagdo: (Mestrado em Biologia Celular e Estrutural). Area de Concentragdo:

Histologia. Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2012.

The intensive agriculture in Brazil has caused growing increase of pollution risks of hydric
resources and the aquatic organisms by agrochemicals. This is the case of atrazine, detected
in high frequency in the rivers and streams. Therefore, in this research, the pacu (Piaractus
mesopotamicus) was chosen by bioindicator because of its great economic and ecological
importance to the water ecosystem of the Pantanal region. The gills and skin were assessed
here as biomarkers of induced toxicity by atrazine, considering that these organs are in
direct contact with the aquatic environment. To evaluate the sensitivity of pacu fingerlings
and determine the Median Lethal Concentration (LCsg) by atrazine, experiments were
conducted, performed in duplicate, in static system for 96 hours, with the following
concentrations: 0.0; 13.2; 17.6; 22.0; 26.4; 30.8; 35.2; 39.6 mgL’l. The LCs for pacu was
28.58 mgL™" (96h). Anatomopathological, qualitative histopathological and semi-
quantitative  histopathological analyses were performed for the gills, and
anatomopathological and qualitative histopathological analysis were performed for the skin
epithelium. Gills and dorsal and ventral skin samples were fixed in Bouin and processed for
the inclusion in paraffin. The control group did not register any other alterations with the
methods used. The fingerlings exposed to atrazine presented behavioral changes, such as:
darkening of the skin, an increase in the frequency of gasping and motor disturbances.
Furthermore, these aquariums presented the constant presence of mucus in the water; and,
anatomopathological alterations, such as: skin hyperemia, dilation of the ventral region, the
presence of liquid in the stomach and bloody ascites. In the gills of treated groups were
found the following morphological alterations: edema and spacing in the interlamellar
region, hypertrophy and hyperplasia in the interlamellar region, epithelial lifting,
hypertrophy of respiratory epithelium cells, congestion, telangiectasis and fusion of the

secondary lamellae. For dorsal and ventral skin of treated groups no histological alterations
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were observed. The motor alterations observed are probably due to the neurotoxic effects of
atrazine. The gills analysis confirm respiratory and osmoregulatory compromise in this
organ, noting that semi-quantitative analysis indicated the hypertrophy of respiratory
epithelium cells as the most severe lesion. Finally, the gills showed adequate biomarkers in
the assessment of toxic atrazine effects in pacu and the LCsy value suggests that atrazine is
lightly toxic to pacu. However, by other results observed, it is concluded that analyzing the
mortality index alone is not enough to determine the damages caused by agrotoxics in
fishes, so the use of other biomarkers is recommended, like for instance, analysis some
other organs. The results obtained reinforce the importance of research of this nature, in

order to establish preventive and regulatory environmental measures regarding the use of

this herbicide.

Keywords: Herbicide; Skin; Teleostei; Histopathology; Aquatic contamination;

Ecotoxicology.
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1. Introducao

Embora, os agroquimicos sejam essenciais para a agricultura moderna, eliminando
organismos que possam representar obstaculos a producdo, é crescente a preocupagdo com
possiveis contaminagdes do meio ambiente por agrotdxicos. Assim, numerosas pesquisas
tém sido conduzidas objetivando avaliar a contamina¢do de dguas com agroquimicos: dgua
da chuva (Goolsby et al., 1997; Dubus et al., 2000; Laabs et al., 2002), dgua de superficie
em rios, lagos e represas (Pereira e Hostettler, 1993; Thurman et al., 2000; Armas et al.,
2005 e 2007), bem como sedimento (Daniels et al., 2000; Armas et al., 2007), uma vez que
esse tipo de contaminacdo além de carrear o contaminante para outros sitios ampliando o
dano ambiental, compromete seriamente o ecossistema aquatico, cujo comprometimento
alcanca até mesmo espécies animais terrestres (inclusive o homem) e aves em funcdo do
consumo de dgua e dos organismos aquaticos contaminados.

Pesquisas, como as citadas acima, tém abordado principalmente a contaminagdo
aquatica de regides temperadas (Bishop et al., 2000, Okamura et al., 2003, Silva et al.,
2006, Villa et al., 2006) sendo cada vez mais frequente os trabalhos que avaliam a
ocorréncia de contaminacdo ambiental por agroquimicos em regides neotropicais e tropicais
(Salazar et al., 1997, Caldas et al., 1999, Castilho et al., 2000, Castillo et al., 2000,
Carvalho et al., 2002) e mais recente ¢ a investigagdo cientifica nessa area no Brasil
(Botello ef al., 2000, Dores ¢ De-Lamonica-Freire, 2001, Primel ez al., 2005, Botelho et al.,
2009, Paulino, 2011), embora o Brasil tenha se mostrado um dos maiores mercados para
agroquimicos no mundo (Racke ef al., 1997), tendo movimentado cifras da ordem de 6,03
bilhdes de ddlares entre janeiro e agosto de 2011, um crescimento de 7% sobre o mesmo
periodo de 2010, respondendo os herbicidas, particularmente, por mais de um ter¢o das
vendas nos nove primeiros meses de 2011, ou cerca de US$ 2,1 bilhdes (SINDAG, 2011).

Laabs et al. (2002) realizaram detalhado levantamento da presenga de agrotdxicos
na agua da chuva, dgua de superficie e sedimentos em Bacias da Regido do Pantanal
Brasileiro, relatando a presenca de variado grupo de agroquimicos. De fato, uma intensiva
agricultura mecanizada tem se espalhado pela regido desde a década de 70 (Resck, 1998),

com aplica¢do de agrotdxico consideravelmente intensificada com a introdug@o de soja e



mais recentemente algoddo. Assim, é preocupante que parte desses agroquimicos alcanga
os rios da regido, sendo que os das areas mais elevadas da regido matogrossense drenam
diretamente para o Pantanal, considerada a maior regido alagada de 4gua doce do planeta
com uma privilegiada biodiversidade (Laabs ef al., 2002).

Dessa biodiversidade, particularmente, varias espécies de peixes tém despertado
grande interesse, ndo sd por sua importancia para esse ecossistema, como por seu valor
socio-economico. Esse interesse econdmico se justifica tanto pela pesca esportiva na regido
como pela introdu¢do de muitas dessas espécies em sistema de cultivo intensivo. O
interesse para a piscicultura se da em fun¢@o do crescimento rapido, do sabor agradavel da
carne com boa aceitacdo no mercado nacional e ainda rusticidade de algumas espécies, o
que favorece o manejo das mesmas, como € o caso do pacu (Piaractus mesopotamicus).

Contudo, mesmo sendo uma realidade a presenca de agrotdxicos na bacia do
Pantanal (Laabs et al., 2002), ndo hd muitos registros até o momento de pesquisas que
avaliam a a¢@o0 de agroquimicos sobre sua ictiofauna em condi¢des laboratoriais (Ranzani-
Paiva et al., 1997; Veiga et al., 2002; Aguiar et al., 2004; Lopes et al., 2006; Tagliaferro,
2009; Paiva, 2010; Paulino, 2011), e menos registros ainda de trabalhos de
biomonitoramento dessas espécies em rios onde ocorrem, seja na Bacia do Pantanal ou em
outras bacias (Matsushita ¢ DeSouza, 1994).

Buss et al., 2003, em trabalho de revisdo sobre as bases conceituais para a aplicagao
de biomonitoramento em programas de avaliacdo da qualidade da agua de rios, cita
diversos autores como Matthews et al., 1982, que define o biomonitoramento como o uso
sistemdtico das respostas de organismos vivos para avaliar as mudangas ocorridas no
ambiente, geralmente causadas por agdes antropogénicas. O uso das respostas dos
organismos ¢ a base dos indices biologicos. Para Armitage (1995 apud Buss et al., 2003), o
termo “resposta biologica” se refere ao conjunto de reagdes de um individuo ou uma
comunidade em relagdo a um estimulo ou a um conjunto de estimulo, sendo que por
estimulos entende-se algo que induza uma rea¢do do individuo que possa ser percebida e
medida na populag@o ou na comunidade.

Segundo Metcalfe (1989), o uso das respostas bioldgicas como indicadores de

degradagdo ambiental ¢ vantajoso em relacdo as medidas fisicas e quimicas da dgua, pois



estas registram apenas o momento em que foram coletadas, como uma fotografia do rio,
necessitando assim de um grande nimero de andlises para a realizagdo de um
monitoramento temporal eficiente. Outra desvantagem das medi¢des quimicas, segundo
Pratt & Coler (1976) € que, quando realizadas longe da fonte poluente, ndo sdo capazes de
detectar perturbacdes sutis sobre o ecossistema.

