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RESUMO

MARCON, Lucas, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro deEf@it8s

do Thiodan® em figado e em ovarios em maturacdo avancada de lambaris
Astyanax bimaculatus. Orientador: Laércio dos Anjos Benjamin. Coorientadoras: Ann
Honor Mounteer e Marlene Isabel Vargas Viloria.

O agrotéxico Thiodah(350g/L de endosulfan) é um inseticida organoclorado utilizado

em diversas monoculturas que pode chegar aos ecossistemas aquaticos e afetar a
reproducdo e a integridade das populacdes de peixes. O figado € um dos principais
orgaos para a biotransformacdo de diversos xenobibticos. Quando o0s peixes sao
expostos a uma concentracdo elevada de agentes quimicos podem ocorrer danos
hepéticos. Os ovarios de peixes apresentam foliculos em diferentes estadios de
desenvolvimento que sdo envoltos por zona radiata, células foliculares, membrana basal
e células da teca, formando o complexo folicular. Agentes estressores podem causar
aumento ou diminuicdo do diametro dos foliculos vitelogénicos, alterar a quantidade de
foliculos nos diferentes estadios de desenvolvimento e aumentar a incidéncia de atresia.
Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do TRisadlare o figado

e ovarios de lambarifAstyanax bimaculatus por meio de analises morfoldgica,
morfométrica e imunoistoquimica. Os peixes expostos ao toxico foram divididos em
quatro experimentos: 1) sem aclimatacdo e sem alimentacdo; 2) sem aclimatagdo e
alimentados; 3) com aclimatacao de 10 dias e sem alimentacao; 4) com aclimatacéo de
10 dias e alimentados. Em todos os experimentos foram utilizadas trés concentracdes
diferentes do Thiod&hinferiores & Cko de 13,67ug/L pré-determinada em laboratério

de acordo com a NBR 15088 (ABNT, 2007). As concentracdes utilizadas em cada
experimento foram de 1,15; 2,3 e 5,6ug/L, além de um grupo controle livre de toxico,
com trés repeticdes contento 10 peixes para cada concentracdo. Apos as 96h, seis peixes
de cada grupo foram capturados e anestesiados com benzocaina (1:10.000), de acordo
com as Normas da Comisséo de Etica do Departamento de Veterinaria/lUFV (protocolo
24/2009). Os figados e ovarios foram coletados e processados por técnicas histolégicas
rotineiras. As laminas foram analisadas em microscopio de luz Olympus CX31. Foram
obtidas imagens digitais de 10 campos aleatorios por animal em objetiva de 20X e 40X
para avaliacdo histolégica. As caracteristicas da agua utilizada nos testes em sistema
estatico foram mantidas de acordo com as recomendacdes da NBR 15088 (ABNT,

2007). A andlise histolégica dos figados mostrou, no experimento 1 (sem

Vi



aclimatacdo/sem alimentacdo), na concentracdo de 5,6pg/L de Thiadanenor
intensidade (0,10+0,0) da reacdo ao PAS no citoplasma dos hepatécitos quando
comparada ao grupo controle (1,33+0,51). No entanto, houve difefed@8%) nesse
mesmo experimento quando comparado com as concentracdes 1,15ug/L (2,66+£0,81) e
2,3ug/L (3,00+0,0) caracterizando deplecdo de glicogénio. Além disso, houve
alteracdes do didmetro de nucleos e citoplasma dos hepatécitos nos diferentes
experimentos, e maior quantidade de nucleos de hepatécitos nos grupos expostos ao
Thiodarf associada com a reducdo na quantidade de citoplasma. O indice de Alteracdo
Histoldgica (IAH) dos lambaris coletados manteve-se entre 4,33 a 8,33 (para 0S grupos
controles); 18,50 a 28,83 (para as concentragcfes de 1,15ug/L); 20,33 a 28,33 (para as
concentracbes de 2,3ug/L) e 23,66 a 27,66 (para as concentracfes de 5,6ug/L). Os
lambaris coletados nos diferentes experimentos apresentaram valores de IAH para os
grupos controle inferiore$0,05) aos grupos expostos. Estes resultados demonstraram
que o Thiodafi pode estar influenciando as funcdes hepaticas pela maior mobilizacdo
das reservas de glicogénio na concentracdo 5,6ug/L. As alteracbes observadas nos
figados dos lambaris ndo foram severas, sendo alterac6es de estadio | e Il, indicando
dano reparavel do tecido hepatico nos diferentes grupos e experimentos. Nos ovarios,
percebeu-se que a acdo do Thiddem niveis subletais néo afetou a morfologia dos
diferentes estadios de desenvolvimento folicular. Porém, os experimentos com
aclimatgdo demonstraram alteracbes nas quantidades de foliculos priméarios e
secundéarios quando comparados com o0s peixes dos experimentos sem aclimatacao.
Além disso, houve aumento do nimero de foliculos atrésicos e didmetro dos foliculos
secundarios nos grupos expostos ao Thiddaos diferentes experimentos. Estes
resultados sugerem mecanisncogipensatorios da perda reprodutiva quando em meio
com condicbes desfavoraveis. As analises imunoistoquimicas demonstraram marcacao
crescente e uniforme ao longo do deséwivigento folicular para integrina P €
colageno tipo IV. Entretanto, a caspase 3 foi observada somente no complexo folicular
de foliculos secundarios, mesmo quando o0s peixes sdo expostos a diferentes
concentracoes de Thiod3ro que confirma a integridade das células foliculares e da via
apoptotica caspase-3-dependente, a qual pode estar sendo ativada para futuros processos

de regresséo folicular.
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ABSTRACT

MARCON, Lucas, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2fia&s of
Thiodan® in liver and ovaries in advanced maturation of the lambariAstyanax
bimaculatus. Advisor: Laércio dos Anjos Benjami@o-advisors: Ann Honor Mounteer
and Marlene Isabel Vargas Viloria.

