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RESUMO

O estudo ecotoxicologico de qualquer pesticida utilizado no ambiente é fundamental
para o processo de regulamentacdo e a classificacdo quanto ao potencial de risco
ambiental. No ambiente aquatico, os agrotdéxicos podem alterar as variaveis fisico-
quimicas da 4gua ou ser toxica a biota, podendo interferir nas funcbes essenciais
deste ecossistema através da reducdo na diversidade de espécies. O paraquat é
utilizado para o controle de plantas daninhas terrestres e sua presenca € relatada
em muitas fontes de agua do mundo, sendo bastante utilizado na agricultura
brasileira. Assim, investigar a toxicidade deste herbicida em peixes nativos,
utilizando testes de toxicidade, € importante para avaliar os possiveis danos que o
xenobiodtico pode causar. O objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito da
exposicao do tambaqui ao herbicida paraquat por 96 horas (determinando a CLso-
96H), potencial genotdxico, parametros hematoldgicos e bioquimicos, integridade
histolégica da branquia, figado e rim nas concentracdes: controle, 10 mg.Lt, 15
mg.L?, 20 mg.Lt e 25 mg.Lt, e em 7 e 15 dias sem exposicdo ao paraquat
(controle, 10 mg.L?, 15 mg.Lt). A CLso-geH determinada para o tambaqui foi 26, 66
mg.L. O herbicida causou genotoxicidade (frequéncia de micronlcleos e anomalias
nucleares) nos animais expostos por 96 horas e nas recuperacdes por 7 e 15 dias.
Constatou altera¢des nos parametros hematolédgicos e no glicogénio dos tambaquis
expostos e mesmo apos o0 periodo sem exposi¢cado ao paraquat, verificou-se que os
animais nao reverteram os danos causados pelo herbicida.Observou-se também que
o herbicida causa diversos danos histologicos nas branquias (aneurisma, edema,
hipertrofia celular, hiperplasia), figado (hipertrofia celular, degeneragdo nuclear,
estagnacdo biliar, entre outras) e rim (aumento do lumen tubular, degeneracao
tubular, obstrucdo do lumen tubular) dos animais expostos por 96 horas, e mesmo
apos os periodos de recuperacédo estas alteracfes permanecem.

Palavras-chave: agrotéxico, ecotoxicologia, teledsteo, tambaqui.



ABSTRACT

The ecotoxicological study of any pesticide used in the environment is fundamental to
the regulatory process and classification as to environmental risk potential. In the
aguatic environment, agrochemicals can alter the physico-chemical variables of the
water or be toxic to biota, and may interfere with the essential functions of this
ecosystem through the reduction of species diversity. Paraquat is used for the control
of terrestrial weeds and its presence is reported in many sources of water in the
world, being widely used in Brazilian agriculture. Thus, investigating the toxicity of
this herbicide in native fish, using toxicity tests, is important to evaluate the possible
damages that the xenobiotic can cause. The objective of this work was to evaluate
the effect of exposure of tambaqui to the herbicide paraquat for 96 hours
(determining CLso9sH), genotoxic potential, hematological and biochemical
parameters, histological integrity of the gill, liver and kidney in the concentrations:
control, 10 mg L%, 15 mg.L?, 20 mg.L? and 25 mg.L?, and at 7 and 15 days without
exposure to paraquat (control, 10 mg.L', 15 mg.L 1). The herbicide caused
genotoxicity (frequency of micronuclei and nuclear abnormalities) in exposed animals
for 96 hours and in recoveries for 7 and 15 days. It was observed that the herbicide
caused several histological damages in the gills (aneurysm), and it was observed that
the herbicide did not reverse the damage caused by the herbicide. edema, cellular
hypertrophy, hyperplasia), liver (cellular hypertrophy, nuclear degeneration, biliary
stagnation, among others) and kidney (tubular lumen enlargement, tubular
degeneration, tubular lumen obstruction) of exposed animals for 96 hours, and even
after these changes remain.

Key-words: agrotoxic, ecotoxicology, teleosteo, tambaqui.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

A agricultura vem sendo praticada pela humanidade hd mais de dez mil anos,
ja o uso intensivo de agrotoxicos para o controle de pragas e doencas nas
plantacdes existe ha pouco mais de meio século. Diversas politicas foram
implementadas em todo o0 mundo para expandir e assegurar este mercado. O campo
de pesquisa agropecuéria voltou-se entdo para o desenvolvimento de sementes
selecionadas visando responder a aplicacdes de adubos quimicos e agrotdéxicos em
sistemas de monoculturas altamente mecanizados. Segundo seus promotores, esta
“‘Revolucao Verde” seria fundamental para derrotar a fome que assolava boa parte
da populagcdo mundial (LONDRES, 2011).

Segundo o0 Ministério do Meio Ambiente (MME, 2017) o Brasil € um dos
maiores consumidores de produtos agrotoxicos no mundo e sdo considerados
extremamente relevantes no modelo de desenvolvimento da agricultura no Pais.
Porém uso exagerado de agrotoxicos e a nao utlizacdo de praticas
conservacionistas comprometem a qualidade do solo, das aguas superficiais e
subterraneas, acarretando graves impactos ao meio ambiente e a saude humana
(CARNEIRO et al., 2012; IBGE, 2017).

O peixe Colossoma macropomum (tambaqui) € uma espécie nativa da fauna
brasileira e bastante apreciada na Regido Amazbnica, possui também grande
destaque na piscicultura continental em todo o Brasil, e € uma das principais
espécies nativa cultivada no pais (MENEZES et al., 2008; LOBO et al., 2015). A
espécie é considerada um peixe de grande porte podendo alcancar 1 metro de
comprimento e podendo pesar 30 kg (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998; ARAUJO-
LIMA; GOMES, 2005) sendo bastante utilizada em estudos toxicolégicos
(CASANOVA, 2008; SILVA et al., 2010).

O estudo ecotoxicolégico de qualquer pesticida a ser utilizado no ambiente &
fundamental para o processo de regulamentacdo e a classificacdo quanto ao
potencial de risco ambiental. A identificacdo do perigo e a avaliacdo da relagéo
concentragcéo-resposta sao etapas iniciais neste processo, sendo assim, os estudos
de toxicidade aguda s&o importantes na estimativa do risco ambiental (USEPA,
2002; PARMA de CROUX et al., 2002).
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No ambiente aquético, os agrotéxicos podem alterar as variaveis fisico-
qguimicas da agua, ou ser toxica a biota, podendo interferir nas funcdes essenciais
deste ecossistema através da reducdo na diversidade de espécies. Os peixes
podem entrar em contato com moléculas nocivas que possam estar presentes no
ambiente aquético por quatro vias: através da alimentacado, ingestdo de agua, pela
pele e/ou das branquias (HEATH, 1995). Como consequéncia, pode causar diversos
prejuizos ambientais, impactando desde moléculas, tecidos, 6rgaos, individuos e até
em comunidades (GRISOLIA, 2005).

O Paraquat é um herbicida pos-emergente utilizado no controle de ervas
daninhas em diversas culturas, principalmente de soja, café, abacaxi. E vem sendo
motivo de diversos debates a respeito de sua utilizacdo no Brasil, devido ao seu
potencial toxico e principalmente por ndo possuir antidotos em casos de intoxicagao,
além disso, sdo poucas as pesquisas que relacionem 0s possiveis impactos
ambientais que este agrotoxico pode causar em espécies nativas (MAPA, 2017).

Neste contexto, € essencial o estudo dos possiveis danos a saude que 0s
agrotoxicos, como o herbicida paraquat, podem causar a organismos nao-alvos,
além de contribuir nos processos de registros dos mesmos, assim como auxiliar na
determinacdo dos limites aceitaveis de determinado agrotéxico no meio ambiente,

na tentativa de minimizados riscos a poluicdo ambiental.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A crescente demanda pela producdo de alimentos no mundo e,
consequentemente de maiores &reas para cultivo, tem-se a necessidade da
utilizacdo de mecanismos para potencializar a atividade agricola, tais como a
utilizacao de pesticidas para controle de pragas que afetam as plantacdes (JURADO
et al.,, 2011). Os herbicidas sao bastante utilizados na agricultura no controle de
ervas daninhas, sendo produtos quimicos que podem fixar-se nos locais de
aplicacdo, ou ainda, ser lixiviados para as aguas superficiais, comprometendo a
qualidade deste ambiente e dos animais que dela dependem (AMARANTE JR.;
BRITO et al., 2002).

O estudo das respostas iniciais de animais expostos a contaminantes
ambientais pode ajudar a compreender e prevenir os efeitos nocivos que poderiam
ocorrer em nivel de organizacdo biolégica (OOST et al., 2003). Estas respostas sao
chamadas de biomarcadores e podem ser avaliadas em organismos nao-alvos,
podendo fornecer subsidios para a regulamentacdo do uso de produtos quimicos no
ambiente (MORAES, 2013).

Os biomarcadores podem ser definidos como variagcdes induzidas por
xenobibdticos em componentes ou processos celulares e bioquimicos, estruturas ou
funcdes que possam ser mensuraveis em um sistema bioldgico, eles precedem
alteracdes em niveis populacionais e podem ser considerados sinais antecipados de
alerta na andlise da qualidade do meio ambiente (SHUGART et al. 1992; TORRE et
al., 2007).

2.1 O herbicida Paraquat

O herbicida paraquat (1,1'-dimethyl- 4,4'-bipyridinium, férmula bruta: C12H14N2)
€ um sal solivel em agua que desseca rapidamente o tecido verde que entra em
contato, é amplamente utilizado na agricultura, ndo é inflamavel ou explosivo em

solucdo aquosa, ndo sendo volatil (PERON et al., 2003) (figura 1).
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Figura 1- Férmula estrutural do herbicida Paraquat. Fonte: ANVISA, 2007.
4 N

O Paraquat é utilizado para o controle de plantas daninhas em diferentes

paises e sua presenca € relatada em muitas fontes de 4gua do mundo (FILIZADEH,
2002; YE et al.,, 2002; GAO et al.,, 2010; ISMAIL et al., 2011). A aplicacdo do
herbicida é realizada na pos-emergéncia das plantas infestantes nas culturas de
abacaxi, algodédo, arroz, banana, batata, café, cana-de-acucar, milho, feijdo, maca,
Soja, trigo e uva e como dessecante da cultura de algodéo, arroz, batata, cana-de-
acucar, milho e soja (ANVISA, 2007).

E uma molécula aceptora de elétrons, que em plantas expostas a luz leva a
prejuizos fisiolégicos, com deplecdo de NADPH (fosfato de dinucleotideo de adenina
e nicotinamida) e inibicdo da fixagdo de COz, com consequente produgédo de
superoéxidos, os quais promovem a destruicdo de membranas (MARTINS, 2013). O
Paraquat age na presenca de luz, desidratando as partes verdes de todas as plantas
com as quais entra em contato, apés a aplicacdo a penetracdo ocorre quase
imediatamente (CENTRO, 2017).

Algumas pesquisas relatam que o Paraquat pode estar relacionado com a
Doenca de Parkinson, testes realizados em camundongos constataram que estes
animais apresentaram sintomas patolégicos semelhantes da doenca de Parkinson
apos exposicao ao herbicida, incluindo deposicdo intraneural de proteinas e a
degeneracdo seletiva de neurdnios dopaminérgicos, gerando disfuncBes motoras
como tremores de repouso e instabilidade postural (KATHTEEN; MAGUIRE-ZEISS,
2008).

Segundo a bula do paraquat este produto é altamente téxico para o ambiente
aguatico. Banaee et al. (2013) relatam que o contato do peixe com 0 paraquat pode
causar diversos disturbios a niveis bioquimicos, celulares, mudanca dos fatores
sanguineos, estresse oxidativo e lesao tecidual.

Assim, investigar a toxicidade deste herbicida em espécies de peixes nativos,
como uma das espécies ndo-alvo, € uma necessidade para monitorar e avaliar 0s

possiveis danos que o herbicida pode causar ao meio ambiente.
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2.2 Escolha da espécie

Para o presente estudo foram utilizados peixes da espécie Colossoma
macropomum, popularmente conhecidos como tambaqui, pertencente a classe
Actinopterygii, ordem Characiformes, familia Serrassalmidae (BUCKUP et al., 2007;
GOMES et al., 2010). E conhecida por outros nomes populares como cachama na
Venezuela e Coldbmbia, e gamitama no Peru, no rio Amazonas, o tambaqui é
comumente encontrado da foz do rio Xingu, no estado do Para, até o Médio rio
Ucaiali, no Peru (ARAUJO-LIMA; GOULDING 1998; BALDISSEROTTO; GOMES,
2005).

O tambaqui (figura 2) possui dentes molariformes bastante robustos o que lhe
favorece alimentar-se tanto de zooplancton quanto de frutos e sementes que caem
na agua no periodo de cheia dos rios (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998; ABELHA
et al., 2001; SANTOS et al., 2006). No ambiente natural o tambaqui € onivoro com
tendéncia a zooplanctéfago, na fase jovem, e frugivoro exclusivo na fase adulta
(SAINT-PAUL, 1984).