Por sua vez, os organismos integram as condi¢cdes ambientais durante toda a sua
vida, permitindo que a avaliacdo bioldgica seja utilizada com bastante eficiéncia na
detec¢do tanto de ondas toxicas intermitentes agudas quanto de langamentos cronicos
continuos (De Pauw & Vanhooren, 1983). Além disso, as metodologias bioldgicas sdo
bastante eficazes na avaliagdo de polui¢do ndo pontual (difusa), tendo, portanto, grande
valor para avaliagdes em escala regional (Pratt & Coler, 1976).

Mesmo em casos de lancamentos continuos dentro das normas estabelecidas por lei,
o uso da biota aquética ¢ uma importante ferramenta na avaliagdo da qualidade da agua.
Isso devido a um processo natural denominado biomagnificagdo, que ¢ a transmissdo de
compostos que ndo sdo metabolizados ou excretados pelos organismos para o nivel superior
da cadeia tréfica. Em alguns casos esses componentes podem ser toxicos se acumulados,
como no caso de metais pesados e de agroquimicos. Portanto, mesmo estando dentro das
normas legais de langcamento, esses efluentes podem estar degradando as inter-relagdes
biologicas, extinguindo espécies e gerando problemas de qualidade de vida para as
populagdes que utilizam aquele recurso (Buss et al., 2003).

Os indicadores biologicos sdo muito tteis por sua especificidade em relagdo a certos
tipos de impacto, j4 que inumeras espécies sdo comprovadamente sensiveis a um tipo de
poluente, mas tolerantes a outros (Washington, 1984). Assim, indices podem ser criados
especificamente para detectar derramamento de 6leo, polui¢do organica, alteracdo de pH da
agua, lancamento de agroquimicos entre outros (Buss et al., 2003).

Conforme o relato de Laabs er al. (2002), 22 substdncias empregadas como
agroquimicos (fungicidas, herbicidas e inseticidas) foram detectadas em aguas da chuva,
em aguas de superficie de corregos e rios e em sedimentos na regido do Pantanal, variando

sua presenca e sua concentracdo conforme o tipo e origem do material analisado. Nesse



estudo, um dos grupos de agroquimicos de alta frequéncia de detec¢do e/ou persisténcia
foram as triazinas (atrazina, simazina e ametryn).

As triazinas, utilizadas como herbicidas, trazem sérios danos ao meio ambiente, por
sua longa persisténcia, mantendo-se de 3 a 12 meses no solo, pela mobilidade no solo e na
agua, e por ser cumulativo em alguns ecossistemas (Graymore et al., 2001; Phyu et al.,
2006; Jablonowski et al., 2011). Segundo relato da “Extension Toxicology Network”
(EXTOXNET) (1996), as triazinas sdo classificadas como levemente a moderadamente
toxicas para humanos e outros animais. Podem ser absorvidas oralmente,
dermatologicamente e por inalacdo. Sintomas de envenenamento incluem dores
abdominais, diarréia e vomitos, irritagdo nos olhos, irritacdo nas membranas das mucosas ¢
erupcdes na pele. Praticamente atoxico para os passaros e abelhas ¢ levemente toxico para
0s peixes e outros organismos aquaticos (EXTOXNET, 1996).

Oliveira-Brett e Silva (2002), investigando a a¢do cancerigena de derivados de
triazinas, verificaram que estes provocam danos no DNA, como formag¢do de aductos.
Dentro desse grupo de herbicidas, a atrazina apresenta grande importancia sendo
largamente empregada em culturas de milho, cana-de-actcar e soja, as quais sdo as mais
produtivas do Brasil, sendo que de 70.000 a 90.000 toneladas foram mundialmente
aplicadas por ano na década de 90 (Steinberg ef al., 1995). A atrazina ¢ um dos herbicidas
mais comumente utilizados no mundo (Tillitt e al., 2010).

No Brasil a atrazina ainda ¢ bastante utilizada, tendo o seu valor maximo permitido
pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) na Resolugdo n® 357 de 2005 de 2
ngL! em agua doce de Classe 1, a qual é destinada: ao abastecimento para consumo
humano, com desinfec¢do; a preservagdo do equilibrio natural das comunidades aquaticas;
e, a preservacdo dos ambientes aquaticos em unidades de conservagdo de protegdo integral;
e também em agua doce de Classe 3, a qual ¢ destinada: ao abastecimento para consumo
humano, apds tratamento convencional ou avangado; a irrigagdo de culturas arbdreas,
cerealiferas, forrageiras; a pesca amadora; a recreagdo de contato secundario; e a

dessedentacdo de animais.

Quanto aos efeitos toxicos da atrazina em mamiferos, particularmente, sdo referidos

na literatura: interferéncia na sintese ¢ na acdo de hormonios (Larson et al., 1998; Stoker et



al., 1999; Cooper et al., 2000; Das et al., 2000; Hayes et al., 2011), possivel acdo
cancerigena (Eldridge ef al., 1999; Birnbaum e Fenton, 2003; Manske ef al., 2004; Fan et
al., 2007), e ainda, comprometimento de 6rgdos hematopoiéticos e do sistema imune
(Devos et al., 2003; Chan et al., 2007).

Quanto ao efeito da atrazina em organismos aqudticos, particularmente em peixes,
sdo varios os efeitos ja registrados avaliando-se distintos biomarcadores. Esses efeitos da
intoxicag¢do aguda por atrazina variam em relacdo a concentragdo e a espécie analisada,
com concentragio média letal (CLso) variando de 3 a 45 mgL™" (Elia et al., 2002; Spand et
al., 2004; Wan et al., 2006; Paiva, 2010), embora efeitos danosos tenham sido registrados
com o emprego de baixas concentragdes em experimentos de intoxica¢do cronica, como 5
ngL! em truta arco-iris (Fischer-Scherl ef al., 1991). Entre os efeitos descritos por agdo da
atrazina, pode-se destacar: alteracdes no comportamento (Fischer-Scherl er al. 1991;
Steinberg et al, 1995; Saglio e Trijasse, 1998, Solomon et al., 2008), alteracdes
morfoldgicas e consequentemente funcionais em: branquias (Neskovic ef al, 1993;
Alazemi et al., 1996, Paulino, 2011), rins (Fischer-Scherl et al. 1991; Oulmi et al., 1995,
Paiva, 2010) e figado (Neskovic et al. 1993; Biagianti-Risbourg e Bastide, 1995; Paiva,
2010), além de efeitos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos (Ventura, 2004).

Embora estudos para verificagdo da presenca de xenobidticos em cole¢des de agua,
como aquele realizado por Laabs et al. (2002) e mais recentemente por Giari et al. (2012),
sejam muito importantes para alertar sobre o risco de contamina¢do por xenobidticos,
analisar somente as condi¢des fisico-quimicas da dgua ndo € suficiente para afirmar se esta
se apresenta adequada para os organismos ali presentes, pois tais andlises fornecem uma
resposta momentanea do que pode ser altamente dindmico.

Assim, ensaios em ecotoxicologia aquatica se propdem a verificagdo da acdo dos
xenobidticos, através do emprego de bioindicadores, espécies escolhidas por sua
sensibilidade ou tolerancia a varios pardmetros, como polui¢do organica ou outros tipos de
poluentes (Washington, 1984; Lopes et al., 2006; Magalhaes e Ferrdo Filho, 2008). Nestes
organismos essa verificagdo ocorre através de biomarcadores, que sdo respostas biologicas
que refletem uma medida de exposi¢do do xenobidtico ou seu efeito toxico (Peakall, 1994;

Magalhaes e Ferrao Filho, 2008).



Os biomarcadores sdo aplicados a fim de avaliar um estresse induzido nos
organismos pela acumulagdo de xenobidticos, como os agrotoxicos, em seus tecidos. A
acdo rapida desse xenobidtico em nivel celular e molecular faz o biomarcador capaz de
fornecer um aviso prévio para o efeito de longo prazo do contaminante. Portanto, as
respostas prévias e as alteracdes pré-patologicas podem ser detectadas antes de disturbios
como a ocorréncia de doenca, mortalidade ou mudanga na populacido. Consequentemente, a
estratégia de biorremediagdo pode ser aplicada antecipadamente a fim de prevenir algum
dano irreversivel ao meio ambiente (Koukouzika e Dimitriadis, 2005). Assim, existem
biomarcadores moleculares, celulares ou sistémicos, sendo alguns deles especificos para

determinados poluentes (Livingstone, 1993).