The pesticide Thiod&h(350g.L* of endosulfan) is an organochlorine insecticide used

in various monocultures that may reach aquatic ecosystems and affect reproduction and
the health of fish populations. The liver is a major organ for the biotransformation of
many xenobiotics, and it can be damaged if the fish are exposed to a high level of
chemical substances. The fish ovaries have oocytes at different stages of development
that are surrounded by zona radiata, follicular basal membrane and teca cells to form the
follicular complex. Stressor products may cause an increase or decrease in the diameter
of the secondary follicles, vitellogenic depletion, a change the number of follicles at
different stages of development and an increase the incidence of atresia. The present
study aimed to evaluate the effects of Thiddam the liver and ovaries dfstyanax
bimaculatus through morphological, morphometric and immunohistochemistry analysis.
The groups of fish were exposed to the toxic substances divided in four experiments:
without adaptation and no feeding, feeding without adaptation, with adaptation and no
feeding, with adaptation and feeding. All experiments used three different
concentrations of Thiod&rower than the L& of 13.67 pg.L* previousy determined

in the laboratory in accordance with the Brazilian Standard Regulation - NBR 15088
(ABNT, 2007). The concentrations used in each experiment were 1.15, 2.3 and 5.6
ng.L*, and a control group with three repetitions using ten fish in each aquarium. After
96h, six fish from each group were captured and anesthetized with benzocaine
(1:20000) according to the norms of the Ethics Committee of the Veterinary
Department/UFV (protocol 24/2009). Livers and ovaries were collected and processed
by histological techniques. The slides were examined under the light microscope
Olympus CX31. Wee obtained digital images of 10 random fields per animal at 20X
and 40X objective for evaluation. The characteristics of the water used in acute tests
were maintained in a stable system in accordance to the recommendations of NBR
15088 (ABNT, 2007). In the experiment 1 (without adaptation/no fegdahghe
concentration of 5.6 mg:tof Thiodarf (0.10 + 0.0), the intensity of the PAS reaction

was lower in the cytoplasm of hepatocytes when compared to the control group (1.33
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0.51). In the same experiment, differences in glycogen depletion Rede0b) when
compared to the concentrations 1.15'g(2.66 + 0.81) and 2.3 g'L(3.00 + 0.0). In
addition, changes in the diameter of nuclei and cytoplasm of hepatocytes in all
experiments were observed, and an increase in the number of hepatocyte nuclei in
groups exposed to Thiodanwas associated with a reduction in the amount of
cytoplasm. However, the IHA was maintained between 4.33 to 8.33 (control group);
18.50 to 28.83 (1.15 mg-Lgroup); 20.33 to 28.33 (2.3 g'lgroup) and 23.66 to 27.66

(5.6 g.L'* group). These results suggest that Thi6damay be influencing liver
functions to increase glycogen mobilization according to higher concentrations of
exposition. The changes observed in the liversAobimaculatus were not severe,
classified as stage | and Il that indicate repairable damage to liver tissue in all
experiments. It was observed in the ovaries that the action of TRiadasublethal

levels did not affect R<0.05) the morphology of the different stages of follicle
development. However, the experiments demonstrated an adaptation response in the
number of primary and secondary follicles compared to fish without adaptation. In
addition, there waa growing incidence of atretic follicles and increased diameter of the
secondary follicles in the groups exposed to ThiGdarall experiments. These results
suggest an adaptive response to offset reproductive loss where in unfavorable
conditions. The immunohistocheral@nalysis showed increasing and uniform labeling
throughout the follicular development for integfin and collagen type IV. However,
caspase 3 was observed only in the secondary ovarian follicular complex, even when
fish were exposed to different concentrations of ThiSdawmhich characterizes the
integrity of follicular cells and the apoptotic pathway-dependent caspase-3, which may

be activated for future follicular regression.



1. INTRODUCAO GERAL

1.1.0 uso de agrotoxicos

Agrotoxicos sao produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecédo de florestas nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas, e também de ambientes urbanos e industriais, cuja finalidade é
preserva-los da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos (Lei Federal 7.802 de
11.07.89). Os agrotoxicos sdo importantes na agricultura; todavia, exigem precaucao no
seu uso, visando a protecdo dos operarios que o0s manipulam e aplicam, dos
consumidores, dos animais de criacdo, de abelhas, peixes, de organismos predadores e
parasitas e, enfim, do meio ambiente.

Certas praticas agricolas ligadas ao modelo de producéo agricola, como 0 uso
excessivo e inadequado de agrotoxicos, a destruicdo da cobertura vegetal dos solos para
plantio, a ndo preservacdo das matas ciliares e das vegetacfes protetoras de nascentes,
dentre outros fatores, sdo responséaveis por grande parte dos problemas com 0s recursos
hidricos (Matuo, 1990).

Os inseticidas constituem importante grupo de praguicidas para 0 uso agricola
gue, ano apOs ano, mostra um aumento progressivo em seu uso na América do Sul.
Estes, nas Ultimas décadas, comecaram a substituir inclusive o trabalho mecéanico e
manual dos agricultores. Ruegtal. (1987) e Tomita & Beyruth (2002) relatam que o
modelo de agricultura adotado no Brasil baseia-se no uso de agrotéxicos. Estes
compostos sdo empregados ha muito tempo e, a partir da 2° guerra mundial, passaram a
ser mais intensamente utilizados.