Figura 2 - Juvenil de tambaqui. Fonte: autor

O tambaqui é uma espécie bastante utilizada em testes de toxicidade, cuja
resposta a diversos tipos de estressores é conhecida, tendo demonstrado
sensibilidade a vérios xenobiontes, apresenta facil manutengcdo em laboratério e
aquisicao de alevinos (SANTOS et al., 2006).
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Alguns experimentos que utilizaram o tambaqui indicaram que essa espécie
ndo €é apenas importante na pesca e aquicultura, mas também um modelo
experimental adequado para o monitoramento da poluicdo de ecossistemas
aquaticos, tendo sido comumente utilizado como espécie-modelo para o
entendimento de processos fisiolégicos modulados por variaveis ambientais
(CASANOVA, 2008; SILVA et al., 2010).

2.3 Testes de toxicidade

Os peixes sd@o importantes vertebrados aquaticos utilizados em testes de
toxicidade (ALBINATE et al., 2009; HENARES et al., 2008; SALAZAR-LUGO et al.,
2009; MA et al., 2014), por serem animais sensiveis a alteracdes ambientais.

Os testes de toxicidade aguda tém sido utilizados para avaliacdo da
potencialidade toxica de moléculas em espécies ndo padronizadas. Estes estudos
se baseiam na relacdo existente entre os efeitos bioldégicos observaveis e a
concentragdo do produto toxico no ambiente (CONNELL, 1997). Geralmente sdo
realizados de 24 a 96 horas, onde o sistema de conduc¢ao dos testes poderéo ser o
estatico, semi-estatico ou de fluxo continuo (LOPES, 2005). Este método
proporciona resposta rapida em estudos sobre efeitos toxicos letais, e objetiva-se
determinar a concentracdo Média Letal (CLso) de uma substancia sobre algum
organismo experimental (COSTA et al., 2008).

2.4 Genotoxicidade

Os agentes genotoxicos sdo aqueles capazes de interagir com o DNA
alterando sua estrutura ou funcédo, e quando estas alteracfes se fixam de forma a
poderem ser transmitidas a geragcbes seguintes, denominam-se mutagdes. Estas
mutacOes ndo sdo sempre positivas a populacdo, podendo causar doencas tanto
para os individuos, quanto a seus descendentes, aumentando a incidéncia de
cancer, doencas hereditarias e neurocomportamentais, assim como efeitos
negativos a biodiversidade (UMBUZEIRO; ROUBICEK, 2006).

O teste de micronucleo que foi inicialmente desenvolvido por Schimid (1975),
€ recomendado para estudos de biomonitoramento ambiental, especialmente por

sua capacidade de detectar tanto agentes clastogénicos (quebra de cromossomos),
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guanto agentes aneugénicos (segregacédo cromossdmica anormal) (FENECH, 2000;
RIBEIRO et al., 2003). Também por se tratar de um método simples, confiavel,
sensivel e de baixo custo para analisar impacto biologico de ambientes aquaticos
poluidos (RUSSO et al., 2004), portanto, pode detectar a genotoxicidade de uma
ampla gama de compostos (HEDDLE et al., 1991).

Os micronucleos (Figura 3) sdo estruturas citoplasmaticas encontradas em
populacdes celulares em divisdo. Surgem quando cromossomos inteiros ou
fragmentos cromossdmicos ndo sdo incorporados as células filhas durante o
processo de divisdo celular. Sua formacédo pode ocorrer devido a varios mecanismos
como formacdo de fragmentos de cromossomos acéntricos, Cromossomos
multicéntricos, danos no cinetdcoro e defeitos nas fibras de fuso (MULLER et al.,
1996; UDROIU, 2006; VICARI, 2009).

Figura 3 - Formagé&o de micronucleo em célula mononucleada. Fonte: Terradas et al. (2010).
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Além da formacdo dos microndcleos, podem ocorrer outras anomalias
celulares, que se formam quando determinada quantidade de material fica
levemente atrasada na mitose fazendo com que o ndcleo ndo seja oval,
apresentando uma saliéncia de cromatina (BOMBAIL et al., 2001). Carrasco et al.
(1990) descreveram as alteragbes morfologicas encontradas em nucleos de
eritrocitos de peixes em: Blebbed: nicleos com uma pequena evaginacdo da
membrana nuclear, parecendo conter eucromatina ou heterocromatina (mais
escuro); Lobed: nucleos com evaginacdes mais largas do que as descritas para 0s
blebbed; Notched: nudcleos que apresentam um corte bem definido em sua forma;
Células binucleadas, contendo dois nucleos de tamanhos iguais.

Os micronucleos representam perda de cromatina em consequéncia de algum

dano cromossémico estrutural (fragmento) ou numeérico (cromossomo inteiro) ou
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ainda dano no aparelho mitético, sua presenca € um fenbmeno natural, porém as
exposicdes a compostos genotoxicos podem aumentar a frequéncia nas células
(SALVADORI et al., 2003).

2.5 Parametros hematoldgicos

A hematologia € uma das partes essenciais da toxicologia, onde todas as
ciéncias podem ser associadas e estimadas para determinar 0s possiveis riscos
para a saude animal e para o ambiente (EVANS, 2008). Os parametros
hematoldgicos sdo biomarcadores Uteis e sensiveis ao diagnoéstico de doencgas e
monitoramento fisiol6gico de peixes expostos a agentes tdxicos, pois podem
disponibilizar diversas informacdes acerca das respostas fisiologicas dos peixes a
estressores ambientais (ZHANG et al., 2007; ELAHEE; BHAGWANT, 2007).

A avaliacdo dos parametros hematolégicos pode ser favoravel no
monitoramento do nivel de salde dos peixes, visto que sua interpretacdo é
importante em relacdo aos fatores intrinsecos e extrinsecos que podem influenciar

as células e os valores quantitativos obtidos (CLAUSS et al., 2008).

2.6 Glicose e Glicogénio

Os estressores fisicos e quimicos podem causar diversas respostas nao
especificas nos peixes, podendo ser consideradas adaptativas, visando capacitar o
animal a lidar com as perturbagdes do meio ambiente (BARTON, 2002). Wendelaar
Banga (2008), afirma que os estressores induzem padrdes tipicos de ativacdo no
cérebro e no sistema enddcrino, aumentando a atividade cardiaca e respiratéria,
seguidas por estimulo da mobilizacdo energética.

Venturini (2010) relata que a exposicao de peixes a pesticidas pode levar a
uma reducdo dos niveis de glicogénio e glicose, ocasionando um aumento no
requerimento das fontes energéticas dos peixes expostos na tentativa de manter os

processos homeostasicos.
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2.7 Histopatologia causada por pesticidas

As anadlises histopatoldgicas sdo sensiveis para detectar efeitos diretos de
compostos quimicos em 6rgdos-alvo, como branquias, figado e rim (MAHARAJAN et
al., 2012; BENZE, 2013), uma vez que as analises microscopicas permitem
considerar semi-quantitativamente as lesdes histopatolégicas, possibilitando,
relacionar os danos encontrados com alteracdes em outros tipos de biomarcadores
em peixes (SCHWAIGER et al., 1997).

2.7.1 As branquias

As branquias atuam como um 6rgdo multifuncional que esta diretamente
envolvido nas trocas de gases respiratérios (O2/COz), regulacao ibnica e osmdtica,
no equilibrio &cido-base, na excrecdo de produtos nitrogenados e metabolismo de
xenobidticos (FERNANDES; MORON, 2014).

O fato de este 6rgdo funcionar como uma barreira entre 0 meio externo e
interno faz com que a morfologia branquial passe por constantes modificagbes
durante a adaptacdo do peixe as alteracbes ambientais. As branquias atuam como
orgao alvo dos peixes para 0s poluentes, por estarem em contato permanente com o
ambiente aquatico e apresentarem uma extensa area superficial (FLORES-LOPES;
THOMAZ, 2011).

2.7.2 Figado

O figado na maioria dos peixes teleésteos € composto por dois lobos, o lobo
direito que esta ao lado da vesicula biliar, e o lobo esquerdo préximo ao baco. As
células que o constituem s&o os hepatoécitos, células epiteliais dos ductos biliares,
macrofagos, células sanguineas e as células endoteliais. Os hepatodcitos sado as
principais células do figado, sdo poliédricas com um ou dois ndcleos grandes,
esféricos e centralmente localizados, com nucléolo evidente, e o citoplasma com
granulacdes e aspecto vacuolizado. O citoplasma das células hepaticas apresenta
aspecto variavel, dependendo do estado nutricional do individuo. (TAKASHIMA;
HIBIYA, 1995).
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As principais funcdes do figado s&o: conversdo de alimentos, estoque de
glicogénio, remocao e metabolismo de substancias quimicas estranhas no sangue,
formacédo da bile, sintese de proteinas plasmaticas, sintese do colesterol utilizado
nos horménios e membranas celulares, producdo de secrecbes exdcrinas e
metabolismo de horménios (HEATH, 1995). E um 6rgdo fundamental para o
metabolismo quando se considera a acdo dos poluentes quimicos sobre o peixe,
sendo o principal 6rgdo na biotransformacdo e excrecdo dos xenobibticos
(TAKASHIMA; HIBIYA, 1995).

Deste modo, muitos compostos quimicos como 0s agrotoxicos podem se
acumular no figado, de modo que suas células ficam expostas aos agentes quimicos
presentes no meio ambiente, alterando e comprometendo as funcdes hepéaticas
normais (HEATH, 1995) e, consequentemente afetando a salde dos animais
expostos (BENZE, 2013; BOTELHO, 2013).

2.7.3 Rim

Em peixes de agua doce a principal funcdo do rim € a excrecdo de uma
grande quantidade de urina diluida. Assim, a urina dos peixes dulcicolas é
abundante e com baixa concentracdo de eletrdlitos (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995).
Por receber grande fluxo sanguineo o rim pode ser considerado, tal como as
branquias, 6rgéo alvo para os poluentes (HINTON et al., 1992; EVANS, 1993).

O rim dos peixes teledsteos localiza-se dorsalmente, junto da coluna
vertebral, é divido em duas por¢des: rim cefalico ou a porcao anterior e a por¢cao
posterior. A porcao anterior do rim € homologa a adrenal de mamiferos e apresenta
dois tipos especiais de células, as células interenais e as células cromafins. A
porcdo posterior do rim dos teledsteos, em associacdo com as branquias e intestino,
realiza a excregdo e a manutencdo da homeostase dos fluidos corporais (EVANS,
1993).

Os rins compdem a principal rota de excre¢do para os metabdlitos de varios
xenobibticos os quais o peixe tenha sido eventualmente exposto (HINTON et al.,
1992), elimina produtos quimicos durante o curso de formacdo da urina, alguns
através da filtragdo glomerular, outros por reabsor¢cdo ou pelos processos de
secrecéo tubular (JOBLING, 1995; EVANS, 1993).
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Muitos xenobidticos presentes no sangue seriam pequenos o suficiente para
ser removidos pela filtracdo glomerular, porém estas substancias quimicas podem
estar ligadas as proteinas plasmaticas, reduzindo assim o processo de eliminacao
por este caminho, pois as proteinas plasmaticas séo retidas no glomérulo. Assim, a
excrecdo pela urina de muitos compostos quimicos € impedida pela afinidade as
proteinas (SPACIE; HAMELINK, 1985). Lesbes no tecido renal podem ser
indicacdes de toxinas especificas e assim podem ser utilizados como indicadores
para o monitoramento de efeitos de contaminantes (HINTON; LAUREN, 1990;
SCHWAIGER et al., 1997).
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CAPITULO 2

EFEITOS TOXICOS E GENOTOXICO DO HERBICIDA PARAQUAT NO
TAMBAQUI

RESUMO

O Paraquat € um herbicida pertencente ao grupo quimico dos bipiridilio e tem sua
classificacdo toxicoldgica | — extremamente toxico e classificacdo do potencial de
periculosidade ambiental Il — muito perigoso ao meio ambiente. Amplamente
utilizado em agricultura, ndo € volatil, explosivo ou inflamével. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da exposi¢cdo do tambaqui ao herbicida paraquat por 96
horas (CLso9sH, concentracdo subletal), o potencial genotoxico, parametros
hematolégicos e bioquimicos. Em concentracdes sub-letais (controle, 10 mg.L?, 15
mg.L 1), verificou-se a recuperagdo em 7 e 15 dias sem exposi¢cdo dos animais ao
paraquat. Apds as exposicdes ao herbicida, foi coletado sangue dos animais
(puncdo da veia caudal) para analises de glicose, parametros hematolégicos,
micronucleo e anomalias nucleares. Posteriormente os animais foram eutanasiados
para retirada de fragmentos musculares e do figado para quantificacdo do
glicogénio. A CLso-geH determinada para o tambaqui neste trabalho foi 26, 66 mg.L™.
O herbicida causou genotoxicidade (frequéncia de micronlcleos e anomalias
nucleares) nos animais expostos por 96 horas e nas recuperacdes. Constatou
alteracdes nos parametros hematol6gicos e no glicogénio dos tambaquis expostos e,
mesmo apos o periodo sem exposi¢cado ao paraquat, verificou-se que 0s animais nao
reverteram os danos causados pelo herbicida.