No caso de agrotoxicos, particularmente, biomarcadores histologicos tém se
mostrado bastante adequados para avaliagdo da acdo dessas substiancias em peixes (Paiva,
2010; Paulino, 2011; Piancini, 2011), uma vez que estas podem comprometer diferentes
tecidos e Orgdos, refletindo-se este comprometimento em alta taxa de mortalidade,
principalmente em individuos mais jovens e, portanto, mais sensiveis ou, ainda, afetando a
capacidade reprodutiva (Tillit, et al., 2010; Hayes et al., 2011) e a preservagdo da espécie,
Jj& que muitas dessas substancias podem atuar como disruptores enddcrinos (Versonnen et
al., 2004 a, b; Versonnen e Janssen, 2004; Stuchal et al., 2006; Rohr ¢ McCoy, 2010;
Hayes et al., 2011).

Em peixes, as branquias consistem em biomarcadores de escolha quase obrigatoria,
uma vez que correspondem a um dos 6rgdos de primeiro contato com o ambiente aquatico e
¢ extremamente sensivel dada a sua funcdo respiratoria e de osmoregulagdo (Mallat, 1985;
Au, 2004; Dezfuli et al., 2006; Reis et al., 2009; Tagliaferro, 2009; Paulino, 2011). Varios
autores, que compararam diferentes orgdos quanto a sensibilidade aos xenobidticos
testados, comentam que as branquias muito frequentemente correspondem a um dos érgios
mais comprometidos e onde o conjunto de alteracdes se mostra mais severo (Neskovic et
al., 1993; Yildirim et al., 2006).

Assim, dada a relevancia do emprego de branquias de peixes como biomarcador em
ensaios de ecotoxicologia, apresentamos a seguir alguns aspectos anatdmicos, fisiolégicos e

histolégicos desse o6rgao.



Os peixes possuem quatro pares de arcos branquiais em cada lado, sustentados por
uma pec¢a cartilaginosa, de onde partem proje¢des digitiformes curtas, os rastelos, que
ficam voltados para a cavidade bucal e longos e numerosos filamentos, as lamelas primarias
(LP) voltadas para a cavidade opercular. Em ambos os lados de cada lamela primadria,
estendem-se prolongamentos como projecdes digitiformes denominadas lamelas
secundarias (LS), lamelas respiratérias ou lamelas branquiais (Sabdia-Morais, 1997; Severi

et al., 2000).

Os rastelos sdo recobertos por um epitélio estratificado pavimentoso e podem
apresentar células mucosas e botdes sensitivos (Severi et al., 2000).

A LP ¢ revestida por um epitélio estratificado pavimentoso contendo: células
mucosas (CM), células ricas em mitocondrias (CRM) e células basais ndo diferenciadas.

Na LP a regido que se encontra entre os locais de projecdo digitiforme de duas LS
consecutivas ¢ chamada de regido interlamelar (RI) ou regido interlamelas secundarias
(RIS) (Machado, 1999).

As CM sdo principalmente encontradas na base da LP e também no epitélio rastelar
Sdo células largas ovdides, com nucleo localizado na por¢@o basal. As CRM ou células do
cloro (Cl), como eram denominadas anteriormente na literatura, estdo localizadas na base
das LP ou LS, também chamada de regido interlamelas primarias (RIP) e secundarias
(RIS), respectivamente. Apresentam forma ovdide com nucleo grande, central e cromatina
descondensada, o citoplasma ¢ eosindfilo. As células indiferenciadas (basais ou
intermedidrias) possuem nucleo grande comparado com o citoplasma (Machado, 1999;
Lima et al., 2009).

Basicamente, cada LS é composta de uma ou duas camadas de células epiteliais que
sdo mantidas separadas por células pilares (CP). Este epitélio é denominado de epitélio
respiratdrio (ER). As CP apresentam prolongamentos que delimitam os espagos sanguineos,
no interior dos quais o sangue flui. O tecido epitelial esta sustentado por uma membrana
basal que estd em contato intimo com as CP (Ferguson, 1995).

Quanto as alteragdes histopatologicas em branquias, as mais comuns S30:
destacamento do epitélio respiratorio (Rudnick et al., 2009; Tagliaferro, 2009; Giari et al.,
2012), hipertrofia de células do epitélio respiratorio (Tagliaferro, 2009), hiperplasia na
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regido interlamelar (Fanta ef al., 2003; Oropesa-Jiménez et al., 2005; Dezfuli et al., 2006;
Velisek et al., 2008; Yang et al., 2010), fusdo de lamelas secundarias (Dezfuli ez al., 2006;
Rudnicki et al., 2009; Yang et al., 2010) e telangiectasia (aneurisma no vaso branquial) em
LS (Dezfuli et al., 2006; Rudnicki et al., 2009; Tagliaferro, 2009; Yang et al., 2010).

Assim como as branquias, a pele dos peixes se encontra em contato direto e
constante com o ambiente aquatico e exibe adaptabilidade sob a influéncia de fatores
ambientais, estagdes do ano e estado fisiolégico (Wilkins e Jancsar, 1979 apud
Shuilleabhdin et al., 2006; Pankhurst, 1982), refletindo-se assim como um érgio alvo da
acdo de poluentes (Kilemade et al., 2002; Fujimoto et al., 2008; Giari et al., 2012). De fato,
investigadores tém demonstrado que contaminantes ambientais podem alterar a estrutura
bem como a composi¢do celular da epiderme (Zaccone et al., 1985 apud Shuilleabhdin et
al., 2006; Burkhardt-Holm ez al., 2000).

De forma similar ao que foi comentado para branquias acima, sera descrito a seguir
o aspecto geral da pele de teledsteos, mais particularmente em pacu, a partir dos relatos de
Souza et al. (2003) e Fujimoto ef al. (2008). Assim nessa espécie estes autores observaram
uma epiderme delgada composta por um epitélio estratificado pavimentoso com trés
camadas de células: camada basal composta por dois tipos de células cilindricas, uma com
citoplasma claro e nucleo central denominada de células “club” (Cc) e outro tipo com
citoplasma roseo e nucleo apical, a camada intermedidria composta por células
arredondadas com citoplasma rdseo e nicleo central e a camada externa (faz contato com o
meio externo) composta por células achatadas e pavimentosas e células mucosas (CM). As
Cc podem ser encontradas em todas as camadas da epiderme. As CM apresentam formato
arredondado, com nucleo basal e ocorrem na camada superficial e intermedidria da
epiderme. A epiderme pode conter botdes sensitivos imersos entre as camadas de tecido
epitelial de revestimento (Fujimoto et al., 2008).

Entre a epiderme e a derme existe uma fina membrana basal. A derme superficial
(DS) ¢ delgada e apresenta melandforos isolados ou aglomerados em determinadas regides,
sendo que muitas vezes estdo dispostos em linha continua.

Notou-se a disposi¢cdo das escamas no corte longitudinal e transversal ao corpo do

peixe, verificando-se, assim, a inser¢do das mesmas na derme.



A derme do pacu estd constituida por tecido conjuntivo frouxo na camada
superficial e por tecido conjuntivo denso modelado na derme profunda (DPr). Na DS, as
fibras colagenas se apresentam finas, juntas e entrelacadas, sem diferenciagdo quanto a
disposi¢do das mesmas. Na DPr encontram-se fibras coldgenas que se prolongam em
direcdo ao tecido muscular (TM) estriado esquelético localizado imediatamente apds a
camada dérmica profunda (Souza et al., 2003).

Segundo Rajan e Banerjee (1991), as CM da camada superficial da epiderme, na
presenca de substancias toxicas, tornam-se, inicialmente hiperativas (produzindo grande
quantidade de muco); persistindo o estimulo lesivo elas entram em degenera¢do, morrendo
posteriormente. Assim, o estimulo toxico atinge primeiramente as CM, no entanto, outros
tipos celulares da epiderme podem ser igualmente afetados se a injaria persistir.

Assim, pelo exposto acima, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar a sensibilidade de alevinos de pacu a atrazina, espécie escolhida por sua importancia
ecologica e sdcio-econdmica e também por que ja se mostrou um bom bioindicador de
contaminacdo aquatica em outras pesquisas (Tagliaferro, 2009; Paiva, 2010). Assim, foi
determinada a CLs para alevinos de pacu expostos a atrazina, bem como as alteragdes em
branquias e tegumento decorrentes dessa exposicdo aguda, com o intuito de verificar a

validade de cada um destes biomarcadores nesta espécie frente a agdo desse herbicida.