Nos ultimos 40 anos, a agricultura brasileira sofreu inUmeras e profundas
transformacdes que alteraram tanto a composicdo das culturas, como 0s processos de
producado e padrdes tecnoldgicos até entdo em vigor. Rtlad1987) enfatizam que
0 processo de modernizagdo, entendido como uma série de transformacdes tecnoldgicas
nos processos produtivos, intensificou o emprego de insumos, como maquinas,
fertilizantes e agrotéxicos, que contam com precgos favoraveis e estimulos como crédito
farto a juros subsidiados, que facilitaram sua ampla ado¢do no meio rural. Assim,
agrotoxicos tém sido amplamente utilizados como uma das principais ferramentas para
um bom programa de controle de plantas daninhas em culturas que tém ganhado espaco

na balanca comercial agricola brasileira (Rodrigues & Almeida, 2005). O emprego dos



agrotoxicos tornou-se de uso rotineiro, principalmente pelo menor custo e maior
eficiéncia de controle das plantas daninhas, quando comparados aos demais métodos
convencionais de controle. Para Rosa (1998), o modelo baseado no uso intensivo de
insumos quimicos, de sementes melliara mecanizagdo, foi denominado “Revolugdo

Verde”, que na década de 1980, trouxe ao Brasil um novo alento em relacdo a
produtividade, com grandes esperancas de colheitas fartas e novas tecnologias que
propiciaram o dominio de &reas pouco exploradas, como por exemplo, o cerrado da
Regido Centro-Oeste. De fato, muitas destas expectativas se realizaram; entretanto, o
impacto ambiental resultante implicou custos, muitas vezes, irremediaveis, como por
exemplo, a perda de biodiversidade e a exaustdo de varess @l’dgua por

assoreamento, além de contaminagéo.

1.2.Tipos de inseticidas

Os inseticidas sao classificados em quatro categorias conforme sua formula
qguimica: organoclorados, carbamatos, organofosforados e piretroides. Os
organoclorados sdo produtos sintéticos que possuem carbono, cloro e hidrogénio em sua
estrutura quimica. Sao persistentes no meio ambiente por varios anos e pouco sollaveis
em agua. Esses inseticidas, quando mal administrados, tém acao tdxica para diversos
mamiferos, sendo sua acdo nao sistémica, neurotoxica e mutagénica (Guedes, 1990
Pereira et al., 2012). Os carbamatos séo inseticidas considerados menos persistentes e
com degradacédo rapida no meio ambiente, ndo sédo bioacumulados, pouco lipofilicos,
sdo sistémicos em plantas, e inibidores da acetilcolinesterase (Guedes, 1990; Ware,
1994; Chatterjee et al., 2001). Os organofosforados sdo outro grupo de inseticida
amplamente utilizado no mercado mundial, representando 35,5% do uso na ultima
década. Esses inseticidas caracterizam-se por pouca solubilidade em agua (mais
sollveis do que os organoclorados), toxicidade variénehnimais vertebrados, em
alguns animais e plantas tém atividade sistémica, baixa persisténcia no angbiente,
facilmente degradados por enzimas e fatores quimicos. A acdo desses toxicos é
semelhante ao carbamato, agindo nas vias sindpticas dos axoénios, inibindo a
acetilcolinesterase (Ware, 1994; Albinati et al., 2009). O piretroide também € um
inseticida amplamente utilizado na agricultura, representando 21% do mercado mundial
na ultima década. O fator positivo do uso desse pesticida € que ele € muito toxico para
insetos e apresenta baixa toxicidade para mamiferos, séo fotoestaveis, com degradacao

rapida no solo. A acdo toxica desse inseticida € semelhante aos primeiros inseticidas



desenvolvidos, como o organoclorado DDT, possuindo acdo neurotdxica nos axénios
(Naumann, 1990; Ware, 1994averinen & Vornanen, 2014).

Nos dltimos anos aumentou muito a diversidade de inseticidas, visando a morte
de insetos e a persisténcia do agrotoxico por periodos curtos por questdes de seguranca
ao meio ambiente. Além desses inseticidas que foram mencionados acima, existem
varios inseticidas organossintéticos e inseticidas naturais de origem vegetal, animal e
microbiana (Casida & Quistad, 1998; Ishaaya & Horowitz, 1B®8ynick et al., 2006).

1.3.Inseticidas no meio ambiente: rotas de entrada

Os inseticidas podem entrar no meio ambiente acidental ou deliberadamente. A
entrada acidental do inseticida origina-se de rejeitos industriais, urbanos, vazamentos
durante transporte, armazenamento e distribuicdo, enquanto a entrada deliberada ocorre
pela aplicagédo de inseticidas no meio rural e urbano. As contaminac¢des por agrotdxicos
podem contaminar solos e até mesmo a atmosfera. Nesse ultimo, a movimentacdo do
toxico se da por meio de gotas, particulas sdélidas e gases que acabam sendo
transportados por longas distancias a partir do local de origem da aplicacdo (Walker et
al., 1996).

O transporte e destino dos agrotoxicos no ambiente aquéatico € ponto de
discussdo. Murty (1988) descreveu que 0s agrotoxicos entram no ambiente aquatico por
meio da aplicacdo intencional, implemento aéreo, escoamento das aplicacdes ou
liberacdo acidental. A descarga dos residuos da manufatura de agrotoxicos constitui a
segunda maior fonte de contaminacdes dos corpos de agua. O efeito mais drastico &
esperado no ponto de liberacdo em lagos e pequenos mares internos. Os efeitos nos
oceanos é pequeno devido ao grande volume de 4gua e acdo de correntes (Walker et al.,
1996).