Palavras-chave: CL-so, glicogénio, glicose, hematologia, micronucleo.
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TOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF THE PARQUET HERBICIDE IN
TAMBAQUI

ABSTRACT

Paraquat is a herbicide belonging to the chemical group of bipyridylium and has its
toxicological classification | - extremely toxic and classification of environmental hazard
potential Il - very dangerous to the environment. Widely used in agriculture, it is not volatile,
explosive or flammable. The objective of this work was to evaluate the effect of tambaqui
exposure to the herbicide paraquat for 96 hours (CLse.06H, Sublethal concentration), genotoxic
potential, hematological and biochemical parameters. At sub-lethal concentrations recovery
was observed at 7 and 15 days without exposure of the animals to paraquat. After exposures
to the herbicide, blood from the animals (caudal vein puncture) was collected for glucose
analyzes, haematological parameters, micronuclei and nuclear anomalies. Later, the animals
were euthanized to remove muscle and liver fragments for quantification of glycogen. The
LCso-961 determined for tambaqui in this work was 26, 66 mg.L™. The herbicide caused
genotoxicity (frequency of micronuclei and nuclear abnormalities) in exposed animals for 96
hours and in recoveries. It found alterations in the haematological and glycogen parameters
of the exposed tambaquis and, even after the period without exposure to paraquat, it was
verified that the animals did not revert the damage caused by the herbicide.

Key-words: CL-s0, glycogen, glucose, hematology, micronucleus.
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1. INTRODUCAO

Em consequéncia do crescimento da populacgdo humana e do
desenvolvimento industrial, a producdo, o consumo e até mesmo a eliminacdo de
residuos aumentaram, originando maior poluicdo para 0s ecossistemas, sendo o
ambiente aquatico o mais atingido por poluentes, pois recebe direta e indiretamente
agentes quimicos provenientes da acdo antropica, comprometendo a qualidade
deste ambiente (JHA, 2008).

Herbicidas constituem uma categoria heterogénea de produtos quimicos
especificamente fabricados para o controle de plantas invasoras, podendo alcancar
0 ecossistema aquatico por meio do escoamento superficial do solo ou de forma
intencional, aplicados diretamente na agua (BOLOGNESI, 2003; TOMITA &
BEYRUTH, 2002).

O paraquat é um herbicida pos-emergente das plantas infestantes, com acao
nao-sistémica, utilizado para o controle de diversas ervas daninhas: Ageratum
conyzoides, Bidens pilosa, Digitaria sanguinalis, Echinochloa crusgalli, entre outras
(segundo a ficha de informagdo de seguranca do produto).Tendo em vista a
possibilidade de contaminacdo do ambiente aquatico por agentes tdxicos, tem-se a
necessidade de estudos que testem a toxicidade de xenobidticos em espécies
nativas, como por exemplo, o herbicida paraquat que possui alto potencial toxico, e
h& poucos estudos toxicologicos do herbicida em espécies da fauna brasileira.

O tambaqui foi escolhido como organismo teste para este trabalho por ser
uma espécie de peixe nativa da bacia amazbnica e amplamente utilizada na
piscicultura, tendo assim, importancia ambiental e econémica.

Este trabalho objetivou avaliar o efeito da exposicdo do tambaqui ao herbicida
paraquat por 96 horas (determinando a CLso-96H). Em exposi¢cdo sub-letais por 96
horas, avaliaram-se o potencial genotoxico do herbicida para a espécie, utilizando o
teste de micronucleo e anomalias nucleares, os parametros hematoldgicos, a glicose
sanguinea, o glicogénio hepatico e muscular. Verificou-se também a “recuperacao”
(apbs 7 e 15 dias sem exposicdo ao herbicida) dos animais anteriormente expostos

por um periodo de 96 horas.
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2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Morfofisiologia e
Bioquimica de Peixes Neotropicais da Universidade Federal do Tocantins, campus
de Araguaina - TO. O herbicida utilizado foi Paraquat (1,1 dimetil-4,4 bipiridilo),
pertencente ao grupo quimico: bipiridilo, cuja classificacdo toxicologica € I:
extremamente toxico e a classificacdo do potencial de periculosidade ambiental € II:
produto muito perigoso ao meio ambiente.

Juvenis de tambaqui (wt: 20,09 + 3,25 g; Lt: 10,9 + 1,25 cm) provenientes de
uma piscicultura da regido norte do Estado do Tocantins foram aclimatados por 30
dias em caixas de 1000 litros e alimentados com racdo comercial. Posteriormente
foram amostrados em aquarios de 70 litros (3 réplicas, n = 15) dotados de aeracéo
artificial continua, dois dias antes do inicio dos experimentos. Um dia antes do
experimento e durante o periodo experimental 0s animais permaneceram em jejum.
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Tocantins/TO (protocolo nimero: 23.0.005897/2016-09).

2.1 Teste de Toxicidade Aguda

Para a determinacéo da CLso-96H Utilizaram-se as concentracdes: controle, 10
mg.L %, 15 mg.L?, 20 mg.Lt 25 mg.L?, 30 mg.L? e 35 mg.L1(3 repeti¢cdes, n = 15).
Os animais foram distribuidos em aquarios de 70 litros, dotados com sistema de
aeracdo artificial constante, cada aquario contendo 5 animais, o sistema de
conducao dos testes foi 0 semi-estatico: a cada 24 horas ocorria a troca de 85% da
agua e adicionados novamente as respectivas concentracdes do herbicida em cada
aquario.

As variaveis fisico-quimicas da agua foram avaliadas diariamente, utilizando
termbémetro para aferir a temperatura e fitas Labcontest para o Ph, Oz, ambnia e
dureza. A mortalidade foi quantificada regularmente e os animais mortos retirados
dos aquéarios. O valor da CL s0-96h foi estimado pelo método Trimmed Spearman-
kaber (HAMILTONet al. 1977).
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2.2 Exposicao sub-letal do tambaqui ao Paraquat e posterior recuperacao de 7
e 15 dias.

Para a realizagao do experimento de exposicao sub-letal e recuperagao foram
utilizados juvenis de tambaqui distribuidos em aquarios de 70 litros dotados de
aeracao artificial continua. As concentracfes do herbicida testadas: controle, 10
mg.L? e 15 mg.L? (3 repeticdes, n = 15) em sistema semi-estatico. Apés o periodo
de exposicdo por 96 horas ao herbicida, os animais foram transferidos para aquéarios
com agua limpa e mantidos para as posteriores recuperacdes por 7 e 15 dias, sem
exposi¢do ao Paraquat.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), sendo trés
aquarios como controle da exposicdo 96 horas, seis aquéarios exposicdo 96 horas
(trés aquarios de 10 mg.L! e trés de 15 mg.L?); trés aquarios como controle da
recuperacdo 7 dias, seis aquarios para recuperacao 7 dias ap0s exposicao por 96
horas (trés aquarios de 10 mg.L* e trés de 15 mg.L™?); trés aquarios como controle
da recuperacdo 15 dias e seis aquarios para recuperacdo 15 dias apds exposicao
por 96 horas (trés aquarios de 10 mg.L* e trés de 15 mg.L1).

2.3 Micronucleo e anomalias nucleares

Coletou-se sangue pela puncdo da veia caudal com seringas contendo
anticoagulante EDTA apds exposicdo dos tambaquis por 96 horas e as
recuperacbes de 7 e 15 dias ao herbicida Paraquat. Foram selecionados
aleatoriamente 10 animais dos grupos: controle, 10 mg.L%, 15 mg.Lt, 20 mg.L? e 25
mg.L?; controle recuperacdo (7 e 15 dias), 10 mg.L* e 15 mg.L? (7 e 15 dias) e
confeccionadas 2 laminas de extensGes sanguineas por animal para andlise dos
micronucleos conforme descrito por Grisolia e Cordeiro (2000).

As laminas foram secas a temperatura ambiente durante 24 horas e
posteriormente fixadas em metanol por 15 minutos, coradas com Giemsa 5% por 7
minutos, e contados 2000 eritrocitos para cada animal e subsequente quantificacao
de microndcleos e anomalias nucleares, que foram expressas em porcentagem.
Para a classificagdo e verificagdo do teste de micronucleo, conforme descrito
Fenech (2000), o micronucleo devera ser até um terco menor que o nacleo principal,
nao tocar o nucleo, também ter a mesma intensidade de coloracédo e refringéncia do

ndcleo principal.
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As anomalias nucleares seguiram a classificacdo conforme descrito por
Carrasco et al. (1990). Foram quantificadas células binucleadas (dois nucleos de
tamanho iguais), células com nucleos “Bleebed” (evaginagdo do envelope nuclear, o
qual contém eucromatina), “Lobed” (evaginag¢des nucleares maiores que a do

“Bleebed”) e “Notched” (corte notavel no conteudo do envelope nuclear).

2.4 Hematologia

Aliquotas de sangue foram separadas para determinacdo do hematdcrito,
hemoglobina, RBC, determinacao dos indices hematimétricos, Volume Corpuscular
Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) e contagem diferencial de leucdcitos

conforme Ranzani-Paiva e colaboradores (2013).

2.5 Glicogénio

Para quantificacdo do glicogénio muscular e hepatico, apds insensibilizacédo
por sec¢do medular, 10 animais de cada tratamento foram submetidos a eutanésia e
coletaram-se fragmentos musculares (200 mg) e hepéatico (100 mg) que foram
coletadas e congeladas. Ap6s o0 descongelamento dos materiais, prosseguiram-se
os procedimentos para andlise de glicogénio. Aliquotas de tecido (musculo branco e
figado) foram transferidas para tubos de ensaio e adicionados KOH6N. Os tubos
foram encubados a 100 °C por 5 minutos até dissolucdo. Dessa mistura, 250 pL
foram transferidos para outro tubo contendo 3 mL de etanol 70%, agitados em
homogeneizador vortex por 5 minutos e adicionados 100 uL de Sulfato de Pétassio
(K2S0Oa4). O precipitado foi centrifugado e o sobrenadante, descartado por inverséao
do tubo. O precipitado foi re-suspendido e adicionado 2 mL de agua destilada. Em
seguida foi adicionado 500uL de fenol 4,1% e 2 mL de acido Sulfarico (H2SO4). As
amostras foram pipetadas em wuma placa e efetuou-se a leitura em
espectrofotometro Asys UVM 340 e absorbancia em 480 nm. A concentracdo de
glicogénio é expressa em pmols de glicosil-glicose g de tecido(adaptado de
DUBOIS et al., 1956; BIDINOTO et al., 1997).
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2.6 Glicose

Para a analise de glicose utilizou-se glicosimetro portatil One Duth. Coletou-
se sangue 10 animais por tratamento conforme descrito anteriormente e aplicado
uma gota a fita do glicosimetro, apds aproximadamente 3 segundos obtiveram-se o

resultado em mg de glicose por dL de sangue.

2.7 Andlises estatisticas

Para analise estatistica utilizou-se o programa computacional “Instat para
Windows”, aplicando Analise de Variancia ANOVA. A diferenca significativa entre os
valores dos animais expostos ao herbicida em relacdo ao controle foi avaliada pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. As mortalidades dos animais no decorrer das
96 horas foram quantificadas para determinacdo CLso9sn utilizando o método
estatistico Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Parametros de qualidade da 4gua
Ao longo do periodo experimental as variaveis fisico-quimicas foram

avaliadas e estiveram dentro dos valores aceitaveis para o cultivo de peixes,

conforme Moreira et al. (2001) e estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 Valores das variaveis fisico-quimicas da 4gua (média + SD) no teste de toxicidade aguda
em tambaqui exposto ao herbicida paraquat.

Concentracfes pH O2 (ppm) Dureza Amaodnia (ppm) Temperatura
de herbicida (ppm CaCOs) (°C)
Controle 7,20+ 0,50 6,50+0,90 50 0,005 £ 0,0005 26,50 + 0,50
10 mg.L? 6,80+£0,50 6,50+0,90 50 0,005 £ 0,0005 26,50 + 0,50
15mg.L? 6,70+ 0,40 6,20+£0,70 50 0,005 £ 0,0005 26,10 + 0,20
20 mg.L*? 7,10+0,10 6,20+0,80 50 0,005 + 0,0005 26,20 + 0,20
25mg.L* 6,80+ 0,50 6,20+0,80 50 0,005 + 0,0005 26,80 + 0,20
35mg.L? 6,50+ 0,50 6,20+0,80 50 0,005 £ 0,0005 27 +£0,20
35mg.L* 6+ 0,50 6+ 0,80 50 0,005 + 0,0005 26,80 + 0,20

Legenda: * indica diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo controle, teste de
Tukey (p < 0,05).
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3.2 Concentracdao letal média

A ClLso-96H do herbicida Paraquat para o tambaqui foi 26,66 mg.L™. Durante o
periodo experimental, morreram 2 animais na concentragdo de 25 mg.L™* e todos os
animais da concentracéo de 30 mg.L* e de 35 mg.L' de Paraquat.