2. Objetivos

- Determinar em alevinos de pacu, Piaractus mesopotamicus, a CLsy em 96 horas para a
atrazina;

- Avaliar os efeitos da intoxicagdo aguda induzida pela atrazina em branquias e tegumento
de pacu, empregando para tanto andlise anatomopatologica, histopatoldgica qualitativa e
semi-quantitativa para branquias e no caso da pele andlise anatomopatoldgica e
histopatoldgica qualitativa da epiderme;

- Analisar a adequacdo dos biomarcadores empregados na avaliagdo dos efeitos toxicos da

atrazina em pacu.

10



3. Materiais e Métodos

3.1. Animais, manejo sanitario e manejo alimentar

Exemplares de alevinos de pacu (Piaractus mesopotamicus — Holmberg, 1887), com
peso médio de 3g, foram adquiridos em piscicultura localizada em Mogi Mirim/SP, que
realiza desova e criacdo de pacu dentro dos principios adequados, apresentando fonte
propria de agua, isenta de risco de contaminacdo com efluentes agricolas, industriais e/ou
esgoto. Lotes de 100 alevinos foram transportados em sacos plasticos — proprios para
transporte de peixes — com capacidade para 50 litros, contendo aproximadamente 25 litros
de 4gua do tanque onde se encontravam originalmente os peixes, completando-se a
capacidade desses sacos com oxigénio injetado. A captura e transporte dos peixes foram
realizados no periodo da manha, para minimizar a0 maximo o estresse resultante dessas
atividades.

Os alevinos foram transferidos para tanques-estoque no Laboratorio de Bioensaios
em Peixes, Departamento de Histologia e Embriologia do Instituto de Biologia da
UNICAMP onde foram mantidos em aclimatacdo por 30 dias. Nesses tanques plasticos,
com capacidade para 140 litros, foi empregada dgua declorada com temperatura adequada
para a manutencdo de pacus, entre 24°C e 27°C, a qual foi constantemente oxigenada
através de bombas aeradoras. O controle do pH, temperatura e concentragdo de oxigénio
dissolvido foram realizados diariamente e a avaliacdo de dureza da dgua duas vezes por
semana, antes e apos a remocdo de sedimentos. Para o controle do pH foi utilizado o
pHmetro - Q400A da Quimis®, para concentragio de oxigénio dissolvido foi utilizado o
medidor portatil de oxigénio dissolvido - Q758P da Quimis® e para avaliagio da dureza, o
Kit Labcon test — Industria e Comércio de Alimentos Desidratados Alcon Ltda. (Alcon®).

Apds a transferéncia dos peixes para o tanque-estoque foi administrado sal de
cozinha comercial na agua dos tanques na concentragdo de 9gL™ por 24 horas. A sifonagem
dos tanques ocorreu por 3 dias consecutivos com renovagdo de 1/3 da quantidade de dgua
do tanque por dia. Este procedimento é realizado sempre que novos lotes chegam ao

laboratério e tem a finalidade de eliminar ectoparasitas.

11



Os alevinos dos tanques-estoque foram alimentados com arracoamento de 1,5% da
biomassa (o calculo para o arragoamento foi realizado quinzenalmente) em duas parcelas
didrias, uma pela manha e outra a tarde. Foi utilizada racdo comercial para alevinos (Pira 36
2-4 mm, Guabi Nutricdo Animal), a qual foi aliquotada e mantida sob refrigeracdo, para se
evitar contaminag@o por fungos e, consequentemente, micotoxinas.

A remog¢do de sedimentos (residuos de ragdo ¢ fezes) foi realizada em dias
alternados, sendo em seguida renovado 1/3 da quantidade de dgua do tanque. Finalmente,

os peixes foram submetidos a um fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro.

3.2. Determinac¢do da concentracdo média letal (CLs)

3.2.1. Animais e manejo sanitario

Apés aclimatacdo dos alevinos as condi¢des de laboratério, a rotina para os
experimentos, realizados em duplicata, constou da transferéncia de alevinos de pacu dos
tanques-estoque para os aquarios experimentais, sendo 8 peixes por aquario. Foi feito novo
calculo da biomassa para esse lote reduzido, mantendo-se o arragoamento de 1,5% ao dia
dividido em duas parcelas.

Os alevinos pesados foram aleatoriamente distribuidos em oito aquarios de vidro,
cada um com 45L de 4gua declorada; um aquério serviu como controle e os outros sete
aquarios foram destinados aos grupos tratados com atrazina. Por sete dias (periodo de
aclimatagdo as condigdes experimentais), os peixes foram mantidos em condigcdes
semelhantes aquelas dos tanques-estoque, quanto a aerag¢do, pH, temperatura, oxigénio
dissolvido, dureza e manejo sanitério.

Finalizado o periodo de aclimatacdo, a dieta foi suspensa dois dias antes do inicio
do experimento, sendo que no dia do experimento foi realizada a Ultima remog¢do de

sedimentos e substituicdo de 1/3 do volume de 4gua do tanque.
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3.2.2. Preparacio da solucio de atrazina

Para obten¢do da solucdo estoque, empregou-se a atrazina em solucdo comercial (6-
chloro-N-ethyl-N*-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine, 500gL" na formulagio Gesaprim
500 - CIBA-GEIGY Syngenta), a qual foi diluida em dgua destilada, e mantida a 4°C. A
solugio foi obtida na concentragio 12,5gL". A partir dessa solugio foram obtidas as
demais solugdes com as concentragdes nominais empregadas na avaliacdo de toxicidade

aguda, sendo que o solvente empregado sempre foi agua destilada.

3.2.3. Procedimento do experimento de intoxicacdo aguda

Em seguida teve inicio a avaliagdo da CLsp, em 96 horas em sistema estatico para o
herbicida em teste (OECD,1995).

Foram utilizados oito alevinos de pacu (5,06 = 0,31g, média + DP) para cada
concentragdo, sendo que como o experimento foi realizado em duplicata, o niimero total de
peixes por concentragdo foi de 16 (n=16)*.

A partir de experimentos preliminares, foram estabelecidas as concentragdes
nominais a serem testadas para a determinacdo da CLso**, conforme protocolo
experimental padrdo para bioensaios em ecotoxicologia aquatica (US-EPA, 2002). As
seguintes concentragdes nominais foram utilizadas, incluindo-se o controle: 0,0; 13,2; 17,6;
22,0; 26,4; 30,8; 35,2 ¢ 39,6 mgL‘l. O controle da mortalidade foi realizado a cada 24 horas
at¢ o periodo final de exposi¢do, sendo que os exemplares que ndo apresentaram
movimentagdo opercular ou resposta tactil em cada intervalo foram retirados do aquario,

obtendo-se em seguida a massa total e comprimento dos mesmos.

* Todo o manejo dos peixes estd de acordo com as normas da Comissio de Etica na
Experimentagio Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP, tendo sido o presente projeto
submetido e aprovado por essa Comissdo — Protocolo n® 1196-1 (Anexo I).

** Toda a dgua resultante dos tanques de tratamento ¢ de lavagem de material contaminado
com o herbicida foi recolhida. O armazenamento e a destinagdo dos residuos quimicos seguiram as
normas da Comissdo de Residuos Quimicos da UNICAMP, estando sob responsabilidade do

Instituto de Biologia o descarte adequado das substancias.
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A concentracdo média letal (CLso) com 95% de intervalo de confianca foi obtida
utilizando o Método TSK (Trimmed Spearman-Karber method) Versao 1.5, disponivel nas
normas da “United States Environmental Protection Agency” (US-EPA, 2002) (Trimmed
Spearman-Karber method disponivel em: http://www.epa.gov/eerd/stat2.htm) (Hamilton et
al., 1977).

3.3. Analise anatomo-histopatologica

Apbs a exposicdo de 96 horas, todos os exemplares sobreviventes de cada grupo
foram necropsiados, sendo os exemplares sacrificados através de anestesia profunda
empregando-se 2-fenoxietanol (1:600; SIGMA, St. Louis, MO, EUA). Em seguida foi
realizada a andlise anatomopatologica, observando-se a superficie externa do peixe e 0s
orgdos internos in locu. Por fim, foram obtidas amostras de branquia e pele, desses
exemplares necropsiados, para andlise histopatologica, em nivel de microscopia de luz.

Nos experimentos de determinacdo da CLs, foi realizada andlise anatomopatologica
em todos os alevinos, isto ¢, naqueles que morreram durante as 96 horas e nos que
sobreviveram a esse periodo experimental, totalizando 16 peixes analisados por

concentracao.