Na rota de transporte biolégico, o sistema ndo é muito importante em termos de
magnitude pela quantidade do xenobiético acumulado quando comparado com fatores
mencionados acima (transporte abi6tico), mas é importante para o homem e vida
silvestre. O padrdo do transporte bioldgico dos téxicos acumulados nos organismos
segue da seguinte forma: herbivoros, carnivoros e piscivoros (maior eficiéncia de
acumulo). Nesses Ultimos, particularmente as espécies de ambientes aquaticos, a
acumulacdo e magnificacdo sdo maiores do que nas espécies de ambiente terrestre
devido a lipofilicidade dos inseticidas, particularmente os organoclorados. Duas rotas de

entrada podem comprometer a toxicidade dos organismos aquaticos: absor¢do ou



ingestdo. A bioconcentracdo vai ser mais intensa no ambiente aquatico, pois a difusédo
dos poluentes na agua aumenta a eficiéncia de sua absorcdo pelo organismo aquatico
devido a lipofilicidade dos organoclorados. Dessa forma, a transferéncia ao longo de
cadeias alimentares é também mais eficiente e a bioconcentragdo acontece em todas as
suas etapas. Devido a isso, os efeitos em predadores podem ser sérios, pois além de
grande bioconcentracdo e transferéncia pela cadeia alimentar, alguns destes organismos
como aves que se alimentam de peixes, e animais marinhos como focas e cetaceos séo
deficientes no metabolismo de desintoxicacéo, particularmente devido ao sistema de
monoxigenases pouco desenvolvido, comprometendo mais a toxicidade por
biomagnificacdo (Barron, 1995; Borga et. al., 2004).

Além da bioconcentragdo, os residuos destas substancias presentes nas aguas
podem ser aderidos ao material organico em suspensao, depositar-se no sedimento ou
serem absorvidos pelos organismos. Assim, peixes e invertebrados podem bioacumular
tais compostos ligados a matéria ingerida, ser passivamente absorvidos pela superficie
corporal ou durante as trocas respiratérias (Vasconcellos & Verani; Peat &

Kishimba, 2008.

1.4. Avaliacdo de sensibilidade e estudos de toxicidade aquatica

A realizacdo de testes de sensibilidade é recomendada como método de
qualidade dos planteis de organismos cultivados. Nestes testes, sao utilizadas
substancias de referéncias que incluem, principalmente, os sais dicromato de potassio,
cloreto de potassio e cloreto de sédio. Estes dois ultimos sdo mais recomendados, pois
seus efluentes experimentais oferecem baixo risco de contaminagcdo ambiental. Os testes
de sensibilidade geralmente sdo de curta duracdo (24 horas) e devem ser repetidos com
frequiéncia, principalmente nos laboratérios que mantém planteis de organismos-testes,
pois estes dados servem como padrdo na sensibilidade natural dos organismos. Est
técnica vem sendo utilizada para avaliar os resultados de toxicidade, pois a acéo toxica
somente podera ser atribuida a substancia teste quando a sensibilidade natural dos
organismos nao tiver demonstrado qualquer alteracdo ao longo do periodo em que
foram testados (Ranzani-Paiva et al., 2004).

O estudo dos efeitos de agentes toxicos sobre a vida aquatica pode ser realizado
por meio de ensaios biolégicos na natureza ou em condi¢des laboratoriais controladas,
sendo este ultimo os mais utilizados por permitirem um controle mais efetivo de fatores

ocasionais, como temperatura, pH, duracdo de exposi¢cdo, meio, concentragdo. Ao se



avaliar a toxicidade de agentes toxicos ou misturas destes frente a um reativo biolégico,
geralmente se utiliza uma populacdo homogénea, possuindo uma sensibilidade definida,
determinando-se a concentragdo responsavel por um efeito toxico (efeito letal, subletal,
cronico, imobilizacdo ou modificacdo do comportamento, entre outros). Estes testes
podem ser realizados utilizando-se sistemas de fluxo continuo, semi estéaticos ou
estaticos. Quanto ao meio, pode-se utilizar meio aquatico do tipo agua continental (dgua
dura, rica em bicarbonatos e sulfatos dissolvidos; ou dgua mole, isenta de ions calcio e
magnésio), marinha ou salobra, segundo as necessidades dos organismos avaliados
(CETESB, 2008). Com relacdo ao organismo-teste, por razdes técnicas e econdémicas, €
impossivel testar todas as espécies que fazem parte do ecossistema aquatico. Assim,
para esses estudos sao relacionados, normalmente, 0s organismos mais representativos

de cada nivel trofico na cadeia alimentar, como algas, microcrustaceos e peixes.

1.5. Caracterizacdo do agrotéxico fiiodan®

O endosulfan, inseticida desenvolvido pela Hoechst Aktiengesellschaft na
Alemanha, foi introduzido no mercado em 1957 com o nome comercial de Thiodan
(Goebel et al., 1982 e Stumpf & Abhaver, 1988)Thiodarf é um inseticida acaricida
organoclorado, do grupo quimico éster do acido sulfuroso de um diol ciclico. Esse
agrotoxico € classificado toxicologicamente como altamente téxico (Classe ),
classificagdo ambiental como produto altamente perigoso, além de inflamavel e
corrosivo (Engelhardt & Sarmento, 2008).

O ingrediente ativo do Thiod&8{350 g/L de endosulfan) consiste na mistura de
dois isdmeros, sendo 70% de a-endosulfan e 30% de B-endosulfan. Entre os produtos
derivados do metabolismo do endosulfan em mamiferos, o sulfato de endosulfan é o
principal metabdlito devido a sua importancia toxicolégica (Stumpf & Abhaver, 1986).