Na figura 1 estdo representadas as porcentagens de mortalidade do
tambaqui, obtidas através das exposicdes realizadas ao Paraquat para obtencéo da
CLso9sh. A taxa de mortalidade aumentou com a elevacdo da concentragdo do
herbicida e o valor do coeficiente de regresséao linear foi R? = 0,7481 (figura 1).

Figura 1 Representacdo da relacdo mortalidade—concentracdo de paraquat para o tambaqui durante
a determinag&o da ClLso-96H. FONte: autor.
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A concentracdo letal média (CL-50) € um instrumento importante para a
avaliacdo toxicolégica, uma vez que fornece a concentracdo estimada que cause
50% de mortalidade em animais por um determinado periodo de exposicao,
normalmente, de 24 a 96 horas (TOMITA; BEYRUTH, 2002).

Babatunde et al. (2001) utilizando o mesmo herbicida, verificaram que a CLso-
96H Na tilapia (Oreochromis niloticus) foi de 11, 84 mg.L,valor menor do que o valor
encontrado neste trabalho. A Ficha de Informag0es de Segurancga do Produto (FISP)
e a Ficha de Informagfes de Produtos Quimicos do Paraquat (FIPQP), informa que
a Clso-9sH para a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) é de 55 mg.L™* e para peixe
zebra (Danio rerio) corresponde a 105,56mg.L* respectivamente, resultados bem

acima da CLso-96H (26,66 mg.L ') determinada no presente estudo.
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Henares e colaborados (2010) utilizando o herbicida Diquat, mesmo grupo
quimico bipiridilio, em trés espécies de peixes, observaram que a CLso-9shem piaucu
(Leporinus macrocephalus) foi de 26,22 mg.L™%, para a tilapia (Oreochromis niloticus)
a CLso-osh foi 37,28 mg.L! e para o pacu (Piaractus mesopotamicus) a CLso-osh dO
diquat foi de 82,72 mg.L!, evidenciando que as concentracdes letais medias variam
bastante conforme a espécie estudada.

A toxicidade de um determinado xenobiodtico depende da suscetibilidade dos
organismos a este agente toxico. Diferentes espécies possuem sensibilidades
diferentes de acordo com o0 seu aparato metabdlico, habitos alimentares e
comportamentais, fase de desenvolvimento, pois individuos jovens geralmente séao
mais suscetiveis aos agentes quimicos do que adultos, possivelmente em funcdo as
diferencas no grau de desenvolvimento e mecanismos de detoxificagdo que diversas
espécies possam ter (SILVA E SANTOS, 2007).

3.3 Micronucleo e anomalias nucleares

Foram encontrados microndcleos (MN) e anomalias nucleares nos eritrocitos
dos tambaquis expostos nas concentracdes de 10 mg.Lt, 15 mg.L?, 20 mg.L e 25
mg.L? por 96 horas. Durante o periodo de recuperagéo por7 e 15 dias, 0os animais
também apresentaram MN e anomalias. A figura 2 exemplifica eritr6citos normais no
grupo controle, MN e anomalias nucleares verificadas nos experimentos de

exposicao por 96 horas, recuperacao por 7 dias e recuperacgao por 15 dias.
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Figura 2 - Fotomicrografia dos eritrocitos do tambagqui, ilustrando eritrécitos normais, os microndcleos
e anomalias nucleares. Em (A) Eritrécitos normais (E), Grupo controle; (B) eritrocito com micronucleo
(setas), exposicao por 96 horas; (C) eritrocitos com MN (asterisco), eritrocitos com nicleo Notched
(seta), eritrocitos com nucleo Blebbed (cabeca de seta) exposicao por 96 e recuperacéo 7 dias; (D)
eritrocitos binucleados (setas), eritrocitos com nudcleo Lobed (cabeca de seta), exposicao por 96 e
recuperacado 15 dias. Coloracdo: Giemsa 5%. Barra em um. Fonte: autor.
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Os valores do micronicleo e anomalias nucleares do tambaqui apés

exposicao do herbicida Paraquat por 96 horas estdo expressos na tabela 2.

Tabela 2 Micronicleo e anomalias nucleares (média + SD) em eritrdcitos de tambaqui apos 96
horas de exposicdo ao herbicida paraquat (controle, 10 mg.L?, 15 mg.L1, 20 mg.L* e 25 mg.L1).

Controle 10mg.L? 15mg.L? 20 mg.L*? 25mg.L*?
Micronucleo (%) 1,50 £ 0,50 8,20 £ 1,50* 8 +£1,06* 9,95+1,80* 8,45+0,90*
Binucleada (%) 0,08 £ 0,08 1,12 + 0,33 1,41+ 0,50 2,45+ 0,90 2,04 +1,20
Blebbed (%) 0 0,66 + 0,19 0,62 + 0,10 0,41 + 0,10 0,58 £ 0,20
Lobed (%) 0 0,12 + 0,06* 0,79 = 0,20* 0,87 = 0,20* 0,79 £ 0,20*
Notched (%) 0,04 £ 0,04 1,16 £ 0,40 1,25+ 0,20 1,58 £ 0,50 1,25+ 0,40

Legenda: O (*) indica diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo controle, teste de
Tukey (p < 0,05).

Os valores do micronucleo e anomalias nucleares do tambaqui apos
exposicao do herbicida Paraquat por 96 horas e recuperacdo por 7 dias estédo

apresentados na tabela 3.

Tabela 3 Micronicleo e anomalias nucleares (média + SD) em eritrocitos de tambaqui apos 96
horas de exposicdo do tambaqui ao herbicida paraquat e recuperacéo 7.

Controle rec. 7 dias 10 mg.L'rec.7dias 15 mg.L'rec. 7 dias
Micronucleo(%) 0,25+ 0,10 2,20 £ 0,80* 2,85 + 0,80*
Binucleada(%) 0,15+ 0,10 1,05+ 0,30 1+£0,30
Blebbed(%) 0,10+ 0,10 0,50 + 0,20 0,55+ 0,10
Lobed(%) 0 1,40 + 0,40* 1,60 + 0,30*
Notched (%) 0,05 £ 0,05 0,35+ 0,25 0,40 £ 0,10

Legenda: O (*) indica diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo controle, teste de
Tukey (p < 0,05).

Os valores do micronicleo e anomalias nucleares do tambaqui apés
exposicao do herbicida Paraquat por 96 horas e recuperacdao por 15 dias estédo

apresentados na tabela 4.

Tabela 4 Micronicleo e anomalias nucleares (média + SD) em eritrdcitos de tambaqui apos 96
horas de exposicdo do tambaqui ao herbicida paraquat e recuperacgéo 15.
Controle rec.15 dias 10 mg.L'rec.15dias 15 mg.L* rec. 15 dias

Micronucleo(%) 0,40+ 0,10 1,10 + 0,30 1,50 + 0,30*
Binucleada(%) 0,30 +0,10 0,65+ 0,10 0,60 + 0,10
Blebbed(%) 0,30+ 0,10 0,90 + 0,10 0,70 + 0,20
Lobed (%) 0,15+ 0,10 0,40 + 0,10 1,25+ 1*

Notched (%) 0,40 + 0,20 0,75+ 0,20 1,10+ 0,25

Legenda: O (*) indica diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo controle, teste de
Tukey (p < 0,05).

Na exposicdo por 96 horas ocorreram diferengas significativa na frequéncia
de micronucleo e a anomalia Lobed em todos os tratamentos quando comparados

com o grupo controle. Nos periodos sem exposicao ao herbicida por 7 dias verificou-
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se diferenca significativa na frequéncia de micronucleo e a anomalia Lobed em todos
os tratamentos e em 15 dias sem exposicdo observa-se diferenca somente na
concentragdo de 15 mg.L?, quando comparada com o grupo controle.

Ateeq et al. (2002), relatam aumento significativo da frequéncia de
micronucleos e de células anormais em eritrécitos do peixe-gato (Clarias batrachus)
ap6s a exposicdo a outros herbicidas: 2,4-D (grupo quimico: Acido ariloxialcanéico)
e butacloro (grupo: Acidos Ariloxifenoxipropiénicos). Ventura (2004) relata que a
analise do bioensaio, utilizando Oreochromis niloticus, mostrou que as frequéncias
de células micronucleadas e portadoras de anormalidades nucleares, observadas
para diferentes concentracdes do herbicida atrazina (grupo: Triazina), foram
significativamente mais altas que as observadas para o grupo controle.

O herbicida paraquat foi genotéxico ao tambaqui nas concentragées 10mg.L?,
15 mg.Lt, 20 mg.Lt e 25 mg.Lt em periodo de 96 horas, e apoés o periodo de
recuperacdo sem o contato como xenobiotico, 0s animais ndo conseguiram reverter
este quadro completamente, visto que, somente 0S animais expostos a menor
concentracdo (10mg.LY) do herbicida apresentou reducdo das frequéncias de
micronucleos.

Russo et al. (2004), relatam a reducédo na frequéncia de micronucleo em peixes
gue foram retirados de areas contaminadas e levados para condi¢des laboratoriais
sem a presenca de contaminantes, quando comparados o0s resultados entre
amostras coletadas no momento da captura, demostrando a presenca de
mecanismos moleculares de reparo efetivo que determinam uma diminui¢cdo no dano

do DNA apds remocédo dos animais do ambiente contaminado.
3.4 Parametros hematoldgicos e indices hematimétricos

Os valores referentes a analise dos parametros hematoldgicos e os indices
hematimétricos estdo expressos na tabela 5. Houve diferenca significativa da
hemoglobina dos animais expostos a 20 e 25 mg.L' por 96 horas, quando

comparados ao grupo controle.
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Tabela 5 Parametros hematolégicos e indices hematimétricos do tambaqui exposto por 96 horas de
ao herbicida Paraquat (média + SD).

Controle 10 mg.L? 15mg.L? 20 mg.L* 25 mg.L?
Hct (%) 21,13 +£0,63 20,80 £ 0,61 23,60 £ 0,72 22 +0,51 21,20 £ 0,64
Hb (g/dL) 23,51 £0,94 22,10 £0,73 20,56 £ 0,51 19,75 £ 0,84* 19,06 + 0,80*
RBC(mm?3) 2,10 +£0,18 2,15+ 0,20 2,01 £0,20 1,82 +0,15 1,79 +0,15
VCM (fL) 112,69+ 11,70 110,62 +£12,60 132,70 £ 13 131,54 £ 10,50 127,72 + 8,80
HCM (pg) 127,77 + 14,80 118,06 13,60 117,60+12,80 117,90+ 10,30 116,80 10,20
CHCM(g/dL) 1,12 £ 0,06 1,04 £ 0,03 0,97 £ 0,03 0,98 £ 0,04 0,99 + 0,03

Legenda: O (*) indica diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo controle, teste de
Tukey (p < 0,05).

No periodo de recuperacdo por 7 dias ocorreu diminuicdo do CHCM dos
animais expostos a 10 mg.L? e nos valores da hemoglobina, VCM, HCM e CHCM na

concentragdo de 15 mg.L* quando comparados ao controle(tabela 6).

Tabela 6Parametros hematolégicos e indices hematimétricos do tambaqui ap6s exposicdo por 96
horas e recuperacéo por 7 dias ao herbicida Paraquat (média + SD).

Controle rec. 7 dias 10 mg.L'rec.7dias 15 mg.Lrec. 7 dias
Hct (%) 18,06 + 0,47 16,06 £ 0,50 16,93 £ 0,70
Hb (g/dL) 20,87 + 10 224+ 1 6,81 + 0,66*
RBC (mm?) 0,82 +0,10 0,90 £ 0,10 1,45 + 0,10*
VCM (fL) 305,01 +43 241,80 = 39 153,6 + 25*
HCM (pg) 365,20 + 59 326,50 + 53 70,15 + 43*
CHCM(g/dL) 1,16 £ 0,06 1,41 + 0,08* 0,40 + 0,04*

Legenda: O (*) indica diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo controle, teste de
Tukey (p < 0,05).

Na tabela 7 observa-se que ocorreu diferenca significativa na hemoglobina,
HCM e CHCM dos animais expostos a 15 mg.L* com 15 dias sem exposicédo ao
paraquat.

Tabela 7 Parametros hematolégicos e indices hematimétricos do tambaqui apds exposicio por 96
horas e recuperacéo por 15 dias ao herbicida Paraguat (média + SD).

Controle rec. 15 dias 10 mg.Ltrec. 15dias 15 mg.L'rec. 15 dias
Hct (%) 20,66 + 0,5 21,46 £ 0,90 18,46+ 1
Hb (g/dL) 20,69+1,4 22,05+ 10 7,04 £ 0,56*
RBC (mm?) 1,60 + 0,09 1,65+ 0,10 1,42 £ 0,10
VCM (fL) 136,87 + 10,50 137,91+ 10,81 143,64 + 13,7
HCM (pg) 140,72 + 15,10 136,26 + 125,30 54,69 + 7,10*
CHCM(g/dL) 1,02 £ 0,08 1,05 +0,06 0,39 + 0,02*

Legenda: O (*) indica diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo controle, teste de
Tukey (p < 0,05).