3.3.1. Processamento de material para analise em microscopia de luz

Para realizacdo da andlise histopatologica foram colhidas, dos exemplares
sobreviventes, duas amostras de branquia, sendo uma da branquia esquerda e outra da
branquia direita, e amostras de tegumento de duas regides do lado esquerdo do corpo:
regido dorsal (entre a linha lateral e a nadadeira dorsal) e regido ventral (na proximidade da
nadadeira ventral). As amostras de branquias e tegumento foram fixadas em solucdo de
Bouin, em temperatura ambiente, por 24 horas. As amostras de branquia, sem prévia
descalcificagdo, e pele foram processadas para inclusdo em parafina (Histosec — Merck).

Cortes de S5um obtidos em micrdtomo eletrdnico (Leica RM 2145) foram corados

pela Hematoxilina-Eosina para observagdo geral da morfologia de branquias e pele.
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Os cortes histologicos foram analisados em microscopio fotdnico (Nikon Eclipse E-
800) equipado com camera de video Cool SNAP - Pro-color (Media Cybernetics, San
Diego, CA, USA). Para captura das imagens foi utilizado o software Image Pro-plus
(Media Cybernetics — versdo 4.1.1.2). A documentagdo e andlise das imagens foram
realizadas no Laboratério de Criométodos e Embriologia Experimental, no DHE/IB —
UNICAMP.

Para a avaliacdo semi-quantitativa das andlises histopatologicas de branquias,
empregou-se o seguinte “score”: 0 para auséncia da caracteristica; 1 (pouco frequente) —
para ocorréncia da caracteristica pontualmente localizada; 2 (média frequéncia) — para
ocorréncia intermediaria da caracteristica; e, 3 (muito frequente) — para ocorréncia da
caracteristica amplamente distribuida pelo 6rgdo (modificado de Schwaiger et al., 1997).
As caracteristicas observadas foram: edema e afastamento na regido interlamelar,
hipertrofia e hiperplasia na regido interlamelar, destacamento do epitélio respiratdrio,
hipertrofia de células do epitélio respiratdrio, congestdo, telangiectasia e fusdo de lamelas

secundarias.

3.4. Analises estatisticas

Para avaliar a ocorréncia de diferenga significativa entre o nimero de animais
mortos por concentracdo foi utilizado o estimador de sobrevivéncia de Kaplan-Meier

(Kaplan e Meier, 1958).

Para avaliar a alteracdo anatomopatoldgica na pele, manifestada na forma de
hiperemia, foram observadas durante o experimento de determinag¢do da CLsy 0 numero de
animais com presen¢a ou auséncia da lesdo em relacdo a concentrag¢do de atrazina testada e
entdo foi comparado com o uso do teste Qui-quadrado. O teste exato de Fisher foi usado

para verificar as diferengas significantes entre peixes dos grupos tratados e controles.

Em relacdo as andlises histopatologicas, a média e o desvio padrdo obtidos para
cada tipo de lesdo observada em branquia, foram avaliados estatisticamente através do teste

F da Andlise de Variancia (ANOVA) em niveis de 5% e 10% de significancia e através do
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teste de Dunnett em nivel de 1%, 5% e 10% de significancia dependendo do tipo de lesdo.
Essas mesmas metodologias foram utilizadas para avaliar estatisticamente a média do
conjunto das lesdes branquiais. Este procedimento foi realizado, também, para avaliacdo de
ocorréncia de diferenca significativa na comparacdo da média do conjunto de lesdes entre
os grupos. Todas essas andlises estatisticas foram realizadas com o uso do software Minitab

15.1 (Minitab Company Information — State College, PA, USA).
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4. Resultados

4.1. Parametros fisico-quimicos da dgua

Os parametros fisico-quimicos da agua registrados (média + DP) durante os
periodos de aclimatacdo e do experimento de determinacdo da CLsy mantiveram-se em:
pH (8,17+0,15), temperatura (24,1£2,7), oxigénio dissolvido (9,642,5) e dureza branda (50
a 150 mgL™" de CaCO3).

4.2. Determinacio da CLs

A taxa de mortalidade dos alevinos variou de acordo com a concentragio de atrazina

testada (Tabela 1).

Nao houve mortalidade no grupo controle e nos grupos tratados com as menores

concentracgoes (13,2 e 17,6 mgL’l).

Nos demais grupos tratados se observou mortalidade, sendo que para o grupo T6
(35,2 mgL’l) 87,5% da mortalidade ocorreu dentro das primeiras 24 horas e os 12,5%
restantes ocorreu dentro das 24 horas seguintes de exposi¢do. Para o grupo T7 (39,6mgL™)

100% da mortalidade ocorreu dentro das primeiras 24 horas de exposi¢ao.

Como observado na tabela 1, a andlise de significancia da mortalidade através do
estimador de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, indicou que as concentracdes aplicadas nos
grupos T5, T6 e T7 (30,8; 35,2; e, 39,6 mgL’l, respectivamente) sdo estatisticamente
significativas ao nivel de probabilidade de 1%, enquanto que a concentragdo aplicada no

grupo T3 (22,0 mgL™) foi estatisticamente significativa ao nivel de probabilidade de 5%.
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Tabela 1. Taxa de mortalidade (%) de alevinos de pacu no estudo da toxicidade aguda

induzida pela atrazina.

C T1 T2 T3 T4 TS T6 T7
0,0mgL”" 13,2mgL”’ 17,6mgL”’ 22,0mgL”’ 26,4mgL”’ 30,8mgL”' 352mgL”' 39,6mgL’
24h 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 87,5%*  100,0**
48h 0,0 0,0 0,0 0,0 12,5 0,0 12,5 0,0
72h 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
96h 0,0 0,0 0,0 25,0% 0,0 50,0%* 0,0 0,0
Total 0,0 0,0 0,0 25,0%* 12,5 50,0%*  100,0**  100,0**

* Valor significativo para p<0,05 comparado ao grupo controle.

** Valor significativo para p<0,01 comparado ao grupo controle.

A CLsp (95% de limite de confianga) para atrazina em alevinos de pacu apos 24h e

96h de exposi¢do ao herbicida foi 34,4 mgL'1 (33,63 — 35,15 mgL’l) e 28,58 mgL'1 (26,16 —

31,23 mgL™), respectivamente.

4.3. Analise anatomopatoldgica

Os alevinos de pacu do grupo controle apresentaram a anatomia tipica para a

espécie: corpo de forma romboidal, alto e comprimido lateralmente (Figura 1A).

O grupo controle apresentou pele e branquias com as caracteristicas anatomicas

usuais para a espécie (Figuras 1A, 1B e 1C).
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Figura 1 (A — C) Alevinos de pacu do grupo controle. (A) Notar a estrutura
macroscopica normal da pele com coloragdo da regido ventral mais clara que a da regido
dorsal, bem como a tipica distribuicdo de pigmento em alevinos da espécie. (B)
Cavidade opercular onde se observa a localizagdo das branquias de coloragdo vermelho
rubro. (C) Branquia de pacu onde se nota o arco branquial (seta amarela), o rastelo (seta
verde) e os filamentos branquiais (seta vermelha).

. . \ ~ -1
Anatomicamente a pele dos alevinos expostos as concentra¢des de 13,2 e 17,6mgL
apresentaram as mesmas caracteristicas anatOmicas descritas para o controle. J& nos
\ ~ . -1 . .
exemplares expostos as concentragdes maiores que 22,0mgL™~ se observou hiperemia em

varias regides do corpo (Figura 2A).

Figura 2 (A — B) Alevinos de pacu tratados com 30,8 mgL" de atrazina. (A) Notar
hiperemia na pele (setas vermelhas). (B) Observar a dilatagdo do estdmago (seta preta).
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Quanto as branquias, os exemplares tratados com as diferentes concentracdes de
atrazina apresentaram as caracteristicas anatomicas descritas para o grupo controle.

Na andlise anatomopatoldgica, também se verificou: a presenca de dilatagdo da
regido ventral, ao ser removido o estdbmago notou-se a presenga de liquido com aspecto
claro e aquoso na cavidade deste (Figura 2B) e, finalmente, ascite sanguinolenta.

Os resultados anatomopatoldgicos observados em cada grupo experimental estdo

detalhados na Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem de peixes com alteracdes anatomopatologicas em cada grupo

experimental.
Grupo Concentracio Alteracoes anatomopatologicas (%)
Atrazina
(mgL™")
Dilatagao Dilatagao Ascite Hiperemia Branquia
da regido do na pele
ventral estomago
C 0,0 0 0 0 0 0
T1 13,2 0 0 0 0 0
T2 17,6 50%" 50%" 0 0 0
T3 22,0 75%" 75%" 25%"° 12,5% 0
T4 26,4 100%™ 100%™ 25%"° 25%"° 0
T5 30,8 100%™ 100%™ 0 100%* 0
T6 35,2 100%™ 100%™ 62,5%" 100%* 0
T7 39,6 100%™ 100%™ 0 100%* 0

C — controle; T — tratado.
n =16 (equivale a 100%).
*p<0,01 comparada ao grupo controle (atrazina= 0,0 mgL™).
® Altera¢des anatomopatologicas mais significantes (p<0,01).