Os organoclorados, como o Thiofamtuam nos canais de sédio do axénio,
aumentando o periodo de abertura destes canais. O aumento do periodo de abertura dos
canais de sodio levaum aumento do fluxo de sédio para o interior da membrana e
acarretando um prolongamento da fase de despolarizacdo apds o pico do potencial de
acdo e, devido a isso, o inseto morre por hiperexcitagdo. Consequentemente, a
propagacdo continua do impulso nervoso gera tremores, convulsdes, prostracdo e,
posteriormente, a morte, como observados em insetos. Além disso, podguaiigtaer
tipo de crustaceo, peixes e mamiferos, inclusive em baixas concentragbes (Eto, 1990
Pereira et al., 2012).



1.6. O uso do endosulfan

O endosulfan é o unico inseticida organoclorado amplamente utilizado em todo
o mundo (Capkin et al., 20p&hakrabartyet al., 2012). Segundo a empresa Bayer
(2010), fabricante do produto, o Thio8andosulfan) é um inseticida para o controle
de insetos chupadores e mastigadores, com a¢do de contato e ingestdo. Recomenda-se
seu uso especialmente em cultivos de café, cana, hortalicas, frutas, vinhas e forragens.
Adverte, também, que ndo se devem colher frutos ou vegetais tratados até 21 dias apos a
dltima aplicagéo.

No Brasil, segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
importacdo do endosulfan esta proibida a partir de julho de 2012 e sua utilizacéo a partir
de 2013 (Molina, 2010). A utilizacdo de produtos a base de endosulfan no Brasil €
estimada em 4,4 milh6es de toneladas em uma area de 2,2 a 3,6 milhdes de hectares,
podendo representar cerca de 40% do consumo mundial deste organoclorado, segundo
dados do Programa Ambiental das NacfGes Unidas (UNEP, 2010). Segundo a Agéncia
de Protecdo Ambiental norte americana (EPA, 1980), contaminac6es humanas por
endosulfan s@o provenientes, em 53% dos casos, da ingestdo de 4gua contaminada e, em
47% dos casos, do consumo de alimentos a base de peixes contaminados. A mesma
agéncia define como Gj.aguda, valores de 0,17p{.para truta arco-iris e 740pd.L
paraDaphnia magna.

A Legislacdo Brasileira de Residuos de Pesticidas vigente, levando em
consideracao a qualidade da agua definida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
Resolucdo CONAMA - n° 357/2007, estabelece o valor limite de @%6de residuo

do referido inseticida e seus metabdlitos nas aguas doces de classe 1.

1.7. Toxicidade aguda do endosulfan

O endosulfan, apesar de pertencer a classe toxicolégica |, é altamente toxico
para animais aquaticos e terrestres (espécies ndo alvo) e, seghyahoyafor Toxic
Substances and Disease Registry - ATSDR (2000), possui de moderado a alto risco, e
efeitos agudos e cronicos.

Pinheiro et al. (1998) advertem com veeméncia sobre o perigo de contaminacéo
do Pantanal e da Amazobnia, lugares ricos em recursos hidricos, por produtos a base de
endosulfan, pois este produto € extremamente tdxico para peixes e outros organismos

aguaticos, mesmo em doses muito pequenas. O endosulfan ndo dissolve facilmente na
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agua e adere as particulas do solo, levando anos para sua degradacdo (Soares et al.,
2003).

1.8. Efeitos dos inseticidas organoclorados sobre peixes

Apesar dos mecanismos de toxicidade do endosulfan serem extensivamente
estudados, alguns trabalhos foram conduzidos com o objetivo de se avaliar efeitos
histopatolégicos dos agrotoxicos em peixes (Naqvi & Vaishnavi, 1993), especialmente
nas gbénadas, figados, branquias e rins. Em um desses estudos, Capkin et al. (2006)
reportaram uma Gl de 19,78ug/L para Oreochromis mikyss para 24 horas de
exposi¢do ao toxico, o que causou além da morte de 50% dos animais, convulsdes, nado
erratico, edema e separacao das laminas branquiais, edema e necrose do figado, dos
tubulos renais e do tecido hematopoiétiGengiz et al. (2001) reportaram lesGes
similares em branquias do peixe-mosquizambusia affinis, além de congestdo e
hipertrofia do figado com o uso do pesticida Thi§d&egundo Capkin et al. (2006),
alcalinidade e temperatura da agua, além do tamanho dos peixes, afetam a toxicidade do
endosulfan. Assim, peixes pequenos e médios mantidos em temperatura de 13,1°C com
19,78 pdL do toxico tiveram uma sobrevivéncia de 2,5% e 42,5% respectivamente,
enquanto os peixes grandes tiveram 100% de sobrevivéncia. Quando a temperatura da
agua foi aumentada para 16°C, nenhum dos peixes pequenos e meédios sobreviveu,
enguanto os sobreviventes de peixes grandes diminuiram para 77,5%. O aumento da
alcalinidade de 19,8 mg/L para 41,9 mg/L ou superior, aumer®s0,001) a
sobrevivéncia dos peixes. Em relacdo a dureza, entre 35,7 mg/L e 126 mg/L, a
sobrevivéncia dos peixes expostos ao endosulfan néo foi afetada. Histologicamente, as
branquias dos peixes tiveram edema lamelar, separacdo do epitélio das lamelas, fusdo
lamelar e hipertrofia das células epiteliais. Os figados apresentaram edemas e necroses
graves.