Na contagem diferencial de leucécitos, observou-se diferengca somente das
células LG-PAS em todos os tratamentos da exposicdo por 96 horas quando
comparados ao grupo controle. Os valores referentes a contagem de leucécitos

estdo relacionados na tabela 8.
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Tabela 8 Leucdécitos do tambaqui apos exposicéo por 96 horas ao herbicida Paraquat (média + SD).

(uL) Controle 10 mg.L*? 15mg.L? 20 mg.L? 25 mg.L?
LTs 42174 + 7568,70 21371 £6303,60 36551 + 7060,70 22468 + 3920,70 37394 + 10551
Tb 9603,80 £ 3266,60 7053,40 +2172,90 11018+ 2100,70 11866+ 3673 23926 + 6091,60
Lf 37903 £ 7072,9 19821 + 5849 35025 + 6640,60 21980 + 3865,80 35902 + 10016
Nt 1054,70 £+ 477,35 311,50 + 112,64 297,20 £ 152,26 35,90 £ 18,71 356,30 £ 198,94
Mt 647,90 £ 235,19 1013,80 + 570,48 665,50 + 372,85 325,20 £ 90,57 710,8 £ 353,09
Bs 427,20 +176,14 40,80 =21,20 13,90 + 13,90 55 197,20 £ 197,20
LG-PAS 4,20+ 1,30 1,10 £ 0,35* 1,40 £ 0,45* 0,50 = 0,31** 0,50 £ 0,22**

Legenda: Leucdcitos totais (LTs), trombdcitos (Th), linfocitos (Lf), neutrdfilos (Nt), mondcitos (Mt),
basoéfilos (Bs), Leucdcitos granulares — PAS positivo (LG-PAS). O (*) indica diferenca estatistica
significativa quando comparado ao grupo controle, teste de Tukey (p < 0,05).

Os valores referentes a série branca dos animais expostos ao Paraquat nao
diferiram estatisticamente em relacéo ao controle nas recuperacdes por 7dias, tabela
9.

Tabela 9 Leucécitos do tambaqui apés exposicdo por 96 horas e recuperacéo por 7 dias apos
exposicdo ao herbicida Paraquat (média + SD).

(uL) Controle rec. 7 dias 10 mg.Lrec.7 dias 15 mg.L rec. 7 dias
LTs 60045 £ 17192 88971 + 16095 67479 = 16596
Tb 10894 + 3141,40 24013 + 7664 8933,20 = 2390,50
Lf 54899 + 15524 84855 + 15551 64365 + 16033
Nt 1590,80 + 683,68 936,90 + 459,87 855,50 + 513,05
Mt 1362,70 £ 775,58 1660,20 £ 703,60 760,20 + 395,07
Bs 601 + 387,55 86 + 86 553,80 + 196,48
LG-PAS 1992,60 + 702,22 1433 £ 271,80 944,80 + 296

Legenda: Leucdcitos totais (LTs), trombdcitos (Tb), linfécitos (Lf), neutrdfilos (Nt), mondcitos (Mt),
basoéfilos (Bs), Leucdcitos granulares — PAS positivo (LG-PAS). O (*) indica diferenca estatistica
significativa quando comparado ao grupo controle, teste de Tukey (p < 0,05).

Os valores referentes a série branca dos animais expostos ao Paraquat nao
diferiram estatisticamente em relacdo ao controle nas recuperacdes por 15 dias,

estando estes apresentados na tabela 10.

Tabela 10 Leucdcitos do tambaqui apds exposicéo por 96 horas e recuperacéo por 15 dias apos
exposicdo ao herbicida Paraquat (média + SD).

(uL) Controle rec. 15 dias 10 mg.L*rec. 15 dias 15 mg.L'rec. 15 dias
LTs 60045 + 17192 94213 + 14929 67479 £ 16596

Tb 20713 + 7299,70 25730 + 8118,50 17029 + 8010,30
Lf 54085 + 15443 88815 + 14776 62449 + 15385

Nt 1499 + 643,94 1489,10 + 681,74 1623,80 + 642,10
Mt 1017 + 400,73 1759,20 + 684,40 1506,20 £+ 579,10
Bs 920,40 + 403,88 308,90 + 207,57 420,20 + 182,20
LG-PAS 2523,80 + 734,90 1927,50 + 388,64 1480,50 + 510,90

Legenda: Leucécitos totais (LTs), trombdcitos (Tb), linfocitos (Lf), neutréfilos (Nt), mondcitos (Mt),
baséfilos (Bs), Leucdcitos granulares — PAS positivo (LG-PAS). O (*) indica diferenca estatistica
significativa quando comparado ao grupo controle, teste de Tukey (p < 0,05).

A hemoglobina dos animais expostos por 96 horas a 20 e 25 mg.L™* foi menor,
gquando comparados ao grupo controle. Safahieh et al. (2012) relatam reducéo no
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hematécrito, hemoglobina e nos indices hematimétricos do peixe Benny
(Mesopotamichthys Sharpeyi) apds exposicédo ao Paraquat por 96 horas (0,37mg.L™,
0,74 mg.Lt e 1,11 mg.L1), e que estas alteracdes nos animais expostos reduzem o
transporte de oxigénio, podendo interferir no crescimento, sobrevivéncia e até na
reproducao dos animais.

Em relacédo a outros pesticidas, Kopriuci e colaboradores (2006) observaram
em seu estudo que o catfish (Silurus glanis) exposto a 1 mg.L* do inseticida OP
diazinon (grupo dos organofosforados) por 96 horas apresenta, além de reducdo na
hemoglobina total, redu¢cdo do RBC, hematdcrito, VCM, HCM e CHCM, estando
atribuidas a acado interruptora do xenobidtico no tecido eritropoiético, causando
reducado na sintese de eritrécitos na medula 6ssea e anemia nos animais expostos.

Segundo Clauss et al. (2008), mudancas hematologicas associadas ao
estresse podem permanecer durante dias, mesmo depois da remocdo do agente
estressor. Venturini (2010) relata diminuicdo do HCM em pacus apés 7 dias de
recuperacdo a exposicdo ao Triclorfon (grupo quimico: organofosforado) e
diminuicdo nos valores do hematdcrito apos 14 dias de recuperacdo, indicando
anemia microcitica, relacionando esta alteracéo a exposi¢cao anterior ao xenobidtico.

Kori-Siakpere e colaboradores (2007) diferentemente dos resultados
encontrados neste trabalho, verificaram aumento leucocitario em Clarias gariepinus
(catfish) ap6s exposicdo a doses sub-letais de Paraquat por 96 horas. Também
verificaram reducdo nos paradmetros hematoldgicos, tais como hematdcrito,
hemoglobina, RBC, e nos indices hematimétricos VCM, HCM, CHCM, causando
anemia e comprometendo a homeostasia dos peixes expostos. Esta resposta
anémica podera ser um resultado da inibicdo da producéo de eritrécitos pelo agente
toxico (SAMPRATH et al., 1993; SAHENY E JOHAL, 2000; PATNAIK E PATRA,
2006).

3.5 Glicogénio e Glicose

Na tabela 11 estdo apresentados os valores do glicogénio hepatico,
glicogénio muscular e glicose sanguinea dos animais expostos ao paraquat por 96

horas.
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Tabela 11 Glicogénio hepatico, glicogénio muscular e glicose do tambaqui ap6s exposi¢io por 96
horas ao herbicida Paraguat (média + SD).
Controle 10 mg.L? 15mg.L? 20 mg.L* 25 mg.L?

Glicogénio 76,21 + 4,20 74,38 £ 6,70 73,09 £ 7,80 71,63+5,20 67,22+8,10

Hepatico:

Glicogénio 18,92 + 2,30 17,09 + 1,50* 10,35+ 0,42* 10,30+ 0,30* 10,91 + 0,30*

Muscular,

Glicose» 27,85+ 2,76 38,14 + 5,60 39,57 £ 4,60 33+3,80 31,14+ 2,10
Legenda: 1umol de glicosil-glicose g de tecido?, 2- mg de glicose dL! sangue. O (*) indica diferenca
estatistica significativa quando comparado ao grupo controle, teste Tukey (p < 0,05).

Os valores do glicogénio hepatico, do glicogénio muscular e da glicose dos
tambaquis apds 7 dias sem exposicdo ao herbicida paraquat estdo expressos na
tabela 12.

Tabela 12 Glicogénio hepatico, glicogénio muscular e glicose do tambaqui apos exposi¢do por 96
horas e recuperacdo por 7 dias apds exposicao por 96 horas ao herbicida Paraquat (média + SD).

Controle Rec. 7 dias 10 mg.L*Rec. 7dias 15 mg.L'Rec.7 dias
Glicogénio hepatico: 41,18 +5,10 37,12+ 2,70 37,42 + 4,09
Glicogénio Muscular; 15,69 £ 0,70 15,74 £ 0,80 15,01 £ 0,80
Glicose; 35,8 +£4,50 46,90 £ 9,50 35,806

Legenda: 1-pumol de glicosil-glicose g de tecido, 2-mg de glicose dL* sangue. O (*) indica diferenca
estatistica significativa quando comparado ao grupo controle, teste Tukey (p < 0,05).

Os valores referentes ao glicogénio hepatico, muscular e a glicose dos
tambaquis apds 7 dias sem exposicdo ao herbicida paraquat estdo expressos na
tabela 13.

Tabela 13 Glicogénio hepatico, glicogénio muscular e glicose do tambaqui apos exposi¢do por 96
horas e recuperacdo por 15 dias apds exposicao por 96 horas ao herbicida Paraquat (média + SD).
Controle Rec. 15dias 10 mg.L'Rec. 15dias 15 mg.L*Rec. 15 dias

Glicogénio hepatico: 47,12 + 2,30 21,92 + 1,50* 22,02 + 1,50*
Glicogénio Muscular; 11,06 + 0,47 7,81+2,20 6,11 + 2,04*
Glicose; 28,12+ 4,10 25,87+45 22,62 + 2,06

Legenda: 1-umol de glicosil-glicose g de tecido, 2-mg de glicose dL* sangue. O (*) indica diferenca
estatistica significativa quando comparado ao grupo controle, teste Tukey (p < 0,05).

Ocorreu diferenca significativa no glicogénio muscular dos animais expostos
ao herbicida paraquat por 96 horas em todas as concentracfes quando comparadas
ao grupo controle. Apés 7 dias sem exposicao ao herbicida ndo se observa diferenca
significativa no glicogénio hepatico, muscular e na glicose sanguinea. Porem apos
15 dias sem exposicdo ao herbicida verifica-se que houve diferenca estatistica
significativa nos valores do glicogénio hepatico e muscular comparados com o

controle, e isto pode estar relacionado ao periodo de exposicdo ao herbicida, haja
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vista que, o grupo controle foi mantido nas mesmas condigbes dos tratamentos,
exceto pelo fato de estarem em agua sem contaminacao.

Os carboidratos sdo usualmente a fonte primaria de energia em casos de
estresse, a exposicdo a pesticidas pode causar reducdo tanto nos niveis de
glicogénio muscular quanto glicogénio hepatico (HORI et al., 2006). No presente
estudo observou-se reducdo nos niveis de glicogénio muscular dos tambaquis
expostos por 96 horas ao xenobidtico, indicando um processo de glicogendlise,
sendo utilizado como fonte energética no tecido muscular.

Venturi (2010) relatou em seu trabalho que o pacu reduziu os niveis de
glicogénio hepético e muscular apds exposicdo por 96 horas ao organofosforado
trichlorfon, e mesmo apds sete dias de recuperacdo ao herbicida, os animais
permaneceram com os indices de glicogénio baixo, o autor relaciona este resultado
ao processo de glicogendlise, pois a glicemia estava elevada e, apdés 14 dias de
recuperacdo ha um aumento no glicogénio, retornando aos niveis do controle,
associando assim a um processo de recuperacdo. Diferentemente, no presente
estudo a glicose nado alteou significativamente, possivelmente por estar ocorrendo
glicogendlise no figado, fator este que pode ter mantido estes resultados para a

glicose nos animais.

4. CONCLUSAO

A CLso-96 1 do herbicida paraquat para o tambaqui foi de 26,66 mg.L™.