Quanto as caracteristicas anatomopatoldgicas observadas no grupo tratado, com

base no teste exato de Fisher, a partir do grupo tratado com 17,6 mgL™ foi evidenciado ao
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nivel de 1% de significancia (p < 0,01) que existe efeito significativo dos tratamentos sobre
as alteracdes de dilatacdo da regido ventral e dilatacdo do estomago (Tabela 2).

No caso da ascite sanguinolenta foi evidenciado ao nivel de 1% de significancia
(p < 0,01) que existe efeito dos tratamentos nas concentra¢des 22,0; 26,4; e, 35,2 mgL'1
(Tabela 2).

A analise de significancia para hiperemia na pele através do teste exato de Fisher
indicou que as concentragdes aplicadas nos grupos T4 a T7 (26,4 a 39,6 mgL™) sdo
estatisticamente significativas, ao nivel de probabilidade de 1% para esta alteracao.

Por fim, observou-se que as varidveis mais sensiveis aos tratamentos, ou seja, as
alteragdes que mais evidenciaram diferencas entre os tratamentos foram: a dilatagdo da

regido ventral e a dilatagdo do estdmago.

4.4. Analise histopatologica

4.4.1. Branquia

Nos alevinos de pacu do grupo controle a estrutura histoldgica geral das branquias
seguiu o padrdo dos demais teledsteos (Figura 3), contudo em alguns exemplares se notou
algumas alteragdes como: destacamento do ER, hipertrofia de células do ER, hiperplasia na
RI, fusdo lamelar, congestdo na LS e telangiectasia na L, porém sempre registradas com
nivel de “score” equivalente a 1, ou seja, pouco frequente na area analisada (Tabela 3).

As alteragdes branquiais observadas nos alevinos dos grupos expostos as diferentes
concentragdes de atrazina foram: telangiectasia nas LS (Figuras 4 A, B e G), fus@o lamelar
(Figuras 4C, E e F), destacamento do ER (Figuras 4C e D), hiperplasia na RI (Figuras 4C,
E — G), hipertrofia de células do ER (Figuras 4D e F), edema na RI e afastamento do
epitélio interlamelar (Figuras 4E e G), hipertrofia de células do epitélio interlamelar

(Figura 4E) e congestdo nas LS (Figura 4G) (Tabela 3).
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Figura 3 (A — D) Fotomicrografias de branquia de alevinos de pacu do grupo controle.
(A) Fotomicrografia panordmica onde se notam: rastelo (R), arco branquial (A),
filamentos branquiais (drea demarcada — F) e regido interlamelas primarias (seta preta).
(B) Observar a integridade das lamelas primaria (LP), secundaria (LS) e regido
interlamelar (seta preta estreita). No eixo da LP notar o sistema vascular (SV). (C) Notar
no rastelo, o epitélio estratificado pavimentoso (elipse preta) e a presenga de células
mucosas (CM). (D) Notar a integridade do epitélio (ER) que recobre as LS (seta preta
larga) e a regido interlamelar (seta preta estreita) e no eixo da LP o suporte cartilaginoso
(cabeca de seta). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina (HE). Barra: 200um (A), 30pum (B e
C) e 10um (D).
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Figura 4 (A — G) Fotomicrografias de branquias de alevinos de pacu dos grupos tratados
com diferentes concentragdes de atrazina. (A) Branquia de alevino do grupo tratado 1 (13,2
mgL™). Observar SV da LP com congestio ¢ telangiectasia na LS (seta vermelha). (B)
Detalhe de 4A. (C) Branquia de alevino do grupo tratado 2 (17,6 mgL™). Notar
destacamento do ER (cabeca de seta), hiperplasia da RI (seta larga) e fusdo lamelar
(estrela). (D) Grupo tratado 3 (22,0 mgL™). Observar na LS, destacamento do ER (cabeca
de seta) e hipertrofia de células do ER (seta azul). (E) Grupo tratado 4 (26,4 mgL™). Notar
hipertrofia em célula de revestimento da LP (cabeca de seta), edema na RI (circulo),
hiperplasia da RI (seta larga) e fusdo lamelar (estrela). (F) Grupo tratado 5 (30,8 mgL™).
Observar hipertrofia de célula do ER (seta azul), hiperplasia da RI (seta larga) e fusdo
lamelar (estrela). (G) Grupo tratado 5 (30,8 mgL ™). Notar congestdo (seta delgada preta) e
telangiectasia (seta vermelha) na LS, hiperplasia (seta larga preta) e edema na RI (circulo).
Coloragdo: HE. Barra: 50 pm (A), 5 um (B) e 30um (C — G).
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A frequéncia de ocorréncia de cada tipo de alteracdo branquial é apresentada na
Tabela 3.

Tabela 3. Frequéncia de ocorréncia de cada tipo de alteraciio branquial

Grupos C T1 T2 T3 T4 TS
Concentracdes 0mgL'  132mgL' 17,6mgL” 22,0mgL” 26,4mgL”' 30,8mgL’
Alteragoes Frequéncia de Ocorréncia
Destacamento do  0,88+0,342 1 1,00+0,516 1,670,985 1,71+0,914 1,25+0,463
ER * i
Edema e 0 0,13+0,342 0,500,730 0,33+0,492 1,29+1,204 0,75+0,463
afastamento na RI §
Hipertrofia de 0,750,447  0,88+0,342 1 1,83+0,937 2,43+0,514 1,50+0,926
células do ER ( § )
Hipertrofia de 0 0,88+0,957  0,75+1,00 0,17+0,389 0,14+0,363 0,25+0,463
células da RI *
Hiperplasia da RI 1 1,130,342  2,00+0,730 1,17+0,389 1,294+0,726 1,25+0,463
§
Fusio lamelar 0,75+0,447 1 1,63+0,719 0,50+0,522 0,86+0,663 1
§
Congestao (LS) 0,88+0,342 1,250,447 0,750,447 1,17+0,389 1,14+0,363 2,00%0,756
§
Telangiectasia 0,88+0,342  1,63+0,885 0,75+0,447 1,50+0,798 1 1
(LS) 7 :

Dados apresentados como média+DP.

C: controle; T: tratado.

* Valor significativo para p<0,10 pelo teste de Dunnett.
# Valor significativo para p<0,05 pelo teste de Dunnett.
§ Valor significativo para p<0,01 pelo teste de Dunnett.

Com base na analise comparativa, como mostrado em destaque (elipse) na tabela 3,
a hipertrofia de células do epitélio respiratério foi a alteragdo estatisticamente mais
significativa pelo teste de Dunnett quando comparada com as demais alteragdes registradas

em branquia.
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4.4.2. Pele

Os exemplares do grupo controle apresentaram o arranjo histolégico da pele com a
morfologia tipica para a espécie.

A epiderme se mostrou delgada, composta por camadas sobrepostas de células
epiteliais (Figuras SA — D). Nessa epiderme também foram observadas células mucosas
(Figuras 5A, C e D) e células “club” (Figuras 5C e D).

As células “club” (Cc) foram observadas distribuidas em todas as camadas da
epiderme.

As células mucosas (CM) apresentaram formato arredondado, com nucleo basal e
localizadas nas camadas superficial e intermedidria da epiderme (Figuras 5A, C e D).
Botdes sensitivos também foram observados na epiderme (Figura 5B).

A derme do pacu se mostrou composta por tecido conjuntivo frouxo na camada
superficial e por tecido conjuntivo denso modelado na derme profunda (DPr). Na derme se
observou a presenca de melandforos, isolados ou aglomerados em determinadas regides,
sendo que muitas vezes estdo dispostos em linha continua (Figura 5A). Notou-se a presenga
de escamas (Figuras 5A — D) e tecido muscular estriado esquelético (TM) localizado

imediatamente apds a DPr (Figura 5A).
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Figura 5 (A — B) Fotomicrografias das peles dorsal e (C — D) ventral de alevinos de pacu
do grupo controle. (A) Notar a integridade do epitélio de revestimento (elipse preta), a
presenca de CM e de melan6foros (setas azuis) na epiderme; e, sob a derme profunda
(DPr), notam-se melandforos dispostos de modo continuo e tecido muscular (TM). (B)
Observar um botdo sensitivo (circulo azul) no epitélio estratificado de revestimento e
escama (estrela). (C) Observar a presenca de CM e Cc (seta vermelha) entre as células
epiteliais que revestem este O0rgdo e escamas na derme (estrela). (D) Notar CM com

abertura para o exterior do 6rgdo e Cc (seta vermelha). Coloragdo HE. Barra: 30pum (A e C)
e 10um (B e D).
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Quanto ao arranjo estrutural observado na andlise histoldgica do tegumento dos
alevinos pertencentes aos grupos tratados (Figuras 6 e 7) foram observadas as mesmas
camadas e composi¢cdo celular descritas para o grupo controle. As Unicas alteragdes
observadas foram desarranjo do epitélio de revestimento e edema abaixo da escama (Figura
6B), caracteristicas essas observadas em 2 exemplares expostos as concentragdes de 26,4

mgL™" e 1 exemplar exposto a concentra¢io de 30,8mgL " de atrazina.