Cengiz & Unlu (2002) estudaram os efeitos cronicos do endosulfan sob as
branquias nas concentracdes de 0,5 e 0,75 pg/L, ao longo de 30 dias de experimento. O
que se comprovou é que a dose mais elevada do endosulfan causou mais mudancas
patolégicas quea menor dose. Altinok & Capkin (2007) n&o verificaram altevaca
morfolégica nas branquias de truta com 21 dias de exposicdo de metiocarb; entretanto,
uma concentracao superior (3,75 mg/L) causou separacao epitelial das branquias. No
mesmo trabalho, os peixes expostos ao endosulfan com concentracdes de 0,6 e 1,3 pg/L

mostraram mudancas morfologicas nas branquias, como desprendimento do epitélio,



aparecimento de granulécitos nas lamelas, fusdo e necrose lamelar, hipertrofia e nucleos
picnoticos. Essas evidéncias comprovam o efeito do endosulfancompnometimento
das branquias, levando a reducdo do consumo de oxigénio e desregulacdo da funcao de
osmorregulacdo em organismos aquaticos. Além disso, os efeitos téxicos do endosulfan
no figado induziram modificacdes estruturais, como hipertrofia dos hepatdécitos, nucleos
picnoéticos e necroses.

No trabalho de Ballesteros et al. (2007), que utilizaram peixes adultos da espécie
Jenynsia multidentata, os testes de toxicidade foram realizados durante 96 horas, a fim
de determinar a concentracdo letal {ldo endosulfan. As alteracdes histolégicas
foram determinadas nas branquias e nos figados.sA9BLhoras foi significativamente
diferentes entre machos (0,719 pg/L) e fémeas (1,317 pg/L). A diferenga entre os sexos
foi atribuida ao dimorfismo no teor de lipidios no sexo feminino (2,16%) e masculino
(1,79%). As alteracBes histologicas nas branquias incluiram hipertrofia e levantamento
do epitélio das lamelas secundarias e aneurismas. Essas alteracbes causaram um
aumento significativo da espessura da lamela secundéaria no grupo tratado em relacéo
aos peixes do grupo-controle. Finalmente, as alteracdes histolégicas reversiveis, como
degeneracdo hidrépica e dilatacdes dos sinusoides, foram observadas nos figados dos
peixes expostos, bem como mudanca irreversivel, como necrose, nas concentracfes
mais elevadas. O figado é um 6rgao importante na capacidade de degradar compostos
toxicos, mas o0s seus mecanismos de regulagdo podem ser comprometidos em
concentracdes elevadas causando mudancas estruturais como aSseesses
trabalhos

A gualidade da agua € um fator importante para o sucesso da reproducédo dos
peixes. Quando a qualidade da &gua é alterada devido a produtos quimicos, a estrutura
histolégica das gbnadas também ¢é alterada. Para Cengiz et al. (2001), os efeitos do
Thiodarf (endosulfan) sdo tempo e dose dependentes. Dutta(20@6) descreveram
num estudo de toxicidade cronica, as injirias causadas pelo Thisolame os tibulos
seminiferos do peixe “bluegill” Lepomis macrochirus, e relataram alteracéo dos tabulos
seminiferos que mostraram perda dos padrdes normais de organizacdo celular,
diminuindo também o didmetro das espermatogdnias primarias gradativamente desde as
primeiras 24 horas de exposi¢do até as duas semanas seguintes. Segundo os autores, este
tipo de dano pode afetar as espermatides e os espermatozoides, apresentando no final,
um impacto negativo na espermatogénese e fertiidade do macho, comprometendo o

niumero da populacdo do “bluegill” Lepomis macrochirus. Em outro trabalho sobre



reproducéo, Hazarika & Das (1998) identificaram mudancas estruturais nos ovarios de
Heteropneustes fossilis exposto ao organoclorado lindano por 72 horas. Os resultados
demonstraram que houve ruptura e diminuicdo do tamanho dos foliculos maduros,

afetando a fertilidade dos peixes.

1.9. O lambari Astyanax bimaculatus

O lambariAstyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758), é conhecido popularmente
pelos nomes de lambari, piaba, lambari-guagu, mojarra, pertence a familia Characidae,
ordem Characiformes, e até entdo uma das espécies da subfamilia Tetragonopterinae
(CEMIG/CETEC, 2000). No entanto, revisdes recentes colacgénero em “Incertae
sedis”, com 88 géneros e 620 espécies, sendo que 86 espécies pertencem ao género
Astyanax (Lima et al., 2003).

O A. bimaculatus é um peixe de pequeno porte, atingindo aproximadamente 20
cm de comprimento e pesando até 40 graP@ssui corpo irregularmente eliptico, com
nadadeiras amarelas, quatro a cinco dentes na série externa e cinco na série interna do
pré-maxilar, escamas com reflexos prateados, mancha umeral owalpediinculo
caudal com mancha alongada que se prolonga até a ponta dos raios caudais medianos
(Britiski et al., 1988; CEMIG/CETEC, 2000).

O géneroAstyanax possui ampla distribuicdo geografica, sendo encontrado
desde o sudoeste dos Estados Unidos até a Bacia do rio da Prata (Moreira Filho, 1989,
citado por Pereira Filho, 2000). Os lambaris sdo encontrados em cabeceiras de riachos,
rios e lagos, e vivem sempre em cardumes, realizando curtas migracdes na época das
cheias para sua reproducédo. Em relacdo ao periodo reprodutivo dos lambaris, este pode
variar conforme a espécie e o habitat, sendo normalmente de setembro a marco
(Vazzoler & Menezes, 1992, citados por Pereira Filho, 2000).

A biologia reprodutiva do lambari pode ser prejudicada pelo desmatamento
ciliar, poluicdo industrial e doméstica, e destruicdo de varzeas e lagoas marginais por
projetos agricolas que também constituem ameaca em varias regides (CEMIG/CETEC,
2000). Esses fatores interferem na dinamica da populacéo desses peixes.