O herbicida foi genotéxico aos animais e mesmo apoés as recuperacdes ndo
foi possivel reverter completamente este quadro, pois ainda havia alta frequéncia de
microntlcleo e anomalia Lobed na concentracdo de 15 mg.L! apds a recuperacéo
por 15 dias. O Paraquat causou reducdo na hemoglobina dos animais expostos e
durante o processo de recuperacdo os parametros hematolégicos demostraram-se
alterados. Observou reducédo nas células LG-PAS dos animais expostos por 96
horas. O glicogénio muscular ap0s exposi¢cdo por 96 horas e apos 15 dias de
recuperacdo e o glicogénio hepético diminuiram significativamente. Nao houve
recuperacdo dos animais expostos ao herbicida paraquat, pois mesmo apos a
retirada do herbicida do ambiente por 7 e 15 dias 0s animais permanecem com 0S
valores do micronucleo, anomalias nucleares, hematologia e glicogénio alterados,
demonstrando assim que 0s animais nao conseguiram reverter as alteragdes citadas

anteriormente.
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CAPITULO 3

HISTOPATOLOGIA DO FIGADO, BRANQUIA E RIM DO TAMBAQUI APOS
EXPOSICAO AO HERBICIDA PARAQUAT

RESUMO

O herbicida paraquat é utilizado no controle de ervas daninhas que afetam diversas
plantacdes. Objetivou-se avaliar histologicamente a integridade da estrutura
branquial, figado e rim no tambaqui apds exposicdo por 96 horas ao herbicida
paraquat (controle, 10 mg.L, 15 mg.L%, 20 mg.L? e 25 mg.Lt), 7 e 15 dias sem
exposicdo ao herbicida nas concentracées (controle, 10 mg.L* e 15 mg.Lt). Apés os
experimentos, realizaram-se andlises histopatologicas nas branquias, figado e rim
dos animais. Observou-se que o herbicida causa diversos danos a histolégicos nas
branquias (aneurisma, edema, hipertrofia celular, hiperplasia), figado (hipertrofia
celular, degeneracdo nuclear, estagnacao biliar, entre outras) e rim (aumento do
lumen tubular, degeneracdo tubular, obstrucdo do lumen tubular) dos animais
expostos por 96 horas, e mesmo apls os periodos de recuperacdo 0s animais néo
conseguiram reverter as alteracfes nestes 6rgaos.

Palavras-chave: paraquat, histologia, tambaqui.
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HISTOPATHOLOGY OF LIVER, GUN, AND RIB OF TAMBAQUI AFTER
EXPOSURE TO THE HERBICIDE PARAQUAT

ABSTRACT

The herbicide paraquat is used to control weeds that affect various crops. The
objective of this study was to evaluate histologically the integrity of the branch, liver
and kidney structure in tambaqui after 96 hours exposure to the herbicide paraquat
(control, 10 mg.L?, 15 mg.L?%, 20 mg.L* and 25 mg.L?), 7 and 15 days without
exposure to the herbicide at the concentrations (control, 10 mg.L* and 15 mg.L™?).
After the experiments, histopathological analyzes were performed on the gills, liver
and kidney of the animals. It was observed that the herbicide causes several
histological damages in the gills (aneurysm, edema, cellular hypertrophy,
hyperplasia), liver (cellular hypertrophy, nuclear degeneration, biliary stagnation,
among others) and kidney (tubular lumen enlargement, tubular degeneration, of the
tubular lumen) of the exposed animals for 96 hours, and even after the recovery
periods the animals were unable to revert to changes in these organs.

Key-words: paraquat, histology, tambaqui
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1. INTRODUCAO

O herbicida paraquat € um sal solivel em agua que desseca rapidamente
todo o tecido verde no qual entra em contato, largamente utilizado em agricultura,
nao € volatil, explosivo ou inflamavel em solucdo aquosa (PERON et al., 2003). O
contato do peixe com o paraquat pode causar distirbios no nivel de atividade de
diversas enzimas envolvidas em atividades bioquimicas, alteragcdo dos fatores
sanguineos e lesao tecidual (BANAEE et al., 2013).

As branquias, o figado e o rim sdo Orgaos vitais para 0s peixes, por estarem
relacionados com respiracdo, osmorregulacdo, metabolismo bioquimico, excrecao e
manutencdo da homeostase dos fluidos corporais, respectivamente. Portanto,
alteracdes nestes orgdos comprometem o funcionamento normal do organismo e
podem ser utilizadas para o monitoramento ambiental (MEYER; HENDRICKS, 1985;
SCHWAIGER, 2001; GERNHOFER et al., 2001).

Para o presente estudo foram utilizados peixes juvenis de Colossoma
macropomum, popularmente conhecidos como tambaqui. Essa espécie é o segundo
maior peixe de escamas da América do Sul (GOULDING; CARVALHO, 1982). E
uma espécie cuja resposta a diversos tipos de estressantes € conhecida,
demonstrando ter sensibilidade a uma vasta gama de xenobiontes (ARANHA, 2013;
CUNHA 2014).

Objetivou-se avaliar histologicamente a integridade do epitélio branquial,
figado e rim no tambaqui apdés 96 horas de exposicdo ao herbicida paraquat e
recuperacédo de 7 e 15 dias sem exposi¢cao ao herbicida nas concentracdes .

2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Morfofisiologia e
Bioquimica de Peixes Neotropicais da Universidade Federal do Tocantins, campus
de Araguaina - TO. Juvenis de tambaqui provenientes de uma piscicultura da regiao
norte do Estado do Tocantins foram aclimatados por 30 dias em caixas de 1000
litros e alimentados com ragc&o comercial.

Posteriormente juvenis de tambaquis (wt: 20,09 + 3,25 g; Lt: 10,9 £ 1,25 cm)
foram amostrados em aquérios de 70 litros (3 repeticbes, n = 15) dotados de
aeracao artificial constante. Um dia antes do experimento e durante todo o periodo

experimental os animais permaneceram em jejum. Esta pesquisa foi aprovada pelo
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Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Federal do
Tocantins/TO (protocolo niumero: 23.0.005897/2016-09).

O herbicida utilizado foi o Paraquat (1,1 dimetil-4,4 bipiridilio), grupo quimico —
bipiridilio, nas concentracées por 96 horas foram: grupo controle, 10 mg.LY,
15 mg.L?%, 20 mg.L?t, 25 mg.L 2,30 mg.L* e 35 mg.L. O sistema de condugéo dos
testes foi 0 semi-estatico.

Apoés a exposicao por 96 horas, realizaram-se dois experimentos: exposicao
por 96 horas/recuperacao por sete dias e exposi¢cado por 96 horas/recuperacdo por
quinze dias. As concentragdes em ambos foram: controle, 10 mg.Lt e 15 mg.L™.
Todos os aquarios continham aeragéo artificial.

2.1 Histopatologia das branquias, figado e rim

Apbs os experimentos de 96 horas de exposi¢do, recuperagcdo por 7 e 15
dias, os animais foram coletados e insensibilizados por sec¢do medular e efetuou-se
a eutanasia e retirada das branquias, figado e rim para analise histopatologica. Os
tecidos foram fixados em bouin, posteriormente, as amostras foram desidratadas em
banhos sucessivos de &lcool (80%, 90%, 95%, e 100%) e clarificadas em xilol
(FERNANDEZ et. al.,, 2011). Foram confeccionados cortes seriados de 5um de
espessura para confeccdo de laminas e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE),
para analise em microscopia de luz (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

Todas as secdes foram analisadas usando imagens obtidas em um
microscépio LEICA ICC50HD conectado a um computador pelo o programa LAZ 2.0.
Para andlise das alteracfes histopatoldgicas foram utilizados 7 animais (escolhidos
aleatoriamente) de cada tratamento. Nas branquias, as alterac6es foram analisadas
nos filamentos e lamelas usando 5 campos aleatérios e 10 lamelas por campo em
aumento de 40x. No figado e no rim, realizou a analise em 5 campos em aumento
de 100x.

A analise histopatolégica nas branquias, figado e rim foi avaliada por dois
métodos semi-quantitativos: Valor Médio de Alteracbes (VMA) e pelo indice de
Alteracbes Histolégicas (IAH). O célculo do (VMA) é baseado na incidéncia de
lesdes, de acordo com Schwaiger et al. (1997). Para tanto, atribuiu-se um valor

numérico para cada animal conforme a escala: grau 1 (auséncia de alteragédo
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histopatolégica), grau 2 (ocorréncia de les6es pontualmente localizadas) e grau 3
(lesbes amplamente distribuidas pelo 6rgéo).

Para avaliar a severidade das alteracdes nas branquias, no figado e no rim
utilizou-se o indice de Alteracdes Histologicas (IAH) segundo Poleksic e Mitrovic-
TutundZic (1994), onde cada alteracgéao foi classificada em graus progressivos quanto
ao comprometimento das funcdes teciduais: estagio |, alteracbes que néao
comprometem o funcionamento do 6rgao; estagio Il para alteracbes mais severas
gue comprometem o funcionamento 6rgdo, mas sao reversiveis; e estagio lll, para
as alteracdes mais graves que comprometem de forma irreversivel o funcionamento
do 6rgdo. Um valor de IAH foi calculado para cada animal, de acordo com a formula:
IAH = (1x ZI) + (10 x ZII) + (100 x ZIIl), onde ZI, Il e lll correspondem ao numero de
alteracdes de estagio I, Il e lll respectivamente. Os valores de IAH entre 0 e 10
indicam funcionamento normal do tecido; entre 11 e 20 indicam danos leves ao
orgdo; entre 21 e 50 indicam danos moderados; de 51 a 99, danos severos e

maiores que 100 indicam danos irreversiveis no tecido.

2.2 Anélises Estatisticas

Os dados foram apresentados como a média + erro padrdo da média. Para os
resultados do VMA e IAH foram realizadas Andlise de Variancia: ANOVA (seguida
pelo Teste de Dunnett), utilizando o software GraphPad Instat v 3.00 para Windows
95® e GraphPad Prisma v 5.00 (GRAPHPAD INSTAT, 1998). Para diferencas

significativas, foi considerada a probabilidade de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Branquias

Varias alteracdes foram observadas nas branquias do tambaqui exposto ao
Paraquat. Na tabela 1 estdo apresentadas a frequéncia de ocorréncia das alteracdes
histopatolégicas e a classificacdo quanto ao grau de severidade e comprometimento

da fungao branquial encontradas nos animais expostos por 96 horas.
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Tabela 1 Frequéncia das alteracdes histopatoldgicas nas branquias de do tambaqui exposto por 96
horas ao herbicida Paraquat.

Alteracio Estagio Controle 10mg.L' 15mg.L?' 20mg.L?! 25mg.L?
Hiperplasia I 0 0+ + 0 +
Hipertrofia I 0 0+ 0+ 0 0+
Fuséo parcial I 0 0 0+ 0 0
Deslocamento epitelial I 0 0 0 0+ 0
Edema I 0 0 0 0+ 0
Aneurisma Il 0 0 0 0+ 0+

Legenda: 0 = alteracdes ausentes; 0+ = alteracdes raramente frequentes; + = alteracfes frequentes;
++ = alteracBes muito frequentes; +++ = alteracdes extremamente frequentes.

Na tabela 2 estdo apresentadas as frequéncias das alteracdes
histopatolégicas e a classificacdo quanto ao grau de severidade e comprometimento
da funcdo branquial do tambaqui exposto ao Paraquat por 96 horas e 7 dias sem

exposicao ao herbicida.

Tabela 2 Frequéncia das alteracdes histopatolégicas nas branquias de do tambaqui exposto por 96
horas ao herbicida Paraquat e recuperacao por 7 dias.

Alteracdo Estagio Controle 10 mg.L? 15 mg.L? rec.
rec. 7 dias rec. 7 dias 7 dias

Hiperplasia I 0 0 +

Hipertrofia I 0 + +

Legenda: 0 = alteracdes ausentes; 0+ = alteracdes raramente frequentes; + = alteracbes frequentes;
++ = altera¢cBes muito frequentes; +++ = alteragcbes extremamente frequentes.

A tabela 3 apresenta as alteracbes observadas nas branquias do tambaqui

exposto ao Paraquat por 96 horas e 15 dias sem exposi¢cao ao herbicida.

Tabela 3 Frequéncia das alteracdes histopatoldgicas nas branquias de do tambaqui exposto por 96
horas ao herbicida Paraquat e recuperacéo por 15 dias.

Alteracdo Estagio Controle 10 mg.L? 15mg.L?
rec. 15 dias rec. 15 dias rec. 15 dias
Hiperplasia I 0 0 +
Hipertrofia I 0 + +
Deslocamento epitelial I 0 + +
Edema I 0 + +

Legenda: O = alteracBes ausentes; 0+ = alteracBes raramente frequentes; + = alteracBes frequentes;
++ = altera¢cBes muito frequentes; +++ = alteracbes extremamente frequentes.