Figura 6 (A — D) Fotomicrografias da pele dorsal de alevinos de pacu dos grupos tratados
com 26,4mgL™" (A e B) ¢ 30,8mgL" (C e D) de atrazina. (A) Notar a integridade do epitélio
estratificado pavimentoso (elipse preta) bem como a presenca de Cc (setas vermelhas),
melan6foros (setas azuis) e escama na epiderme (estrela). (B) Observar que as células que
compdem o epitélio de revestimento (elipse preta) ndo se encontram dispostas de maneira
organizada como na figura 6A, além da presenca de edema (cabega de seta) abaixo da
escama (estrela). (C) Notar a presenga de CM e Cc (seta vermelha) na epiderme. Na derme,
também integra, presenga de escamas (estrela) e melanoforos (seta azul). (D) Notar a
integridade do ER (elipse preta). Detalhe para a CM, Cc (seta vermelha) e escama (estrela)
demonstradas na figura 6C. Coloragdo HE. Barra: 50um (A e C), 10um (B) e 30pum (D).
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Figura 7 (A — D) Fotomicrografias da pele ventral de alevinos de pacu dos grupos tratados
com 26,4mgL™" (A ¢ B) e 30,8mgL" (C e D) de atrazina. (A) Observar, além das Cc (seta
vermelha), integridade das células do ER (elipse preta) e escamas (estrela), a presenca de
um botdo sensitivo que faz contato com o exterior (circulo azul). (B) Detalhe do botdo
sensitivo demonstrado na figura 7A. Notar a presenca de uma célula de sustentacdo do
botdo com cromatina condensada e nucleo afilado (seta azul). (C) Observar a integridade do
epitélio estratificado pavimentoso (elipse preta), a presenca de CM, Cc (seta vermelha) e a
deposicdo de muco na superficie (seta preta) do mesmo. Na derme, uma escama (estrela).
(D) Notar um botdo sensitivo que faz contato com o exterior (circulo azul), uma escama em
processo de externalizagdo (estrela) e a deposicdo de muco na superficie (seta preta).
Coloragdo HE. Barra: 10um (A), Sum (B) e 30um (C e D).

28



5. Discussao

5.1. Determinacéio da CLsg

Em alevinos de pacu com peso médio de 5,06g + 0,31 a CLs para atrazina em 96h
de exposicio em sistema estatico foi de 28,58 mgL™. Entre os teledsteos de agua doce, ja
pesquisados, nota-se uma considerdvel variacdo nos valores obtidos de CLs para atrazina,
o que ocorre em fun¢do da maior ou menor sensibilidade da espécie a xenobidticos, do peso
ou tamanho dos exemplares, do tipo de ensaio (estatico ou semi-estatico) e, ainda, se no
ensaio as solucdes teste foram preparadas com a atrazina padrdo para andlise (98% pureza),
ou formulagdo comercial de herbicida contendo atrazina. Assim, em ensaios similares ao
realizado neste trabalho, com alevinos expostos a formulagdo comercial em sistema
estatico, os valores de CLs obtidos foram: 5,02 mgL'1 em tilapia, Oreochromis niloticus,
com comprimento entre 1,5cm e 3cm (Botelho et al., 2009) e 10,2 rngL'1 em jundia,
Rhamdia quelen, com peso médio de 15,7+3,3 g (Kreutz et al., 2008). Assim, o pacu
demonstrou ser mais resistente que essas espécies a mortalidade induzida pela atrazina,
contudo a andlise das alteracdes branquiais nos exemplares sobreviventes indicou sérios
danos que podem implicar em comprometimento da respiragdo e osmoregulagdo. Nesse
contexto, Neskovic et al. (1993) refor¢aram que a mortalidade como unico biomarcador de
contaminacdo aquatica ¢ de utilidade limitada, razdo pela qual ensaios de toxicidade, em

geral, empregam varios biomarcadores.

5.2. Analise anatomopatoldgica

As alteracdes anatomopatoldgicas mais significantes observadas em alevinos de
pacu expostos a atrazina foram: dilatacdo da regido ventral e dilatagdo do estdbmago com
presenca de liquido de aspecto claro e aquoso. A dilata¢do da regido ventral provavelmente

decorreu de edema e transudado na cavidade celomatica, bem como da dilatagdo do
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estdmago, neste caso possivelmente também decorrente de comprometimento vascular na

mucosa gastrica e outras tinicas que resultariam em acumulo de liquido na luz do o6rgéo.

Dilatacdo ventral também foi notada por Velisek ez al. (2008), em experimento de
intoxicagdo aguda (96h) pelo herbicida metribuzina (89,3 mgL™), da familia das triazinas,
em truta arco - iris, o que atribuiram a presenca de transudado na cavidade do corpo.
Segundo esses autores, o transudado aparentou resultar do escape de proteinas seguido de
danos em células epiteliais do tubulo renal, uma conclusdo baseada na presenca de
hipoproteinemia nestes peixes. De fato, Paiva (2010) também observou alteracdes renais,
como degeneracdo tubular, em alevinos de pacu expostos a atrazina, que poderiam

contribuir para a formagao de ascite.

Assim, a dilatagdo da cavidade celomadtica e do estdmago, em conjunto com a
hiperemia cutanea também notada em pacu, sugerem comprometimento vascular resultante
da acdo sistémica da atrazina, inclusive efeitos vasculares em mamiferos ja foram
associados a esse herbicida (Chan et al., 2007), porém em peixes e outros organismos

aquaticos ensaios mais especificos sdo necessarios para avaliar esta acdo da atrazina.

5.3. Analise histopatoldogica

5.3.1. Branquia

A morfologia branquial de alevinos de pacu descrita neste estudo apresenta os
mesmos aspectos gerais descritos para os teleosteos (Fernandes e Perna-Martins, 2001;
Vigliano et al., 2006; Garcia-Santos et al., 2007), bem como aspectos anatomicos descritos
para a espécie (Severi et al., 2000; Rudnicki, 2004; Cruz, 2005; Tagliaferro, 2009).

Segundo Mallat, 1985, a branquia em peixes ¢ um dos drgios mais sensiveis por
causa do seu contato intimo e continuo com a agua.

De fato, mesmo alevinos do grupo controle apresentaram alteracdes, embora
notadamente com ocorréncia pouco frequente quando comparadas as alteragdes descritas

nos grupos tratados. Estas alteracdes podem ter sido induzidas pela manipulagdo do
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material, durante a colheita e preparagdo do mesmo para analise histopatologica, bem como
pela presenca de cistos de parasitas. De fato, Barassa et al. (2012) descreveram para
Leporinus obtusidens alteragdes branquiais similares decorrentes da infec¢do por
mixosporideos, que sdo frequentemente encontrados em peixes de rios e de piscicultura
(Lom e Dykova, 2006).

As alteragdes histopatoldgicas branquiais observadas em decorréncia da intoxicagio
aguda induzida por atrazina em alevinos de pacu ocorreram apenas em filamentos e lamelas
branquiais. Assim, na regido interlamelar foi possivel observar edema e afastamento
epitelial, hipertrofia de células do epitélio interlamelar e hiperplasia; no epitélio respiratdrio
houve destacamento e hipertrofia celular; e, nas lamelas secundérias, congestio,
telangiectasia e fusdo lamelar. Varios outros estudos demonstraram efeitos similares em
branquias de peixes expostos a atrazina (Neskovic et al., 1993; Yang et al., 2010; Paulino,
2011) e outros agroquimicos (Oropésa-Jiménez et al., 2005; Dezfuli et al., 2006; Ramirez-
Duarte et al., 2008), indicando que estas alteracdes histopatologicas sdo caracteristicas de
injuria quimica, porém ndo permitem a direta associagdo com o agente indutor.