Os lambaris sdo onivoros, se alimentando de algas, vegetais, sementes, larvas e
insetos adultos (CEMIG/CETEC, 2000). Os lambaris sdo de extrema importancia em
diversos habitats por equilibrarem o ecossistema e a cadeia alimentar, constituindo fonte
de alimentos para peixes maiores, espécies carnivoras e aves. Em estudo conduzido com

o lambari da espéciAstyanax janeiroensis, verificaram-se que o0s principais habitos



alimentares se baseavam em algas, microcrustaceos, pequenos invertebrados e esporos
vegetais (Santin et al., 2005). Diversos trabalhos relatam, na literatura, a importancia do
lambari na estrutura tréfica do ecossistema e sua variacdo alimentar diante de
modificagbes ambientais (Motta & Uieda, 1995; Suarez et al., 1995; Esteves, 1998).
Trabalho conduzido por Loureiro et al. (1995) verificando a dieta alimentar na espécie
Hoplias malabaricus (traira) no reservatorio da UHE de Segredo (PR) mostraram
ingestdo alimentar preferencial de lambaris de diversas espécies. Em outro estudo,
verificou-se a importadncia do lambari como alimento para as espéapgsadi
malabaricus, Oligosarcus longirostris e Rhamdia branneri apds o represamento do
Reservatorio de Salto Caxias (PR), demonstrando ser o alimento preferido dessas
espécies (Novakoski, 2007). Além disso, na regido sudoeste do estado de Minas Gerais
existem representantes do género no Reservatério de Fur@s ¢Macterizanda
reproducdo ao longo do ano para o equilibrio da cadeia alimentar, tendo importancia
econbmica na alimentac@mtambém na pratica de pesca profissional (Bazzoli et al.,
1998; Carvalho et al., 2009). Portanto, os lambaris sdo de grande importancia em
diversos habitats como consumidores secundarios (Esteves, 1998). A ecologia alimentar
de uma determinada espécie faz parte e interfere diretamente na dindmica de sua
populacao, sendo primordial para a conservacdo do ecossistema como um todo (Vitule
& Aranha, 2002).

1.10. Morfologia hepética em teledsteos

O figado € um o6rgdo multifuncional responsavel por uma das etapas d
processo de desenvolvimento folicular, principalmente no periodo de formacédo dos
glébulos de vitelo, momento em que ocorre a transferéncia de vitelogenina para o
ovario, etapa fisioldégica que inicia nas células da teca e células foliculares com
producdo do estradiol. No figado, o estradiol estimula os hepatécitos a produzirem a
vitelogenina e careogenina, que séo levadas pela corrente sanguinea até o ovario, onde
participam da formacdo do vitelo e zona radiata durante a maturacdo folicular
(Senthilkumaran et al., 2004). A producao de vitelogenina no figado pode variar entre as
espécies de teledsteos devido as diferencas na capacidade de armazenamento de energia,
condicao fisiolégica, habitos alimentares e contaminagédo (Peyon et al., 1996; Hull &
Harvey, 2001;Al-Ghais, 2013; Silva Barni et al., 2014). Além disso, o figado é
responsavel pela conversdo do alimento e desintoxicacdo de substancias estranhas
(Selman & Walace, 1989; Ribeiro et al., 2006).
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O figado é glandula digestiva que  apresenta  superficie
coberta por uma membrana serosa, e 0 tecido conjuntivo de sua capsula
invagina para o parénquima (Takashima & Hibiya, 1995). O figado de teledsteos é
constituido por hepatdcitos, células epiteliais dos ductos biliares, células endoteliais,
células que armazenam gordura (células de Ito), macrofagos e células sanguineas
circulantes (Hinton et al.,, 1984) e, em algumas espécies, observam-se células do
pancreas exocrino (pancreas intra-hepatico) distribuidas entre o parénquima do 6rgéo,
assim como descrito para o lambari (Santos et al., 2013).

Estruturas lobulares e uma pequena veia central estdo presentes em vertebrados;
em peixes, estas estruturas variam dependendo da espécie, e sdo geralmente obscuras
(Takashima & Hibyia, 1995). Os hepatocitos arranjam-se em fileiras, os quais
geralmente apresentam a espessura de duas células. O hepatdcito possui um nucleo
anico, embora células binucleadas possam ser observadas. O nucleo se localiza na
regido central ou no polo celular voltado para o sinusoide, e o nucléolo é bem evidente
(Arana, 1995). A circulacdo no figado € realizada pela artéria hepaticppweigalém
de capilares sinusoides. Existem corddes de hepatécitos que se arranjam
concentricamente ao redor dos capilares sinusoides (Takashima & Hibyia, 1995).

As vias biliares sdo formadas por canaliculos biliares, pré-ductulo biliar, ductulo
biliar e ducto biliar. O canaliculo biliar € formado pela membrana plasmatica dos
hepatécitos, e os microvilos dos mesmos preenchem o limen do canaliculo. Nos
hepatécitos existem células pré-ductulares que estabelecem complexos juncionais com
os hepatdcitos, formando os pré-ductulos biliares. A transicdo entre pré-ductulo e
ductulo ocorre quando o lume biliar esta completamente circundado por células
epiteliais biliares. O ducto biliar € formado por células epiteliais cubicas nos ductos de
menor calibre e células colunares nos grandes ductos, sendo a presenca de lamina basal
o fator diferenciador dos mesmos. Nos grandes ductos, circundando a lamina basal,
estéo fibroblastos, plexo capilar, fibras nervosas e células musculares lisas. Acredita-se
que estas células musculares promovam 0s movimentos peristalticos, impulsionando a
bile. Esse ducto une-se ao ducto cistico, dando origem ao ducto colédoco (Arana, 1995).