A branquia é o sitio da respiracdo, osmorregulacao, regula o equilibrio acido-
base, realiza a excrecdo de residuos nitrogenados, além do controle neural e
hormonal (EVANS; PIERMARINI; CHOE, 2005). Assim, uma vez que estdao em
contato direto com agua, substancias toxicas, como por exemplo, pela presenca de
agrotoxicos podem facilmente interferir na morfofisiologia deste orgdo (CAPKIN et.
al., 2010; BENZE, 2013).
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Apbs 96 horas de exposi¢do do tambaqui ao paraguat observaram-se lesfées
de estagio | e I, leves a moderadas, mas que podem comprometer o funcionamento
normal do 6rgéo, dentre estas destacasse a hiperplasia que ocorreu com frequéncia
nas branquias dos animais. Em 7 dias sem exposicdo ao herbicida verificou-se
lesbes de estagio | (leves): hipertrofia ocorreu com frequéncia na concentracdo de
15 mg.L? e hiperplasia em 10 mg.L. As alteracdes branquiais ap6s 15 dias sem
exposicdo ao herbicida também foram de estagio |. hiperplasia, hipertrofia,
deslocamento epitelial e edema, podem comprometer o funcionamento normal do
orgao.

A hiperplasia, também encontrada nas branquias dos peixes expostos ao
paraquat, caracteriza-se pelo aumento na proliferacdo das células e a hipertrofia
celular caracteriza-se pelo aumento no volume celular, ambas podem levar a fuséo
das lamelas e, mais raramente, dos filamentos (HEATH, 1987; HINTON et al., 1992).

Deslocamento epitelial caracteriza-se pela elevacdo de uma lamina continua
do epitélio lamelar para longe do sistema de células pilares, aumentando assim a
distancia entre o meio externo e o sangue. Ocorre a formacdo de um espaco que
pode ser preenchido por &gua, podendo levar a formacdo de um edema
(WENDELAAR BONGA, 1997; THOPHON et al., 2003). Esta alteracdo é
interpretada como uma reacdao inicial das branquias ao estresse quimico, causado
por uma variedade de xenobidticos. O deslocamento epitelial diminui a
vulnerabilidade da éarea superficial das branquias, entretanto, pode prejudicar a
eficiéncia das trocas gasosas e transporte i6nico (MALLAT, 1985; WINKALER et al.,
2001).

As lamelas branquiais dos tambaquis expostos também apresentaram
alteracdo vascular: o aneurisma, que normalmente resulta do colapso do sistema de
células pilares, prejudicando a integridade vascular com a liberacdo de grande
guantidade de sangue que empurra o epitélio lamelar para fora (HEATH, 1987;
HINTON; LAUREN, 1990).

Banaee et al. (2013) utilizaram o herbicida Paraquat no peixe gourami
(Trichogaster trichopterus) e observaram que ap0s exposicdo 0s animais
apresentaram hiperplasia, fusdo lamelar e necrose, afirmam ainda que estas lesbes
se intensificam conforme aumentam as concentragdes do herbicida. Henares et al
(2008) observaram a frequéncia de lesdes nas branquias (deslocamento epitelial,

hiperplasia e fusdo lamelar) do pacu exposto por 96 horas ao herbicida utilizando o
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herbicida Reward (grupo quimico Bipiridilio). Estas altera¢des indicam a reducdo da
eficiéncia da lamela branquial em realizar suas funcdes fisiologicas, pois estas
lesbes histopatoldgicas descritas podem causar danos a integridade funcional da
branquia (MALLATT, 1985).

O indice de Alteracdes Histopatoldgicas (IAH) e o Valor Médio de Alteractes
(VMA) das branquias do tambaqui expostos ao paraquat por 96 horas, 7 e 15 dias

de recuperacao estédo apresentados na figura 1.

Figura 1- Valores médios do IAH e VMA nas branquias do tambaqui exposto ao herbicida paraquat.
Exposicao por 96 horas, exposi¢do por 96 horas e recuperacao por 7 dias e exposicao por 96 horas e
recuperacdo por 7 dias. Dados sdo as médias * erro padrdo. Considerou-se diferenca significativa
p <0, 05, teste Dunnet. (*) diferenca significativa em relacdo ao controle. Fonte: autor.

15
* x *
* 2.0
10
- 15
=
5 1.0
0.5
o=/
T T T T
~ ~ ~
N N v
& & &

VMA

0,6

~
NG

ST e 5 ¥ & &S
< < < <
§ °d§ 8 N L W
96 horas exposigédo 96 horas exposicdo
15 *
3 * *
[ i
10 I 2
E <
=% =
=
5 1
0 | . I . . 0 < o N
< ~ ~ o s N
(o > > d§ rs"b ’\"’@
@;@" \Q@Q \ﬁ(@ S
< 7 dias Recuperacéo
7 dias Recuperagédo
15 * 3 .
_|_ »
T 1
10 | 2
z ]
=< > —_—
’ I_—l—_l '
Q', N ~ % > >
& & g = & &
d§~ »S‘é\ \"é\ c’cfé@ > N
G

15 dias Recuperagédo 15 dias Recuperagéo

O IAH branquial do tambaqui apds exposicdo por 96 horas ao paraquat
apresentou diferenca significativa em todas as concentragdes, quando comparadas

ao grupo controle. Durante o periodo de recuperagcao por 7 e 15 dias o IAH foi
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significativamente diferente somente na concentracdo de 15 mg.L?. N&o houve
diferenca significativa do VMA na exposi¢cao por 96 horas, porém nas recuperacoes
de 7 e 15 dias houve diferenca significativa quando comparados ao grupo controle.

Os indices de altera¢des histopatologicas revelam a distribuicéo de frequéncia
das alteracbes e o estado de funcionamento ou comprometimento dos érgaos
estudados (SCHWEIGER et al.,, 1997). O IAH foi significativo em todas as
concentracdes na exposicdo por 96 horas e na concentracdo de 15 mg.L?, tanto na
recuperacdo por 7 dias quanto na recuperacdo por 15 dias. As lesBes no tecido
branquial encontradas no tambaqui exposto ao paraquat foram leves a moderadas,
mas que podem comprometer o funcionamento normal do érgao.

No presente trabalho, algumas alteracBes encontradas nas branquias do
tambaqui podem ser consideradas adaptativas, pois diminuem a superficie de
contato das lamelas com a 4gua e consequentemente com o xenobibtico. Porém
estas alteracdes observadas, como hiperplasia, deslocamento do epitélio e edema,
podem reduzir a eficiéncia da lamela branquial em realizar suas funcdes fisioldgicas
e, de acordo com Fanta et al. (2003) estas alteracdes reduzem a absorcdo de
oxigénio, devido ao aumento da distancia da difusdo gasosa nas branquias. Na
figura 2 estdo representados o grupo controle e as principais alteracdes nas
branquias dos animais expostos ao herbicida Paraquat.
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Figura 2- Fotomicrografia das alteracdes histopatolégicas mais frequentes nas branquias do
tambaqui expostos ao herbicida Paraquat. (A) grupo controle, flamento branquial sem alteracdes —
lamela secundaria (seta LS) e lamela primaria (seta LP); (B) exposicdo 96 horas e recuperagéo por
15 dias, descolamento epitelial das lamelas (setas) edema (asterisco); (C e D) exposi¢do por 96
horas, aneurisma (seta) hiperplasia celular (cabeca de seta); (E) exposicdo por 96 horas e
recuperacdo por 7 dias, Hipertrofia (seta); (F) exposicdo por 96 horas e recuperacdo por 7 dias,
hiperplasia das células da lamela secundaria (setas). Coloracéo HE. Barra em pm. Fonte: autor.
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3.2 Figado
A frequéncia de ocorréncia das alteracdes histopatolégicas e a classificagdo

guanto ao grau de severidade e comprometimento da funcdo hepatica verificadas

Nnos animais expostos por 96 horas ao paraquat estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 Frequéncia das alteragdes histopatoldgicas no figado do tambaqui exposto por 96 horas
ao herbicida Paraguat.

Alteracdo Estagio Controle 10mg.L?* 15mg.L?' 20mg.L?' 25mg.L?
Hipertrofia nuclear I 0 0 0+ 0+ +
Nucleo na periferia da célula I 0 0 0+ + +
Hipertrofia celular I 0 0+ 0+ 0+ +
Vacuolizacao citoplasmatica I + +++ +++ +++ +++
Dilatacdo dos Sinusoides I 0 0+ 0+ 0 0
Estagnacéo biliar Il + ++ +++ +++ +++
Congestéao vascular Il 0 0+ 0+ + 0
Degeneracao nuclear Il 0 0+ 0+ 0+ 0+
Auséncia de nucleo Il 0+ ++ ++ ++ ++

Legenda: O = alteracBes ausentes; 0+ = alteracBes raramente frequentes; + = alteracbes frequentes;
++ = altera¢gBes muito frequentes; +++ = alteracfes extremamente frequentes.

A frequéncia de ocorréncia das alteracfes histopatologicas e a classificacao
quanto ao grau de severidade e comprometimento da fungcéo hepatica encontradas
nos animais na recuperacgao por 7 dias estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 Frequéncia das alteragbes histopatolégicas no figado de do tambaqui exposto por 96
horas ao herbicida Paraquat e recuperacéo por 7 dias.

Controle 10 mg.L? 15mg.L?
Alteracéo Estagio rec. 7dias  rec. 7 dias rec. 7 dias
Hipertrofia nuclear I 0 + +
Nucleo na periferia da célula I 0 ++ ++
Vacuolizacéo citoplasmética I 0 0+ 0+
Estagnacao biliar Il + ++ ++
Degeneracdo nuclear Il 0 0 0+

Legenda: 0 = alteracdes ausentes; 0+ = altera¢des raramente frequentes; + = alteracdes frequentes;
++ = altera¢cBes muito frequentes; +++ = alteracbes extremamente frequentes.

A frequéncia de ocorréncia das alteracdes histopatolégicas e a classificagdo
guanto ao grau de severidade e comprometimento da funcdo hepatica encontradas
nos animais na recuperacgao por 15 dias estdo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6 Frequéncia das alteracdes histopatoldgicas no figado de do tambaqui exposto por 96
horas ao herbicida Paraquat e recuperacéo por 15 dias.

Con. Rec. 10 mg.L? 15mg.L?
Alteracéo Estagio 7 dias Rec. 7 dias Rec. 7 dias
Nucleo na periferia da célula I 0 +++ ++
Vacuolizacao citoplasmatica I 0 0+ 0+
Estagnacao biliar Il 0 ++ ++

Legenda: O = alteracdes ausentes; 0+ = alteracdes raramente frequentes; + = alteracbes frequentes;
++ = alteracBes muito frequentes; +++ = alteraces extremamente frequentes.

Durante a exposicao por 96 horas ao paraquat os tambaquis apresentaram
uma série de alteracbes histolégicas de estagio | e Il no figado. As alteracdes
hepaticas encontradas nos tambaquis foram: hipertrofia nuclear, hipertrofia celular,
ndcleo na periferia da célula, vacuolizacéo citoplasmaética, dilatacdo dos sinuséides,
estagnacao bilar, congestao vascular, degeneracdo nuclear e auséncia de nucleo.

Os tambaquis expostos ao Paraquat por 96 horas e recuperacdo por 7 dias
apresentaram alteracfes histologicas de estagio | e Il no figado. As mais frequentes
foram: hipertrofia nuclear, nucleo na periferia da célula, estagnacdo bilar,
respectivamente.

Apés o periodo de recuperacdo por 15 dias os tambaquis apresentaram
algumas alteracfes histologicas de Estagio | e Il no figado. As lesdes observadas
nos hepatdcitos dos tambaquis ap6s o periodo de 15 dias sem exposicdo ao
Paraquat foram: ndcleo na periferia da célula, e estagnacéo biliar.

Hipertrofias celulares e nucleares e auséncia de nucleo indicam a grande
atividade da célula em decorréncia da presenca de algum composto quimico ou
auséncia de alguma substancia (MEYER; HENDRICKS, 1985; HINTON et al., 1992,
TAKASHIMA; HIBIYA, 1995) podendo resultar em necrose (FANTA et al., 2003;
TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Alteragdes como degeneracdo nuclear pode indicar
disfungdes induzidas por algum agente téxico, uma vez que areas metabolicamente
ativas do figado ficam reduzidas, levando a uma possivel reducéo geral nas funcdes
desempenhadas por este 6rgdo (HINTON; LAUREN, 1990; HINTON et al., 1992;
TAKASHIMA; HIBIYA, 1995; TEH et al., 1997).

A estagnacao biliar, ou colestase introhepatocitica, se caracteriza pelo
acumulo de bile nos hepatdcitos em forma de granulos amarelo-castanho no
citoplasma, ocorre em funcdo de uma mudanca no metabolismo do 6rgéao, podendo
comprometer o metabolismo de lipideos (PACHECO; SANTOS, 2002). Tal alteragéao

foi observada com frequéncia nos tambaquis expostos ao Paraquat. Esse acumulo
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de bile indica possiveis danos ao metabolismo hepatico em peixes de ambientes
naturais poluidos (MELETTI; ROCHA,; SILVA, 2004; CASTRO et al, 2014; SANTOS
et al., 2014) e submetidos a testes com herbicidas (FANTA et al., 2003).