Quanto ao destacamento do epitélio respiratdrio e a fusdo lamelar, Mallat (1985)
comentou ser esta uma resposta adaptativa do organismo, pois o destacamento epitelial
aumenta a distancia entre o agroquimico e a corrente sanguinea; e a fusdo lamelar pode ser
uma medida de protecdo por diminuir a quantidade de areas superficiais branquiais
disponiveis. De fato, notou-se em pacu que estas alteracdes tornaram-se mais evidentes em
exemplares expostos as maiores concentracdes. Mallat (1985) também comentou que o
destacamento do epitélio respiratorio ocorre com mais frequéncia em peixes de dgua-doce
do que em peixes marinhos. Isso se deve ao fato dos peixes dulcicolas se mostrarem
hiperosmoticos em relagdo ao ambiente, facilitando o influxo de 4gua através da lesdo
epitelial, aumentando o volume do edema, e consequentemente o destacamento epitelial
(Machado e Fanta, 2003).

Ainda seguindo o raciocinio de lesdes adaptativas, no caso do edema interlamelar
observado em branquias de alevinos de pacu expostos a atrazina, ele pode ser resultado do

aumento da pressdo hidrostatica causada pela redug¢do do retorno venoso ou pelo aumento
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da permeabilidade vascular, ambos utilizados como mecanismo de prevencdo a entrada do
poluente na corrente sanguinea (Kumar et al., 2008).

A analise comparativa indicou a hipertrofia de células do epitélio respiratdrio como
a alterac@o histopatologica branquial mais significativa em alevinos de pacu tratados com
atrazina. Segundo Kumar et al., 2008, essa alteragdo pode, assim como a hiperplasia desse
tipo celular, ser considerada como uma adaptacio celular ao estresse.

Paulino (2011) também observou hipertrofia dessas células como uma das
alteragdes mais frequentes em curimbatd (Prochilodus lineatus), espécie da ictiofauna
brasileira, apds exposicdo aguda (48h) e cronica (14 dias). Este autor também comentou a
possibilidade desta alteragdo branquial ser decorrente de processo adaptativo.

Quanto a congestdo, este ¢ um processo passivo, resultante de um retorno venoso
ineficiente, como comentado acima. Assim, a obstru¢do venosa isolada pode causar
congestdo local. A congestdo do leito capilar estd intimamente relacionada com o
desenvolvimento do edema, de forma que congestdo e edema estdo quase sempre
associados (Kumar et al., 2008). Realmente, em branquias de alevinos de pacu, ambas as
alteragdes ocorreram concomitantemente.

Entre as alteragdes vasculares observadas em pacu a telangiectasia em lamelas
secundarias foi notada mesmo em exemplares expostos as menores concentracdes de
atrazina. Essa alteracdo também chamada de aneurisma lamelar resulta da ruptura no
sistema de células pilares com perda de sua capacidade de suporte do eixo vascular levando
a liberacdo de grande quantidade de sangue (vasodilatagdo) que empurra o epitélio
respiratorio para fora (Alazemi ef al., 1996; Garcia-Santos et al., 2007).

No tocante ao conjunto das alteragdes branquiais usualmente induzidas por
xenobiodticos, Kumar er al. (2008) apresentaram colocagdes interessantes quanto a questio
das adaptagdes patoldgicas, que vem de encontro aos comentarios de Richmonds e Dutta
(1989): estas respostas ao estresse permitem as células modular sua estrutura e fungéo
escapando, assim, da lesdo, nesse contexto as células podem alterar seu estado funcional em
resposta a um estresse de intensidade moderada. Segundo Pawert et al. (1998), as alteragdes
branquiais nio indicam somente um prejuizo do organismo em questdo, mas também sua

adaptacdo ao ambiente poluido.
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Dessa maneira, os resultados obtidos nas andlises anatomopatologicas (hiperemia
cutanea, exsudado na cavidade celomatica entre outros) e histopatologicas quando
comparados aos dados relatados na literatura, sugerem que o grau de comprometimento
vascular observado em pacu pode estar relacionado com acdo endotelial sistémica da
atrazina no organismo. Em peixes ainda ndo existe na literatura registro de ensaios
especificos para avaliar este efeito da atrazina ou de outros herbicidas, porém em
mamiferos ja ¢ referido o comprometimento vascular induzido por atrazina, particularmente
pela formulagdo comercial da mesma (Chan et al., 2007), exatamente a mesma formulagio
testada em pacu.

Finalmente, se pode inferir que em pacu as alteracdes branquiais, estabelecidas
primeiramente como medida de protecdo das fun¢des do 6rgdo, adquiriram um grau mais
elevado de comprometimento, verificado pelo aumento da frequéncia de ocorréncia de cada
alteracdo, em funcdo da exposi¢do as maiores concentragdes de atrazina, refletindo-se isto
em prejuizo funcional as branquias e até mesmo ao organismo como um todo. Assim, neste
trabalho a branquia se mostrou um biomarcador interessante e adequado para avaliacdo da

intoxicacdo aguda por atrazina.

5.3.2. Pele

Quanto a estrutura e organizagdo histoldgica da pele dos alevinos de pacu utilizados
nos experimentos, grupos controle e tratados, mostraram-se coincidentes com a descri¢@o

feita para esta espécie (Souza et al., 2003; Fujimoto et al., 2008).

Assim como as branquias, a pele dos peixes ¢ um dos drgdos em contato direto com
o ambiente aquatico e assim com qualquer composto ou substdncia presente no mesmo,
razdo pela qual neste trabalho buscamos verificar a validade de empregar a pele de pacu
como biomarcador de toxicidade induzida pelo herbicida atrazina. Porém, de maneira
distinta ao que ocorreu com as branquias, a pele ndo se mostrou um 6rgdo tdo sensivel a

atrazina mediante analise histopatoldgica de rotina.
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De forma similar ao que ocorreu no presente trabalho, outros autores também nao
identificaram alteragdes no tegumento de peixes frente as substincias testadas. Assim,
Velisek et al., 2008, ndo relataram alteracdo histopatologica em pele de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) juvenis apds exposicdo aguda a metribuzina, uma triazina
assimétrica. Yildirim et al., 2006, em experimento de toxicidade aguda em alevinos de
tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus L.) expostos ao deltametrin (inseticida piretroide

sintético) também ndo observaram alteragdes histopatoldgicas na pele.

Segundo Shephard, 1994, a pele de peixes € um tecido dindmico com combinagdes
celulares conhecidas por serem influenciadas por fatores incluindo estresse e condi¢des
ambientais. Porém, nas concentragdes testadas de atrazina e com as ferramentas
metodoldgicas empregadas a pele de pacu ndo refletiu alteragdes diante da presenca desse

xenobiotico.
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6. Conclusoes

1. A CLsy para atrazina em pacu foi de 28,58 mgL’, sendo este herbicida

considerado levemente toxico para esta espécie, quando se avalia o pardmetro mortalidade;

2. As analises anatomopatologica e morfoldgica indicaram que danos significativos
foram induzidos em pacu expostos a atrazina nas diferentes concentracdes testadas. Tais
resultados indicam que em ensaios ecotoxicologicos, ¢ fundamental associar varios

biomarcadores para avaliar os efeitos toxicos de um xenobidtico;

3. Dilataga@o da regido ventral e a dilatagdo do estdbmago foram comparativamente as

alteracdes anatomopatoldgicas mais significativas induzidas por atrazina em pacu;

4. O emprego de andlise semi-quantitativa para o registro das alteracdes
morfoldgicas em branquias se mostrou fundamental para avaliacdo do grau de severidade

das alteragoes;

5. A analise comparativa indicou a hipertrofia de células do epitélio respiratdrio
como a alterac@o histopatoldgica branquial mais significativa em alevinos de pacu tratados

com atrazina;

6. A pele ndo se mostrou um bom biomarcador na avaliacdo dos efeitos toxicos da
atrazina em pacu nas condi¢des avaliadas;

7. Em funcdo do conjunto de alteragdes observadas, a branquia foi o 6rgdo mais
comprometido pelas concentra¢des de atrazina avaliadas, sendo biomarcador mais indicado
quando comparado ao tegumento para estudos de toxicidade da atrazina em pacu;

8. Os efeitos da toxicidade da atrazina em pacu refor¢am a importancia de estudos
desta natureza para embasar medidas ambientais preventivas e reguladoras quanto ao uso

desse herbicida.
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ANEXO I

Todo o manejo dos peixes foi realizado de acordo com as normas da Comissao de
Etica na Experimenta¢io Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP, tendo sido o

presente projeto submetido e aprovado por essa Comissdo: (Protocolo n®. 1196-1).
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