Ma e Li (2015) verificaram que a carpa (Cyprinus carpio) apresentou
hipertrofia dos hepatdcitos, vacuolizacdo citoplasmatica apos exposi¢do ao herbicida
Paraquat. Henares e colaboradores (2008) observaram que a tilapia (Oreochromis
niloticus) exposta ao herbicida Diquat (grupo quimico bipiridilio) apresentaram
alteracdes histopaldgicas no figado: desarranjo da organizacdo cordonal, hipertrofia
dos hepatdcitos, picnose nuclear, deslocamento do nucleo para a periferia das
células. A mudanca, na granulagéo citoplasmatica dos hepatécitos, provoca reducao
da eficiéncia do figado podendo causar o mau funcionamento de outros 6érgaos
levando o peixe a morte.

O Indice de Alteracbes Histopatoldgicas (IAH) e o Valor Médio de Alteracbes
(VMA) hepaticodo tambaqui expostos ao paraquat por 96 horas, 7 e 15 dias de

recuperacao estao apresentados na figura 3.



69

Figura 3 - Valores médios do IAH e VMA no figado do tambaqui exposto ao herbicida paraquat.
Exposicdo por 96 horas, exposi¢éo por 96 horas e recuperacao por 7 dias e exposicéo por 96 horas e
recuperacdo por 15 dias. Dados sao as médias + erro padrdo. Considerou-se diferenca significativa
p<0,05. (*) diferenc¢a significativa em relagéo ao controle. Fonte: autor.
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Apos exposicao do tambaqui por 96 horas e nas recuperacdes ao Paraquat o
IAH ndo apresentou diferenca significativa, quando comparadas ao grupo controle.
Houve diferenca significativa do VMA em todas as concentragdes na exposi¢cao por
96 horas, e nas recuperagbes de 7 e 15 dias ndao houve diferenca significativa
guando comparadas ao grupo controle.

Os valores de VMA hepéatico obtidos para o tambaqui exposto ao herbicida
indicou a ocorréncia de lesdes pontuais a amplamente distribuidas. Houve diferenca
estatistica significativa do VMA em todas as concentragdes na exposicdo por 96
horas, e nas recuperacbes de 7 e 15 dias ndo houve diferenca estatistica

significativa quando comparadas ao grupo controle. Os valores do IAH dos animais



70

expostos ao herbicida por 96 horas e as recuperagdes diferiram estatisticamente do
grupo controle.

A concentracdo de xenobidticos no figado, a excrecdo desses agentes ou de
seus metabdlitos através da bile ou até mesmo a converséo dessas substancias nos
hepatécitos, podem ocasionar lesbes neste 6rgao causando complicacbes graves
para o metabolismo do organismo (HEATH, 1987; HINTON et al., 1992). Por isso,
estas alteracbes histopatolégicas sdo biomarcadores eficientes que indicam a
exposicdo prévia do animal a estressores presentes no ambiente (HINTON;
LAUREN, 1990; HINTON et al., 1992).

Na figura 4 esta representada a imagem do figado do grupo controle e as
imagens das principais lesGes verificadas no figado dos animais expostos ao

herbicida paraquat.
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Figura 4 - Fotomicrografia das alteragGes histopatolégicas mais frequentes no figado d do tambaqui
expostos ao herbicida Paraquat. (A) grupo controle, arranjo cordonal dos hepatocitos (traco),
sinuséides (setas), hepatécitos (area circular), célula de Kupffer (cabeca de seta). (B) grupo controle,
hepatocitos (area quadricular), célula de Kupffer (seta); (C) exposigdo por 96 horas, vacuolizagdo
citoplasmatica (seta branca), estagnacao biliar (setas), auséncia de nucleo (cabeca de seta); (D)
exposicdo por 96 horas, degeneracdo nuclear (seta branca) estagnacéo biliar (seta); (E) exposicéo
por 96 horas e recuperagdo por 7 dias, hipertrofia celular (seta), vacuolizacdo citoplasmatica
(asterisco); (F) exposicéo por 96 horas e recuperagéo por 15 dias, estagnacao biliar (seta), nacleo na
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3.3 Rim
A frequéncia de ocorréncia das alteracdes histopatolégicas e a classificagdo

guanto ao grau de severidade e comprometimento da funcdo renal encontradas nos

animais expostos por 96 horas ao paraquat estédo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 Frequéncia das alteragdes histopatoldgicas no rim de do tambaqui exposto por 96 horas
ao herbicida Paraguat.

Alteracao Estagio Controle 10mg.L' 15mg.L' 20mg.L?' 25mg.L?
Nucleo picnético I 0 0+ 0+ 0 0
Hipertrofia das células tubulares I 0 + + 0 ++
Obstrucao tubular I 0+ + ++ 0+ +
Dilatacao dos vasos sanguineos I 0 0 0 0 0+
Presenca de novos néfrons I 0 0 + 0 +
Degeneracéo tubular Il 0 0 0 +++ +

Legenda: 0 = alteracdes ausentes; 0+ = alteracdes raramente frequentes; + = alteracdes frequentes;
++ = altera¢cBes muito frequentes; +++ = alteracbes extremamente frequentes.

A frequéncia de ocorréncia das alteracfes histopatologicas e a classificacao
guanto ao grau de severidade e comprometimento da fungéo renal encontradas nos

animais no periodo de recuperacédo por 7 dias estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 Frequéncia das alteracdes histopatoldgicas no rim de do tambaqui exposto por 96 horas
ao herbicida Paraquat e recuperacéo por 7 dias

Con.rec. 10mg.L? 15mg.L?
Alteracéo Estagio 7dias  rec.7dias rec.7dias

Hipertrofia das células tubulares I 0 0+ ++
Desorganizacgéao tubular I 0 0+ ++
Nucleo picnético I 0+ + 0+
Presenca de novos néfrons I 0 + 0
Obstrucéo tubular I + ++ +++
Dilatacao dos capilares glomerulares I 0 0 +
Aumento do lGmen tubular I 0 0+ 0
Degenerac¢éo nuclear das células tubulares Il + + +
Degeneracéo tubular Il 0 0 0+

Legenda: O = alteracBes ausentes; 0+ = alteracBes raramente frequentes; + = alteracdes frequentes;
++ = altera¢cBes muito frequentes; +++ = alteracbes extremamente frequentes.

A frequéncia de ocorréncia das alteracdes histopatolégicas e a classificagdo
guanto ao grau de severidade e comprometimento da funcéo renal encontradas nos

animais no periodo de recuperacéo por 15 dias estdo apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9 Frequéncia das alteragdes histopatoldgicas no rim de do tambaqui exposto por 96 horas
ao herbicida Paraquat e recuperacédo por 15 dias

Con.rec. 10mg.L? 15mg.L?
Alteracéo Estagio 15dias  rec. 15dias rec. 15dias

Hipertrofia das células tubulares I 0 0 +

Desorganizacéao tubular I 0 0 0+
Presenca de novos nefrons | 0 ++ ++
Obstrucéo tubular I + +++ +++
Degeneracao nuclear das células tubulares Il + 0+ +++
Degeneracéo tubular Il 0 0 0+

Legenda: 0 = alteracdes ausentes; 0+ = alteracdes raramente frequentes; + = alteracdes frequentes;
++ = altera¢cBes muito frequentes; +++ = alteracdes extremamente frequentes.

Os tambaquis expostos ao Paraquat por 96 horas apresentaram uma série de
alteracdes histoldgicas no rim. As mais frequentes foram lesdes de Estagio | e Il. As
alteracdes no rim foram: hipertrofia das células tubulares, obstrucdo tubular,
presenca de novos néfrons, degeneracgéao tubular.

Na recuperacdo por 7 dias os tambaquis apresentaram varias alteracbes
histoldégicas de estagio | e Il no rim. As alterac6es encontradas foram: hipertrofia das
células tubulares, desorganizacédo tubular, ndcleo picnético, presenca de novos
néfrons, obstrucdo tubular, dilatacdo dos capilares glomerulares, degeneracao
tubular.

ApOs a recuperacdo por 15 dias os tambaquis apresentaram diversas
alteracdes histoldgicas no rim. As mais frequentes foram lesdes de Estagio | e I,
sendo elas respectivamente: hipertrofia das células tubulares, presenca de novos
néfrons, obstrucdo tubular, degeneracao nuclear das células.

O rim do tambaqui apresentou diversas altera¢des histologicas de estagios | e
II, que podem comprometer a atividade normal do tecido. Em virtude de o rim ser um
orgao que recebe grande fluxo sanguineo a presenca de compostos quimicos no
sangue pode levar a algumas mudancas patolégicas na capsula de Bowman, como
proliferacdo anormal das células epiteliais e o espessamento da lamina basal,
levando a reducéo do espaco de Bowman.

Tubulos renais pré-existentes podem ser frequentemente regenerados apés
serem danificados por algumas doencas (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Segundo
Hinton e Laurén (1990) a regeneracdo tubular em peixes pode ser uma boa
indicacdo de adaptacdo e recuperacdo. Apos dano renal induzido por agentes
toxicos, pode haver a producdo de néfrons inteiramente novos (REIMSCHUESSEL,
2001; TAKASHIA; HIBIYA, 1995).
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O novo néfron demora varias semanas para amadurecer, desenvolvendo os
segmentos proximal e distal e tornando-se cada vez mais eosinofilo quando se
distinguem as células do estagio adulto (CORMIER et al., 1995). A presenca de
novos néfrons em peixes pode indicar que o comprometimento fisioldgico destes nao
esta impedindo qualquer regeneracéo tecidual (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995).

O indice de Alteracbes Histopatoldgicas (IAH) e o Valor Médio de Alteracbes
(VMA) renaldo tambaqui expostos ao paraquat por 96 horas, 7 e 15 dias de

recuperacao estao apresentados na figura 5.

Figura 5- Valores médios do IAH e VMA rim do tambaqui exposto ao herbicida paraquat. Exposicao
por 96 horas, exposicdo por 96 horas e recuperagdo por 7 dias e exposicdo por 96 horas e
recuperacao por 15 dias. Dados s@o as médias + erro padrdo. Considerou-se diferenc¢a significativap
<0, 05. (*) diferenca significativa em relagc&o ao controle. Fonte: autor.
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Apbs exposicdo do tambaqui por 96 horas ao Paraquat o IAH apresentou
diferenca significativa em todas as concentragcbes quando comparadas ao grupo
controle. Nas recuperacdes por 7 e 15 dias o IAH apresentou diferenca estatistica
significativa na concentracdo de 15 mg.L'. Podemos observar o mesmo para o
VMA, houve diferenca significativa em todas as concentragdes na exposi¢cao por 96
horas, e nas recuperagcdes de 7 e 15 dias houve diferenga significativa na
concentragdo de 15 mg.L?, quando comparadas ao grupo controle (figura 5).

O IAH foi significativo em todas as concentracdes na exposicado por 96 horas
e na recuperacao por 15 dias. Na recuperacao por 7 dias foi maior na concentragao
de 15 mg.L! quando comparado com o grupo controle. As lesGes no tecido renal
encontradas no tambaqui exposto ao paraquat foram leves a moderadas, mas que
podem comprometer o funcionamento normal do 6rgdo devido a sua alta frequéncia.
Na figura 6 esta representada a imagem do rim dos tambaquis no grupo controle e
das principais lesdes verificadas nos animais expostos ao herbicida paraquat.
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Figura 6 -Fotomicrografia das alteracdes histopatoldgicas mais frequentes no rim do tambaqui
expostos ao herbicida Paraquat. (A) grupo controle, tlbulo distal (TD) e tubulo proximal; (B)
exposicdo por 96 horas, hipertrofia da célula tubular (seta), obstru¢cdo do limen tubular (cabeca de
seta) e degeneracdo nuclear da célula tubular (seta branca); (C) exposicdo por 96 horas e
recuperacdo por 7 dias, aumento do ldmen tubular (asterisco), nudcleo picnético (seta) e
desorganizacao tubular (area circular); (D) exposi¢do por 96 horas e recuperacgdo por 7 dias, novos
néfrons (seta branca); (E) exposi¢do por 96 horas e recuperagdo por 15 dias, degeneracéo tubular
(seta branca) e novos néfrons (seta); (F) exposi¢éo por 96 horas e recuperagédo por 15 dias, aumento
do lumen tubular (seta branca), degeneracdo nuclear da célula tubular (seta) e obstrucdo tubular
(asterisco). Coloracdo HE. Barra em um. Fots: autor.
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4. CONCLUSAO

O herbicida Paraquat causou diversas alteragBes histopatologicas na
branquia, figado e rim do tambaqui e, apesar destas alteracbes serem de leves a
moderadas, comprometem a funcdo destes érgaos, pois podemos verificar isto com
o Indice de Alteracdes Histopatoldgico e o Valor Médio de Alteracdes, que s&o
estatisticamente maiores quando comprados ao grupo controle e indicam
comprometimento dos 6rgdos. Os danos histopatolégicos no tambaqui permanecem
mesmo depois da retirada do paraguat do ambiente, pois 0sS animais nao
apresentam melhoras ao que se refere as alteracbes histopatoldgicas apds o
periodo sem exposi¢do ao paraquat, demostrando que o herbicida pode causar risco

a saude por um longo periodo.
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