O endotélio é fenestrado, e a lamina basal esta ausente. No espaco de Disse ha
células de Ito, que em teledsteos, se caracterizam por apresentar vesiculas lipidicas,
assim como o mesmo tipo celular em mamiferos (Arana, 1995). Ha algumas mudancas
patolégicas que podem ocorrer no figado de peixes que sofreram exposi¢céo a toxicos ou

7

outras substancias irritantes dissolvidas na &gua. A atrofia € caracterizada por
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diminuicdo do tamanho dos hepatdécitos, com presenca de nucleos picnoticos. Tambéem
podem ocorrer necrose, degeneracdo vacuolar, degeneracdo gordurosa, estagnacéo da
bile, inflamacdo do parénquima hepético (hepatites), cirrose hepética e
desenvolvimentos de tumores (Takashima & Hibyia, 1995).

1.11.Morfologia ovariana em teledsteos

Os ovérios das fémeas. bimaculatus seguem os padrdes descritos para a
maioria dos teledsteos, sendo Orgdos pares, alongados e foliaceos, sofrendo
modificagcbes na espessura, volume e coloracdo durante as diferentes fases do ciclo
reprodutivo, conforme observado também em outras espécies do género (Drummond,
1996; Miranda, 1996; Melo et al., 2005; Mazzoni et al., 2005; Rodrigues & Almeida,
2005; Carvalho et al., 2009; Prado et al., 2011). Nesses peixes, 0 ovario € do tipo
cistovariano, onde o lume ovariano se estende até o oviduto, como na maioria dos
peixes teledsteos (Nagahama, 1983; Selman & Wallace, 1986; Connaughton & Aida,
1998).

Nas observactes histologicas do ovaricAddimaculatus, verificou-se que os
mesmos sdo envolvidos externamente por uma serosa peritoneal, constituida por
mesotélio e lamina do tecido conjuntivo fibroso. Profundamente a essa estrutura,
observa-se tunica albuginea de natureza conjuntiva, contendo fibrocitos e vasos
sanguineos. A tunica albuginea emite septos para o interior do 6rgdo, formando lamelas
ovuligeras, nas quais encontram-se ovogoOnias e foliculos em diferentes fases de
desenvolvimento. No lambari, o tipo de desenvolvimertiedtar € assincrénico, com
a presenca de foliculos em diferentes estadios de desenvolvimento (Miranda, 1996;
Drummmond, 1996; Marcon, 2008).

Em peixes, o desenvolvimento folicular tem sido descrito por varios
pesquisadores (Begovac & Wallace, 1988; Bazzoli & Rizzo, 1990; Tyler & Sumpter,
1996; Grier, 2000 e 2002; Carvalho et al., 2009) e, como nos animais em geral,
compreende os periodos pré-meidtico, perinucleolar, pré-vitelogénico, vitelogénico e
maturacdo final. Os foliculos passam por diversas fases de desenvolvimento,
diferenciacdo e maturacdo, de acordo com o periodo reprodutivo do animal (Wallace &
Selman, 1981). Essas fases ocorrem no interior de foliculos cuja parede, constituida de
zona radiata, camada folicular, membrana basal e teca (Grie)), @¥#mpenham um
importante papel durante a ovogénese e na fertilizago.
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A foliculogénse é regulada hormonalmente pelo eixo hipotalamo-hipofise-
gbnada. Em peixes teledsteos, estimulos ambientais sdo convertidos em informacdes
sensoriais no cérebro, associados com a liberagdo de horménios liberadores de
gonadotropinas (GnRH) pelo hipotdlamo que, via corrente sanguinea, clegam
adenohipofise, que sintetiza e libera horménios gonodotrépicos: horménio fociculo
estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH). Os hormonios FSH e LH se ligam aos
receptores celulares das células tecais (LH-R) e foliculares (LH-R e FSH#R) pa
estimularem a produ¢ao 17a-hydroxy-pregnesterond 7a-HP) e testosterona (T). Nas
células folicularespos horménios esteroides 170-HP e T agem como precursor na
produgdo do 17p-estradiol (1¢E) e do hormoénio indutor de maturacdo (MIH),
substancias importantes nas etapas do desenvolvimento folicular e na ovulagao,

respectivamente (Dietrich & Krieger, 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Células somaticas do ovario e principais produtos (Adaptado de Dietrich &
Krieger, 2009).

Muitas das espécies nativas ndo desovam espontaneamente em ambientes
|énticos. Algumas espécies nativas quando mantidas em cativeiro se preparam para a
reproducdo, mas ndo desovam naturalmente, e sofrem regressdo ovariana, com
consequente atresia dos foliculos. A atresia folicular € um processo degenerativo de
ocorréncia comum nos ovarios de vertebrados e os foliculos podem sofrer atresia em
diferentes fases do desenvolvimento ou diferenciacdo (Guraya, W@@6da et al.,

1999; Santos et al., 2008b).

A ovulagdo refere-se a expulsdo do foliculo em desenvolvimento maduro
(Redding & Patifio, 1993). Na natureza, a ovulacao € regulada por dois horménios, os
guais estimulam o desenvolvimento gonadal em peixes: FSH e LH (Connaughton &
Aida, 1998; Klausen et al., 2001). Estes horménios gonadotropicos agem nos 6rgaos

reprodutores, promovendo o desenvolvimento e maturagcédo das ceélulas germinativas. O
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processo de transporte dos horménios para as células reprodutoras € lento em ambientes
naturais; mas, na reproducédo artificial, com a técnica de hipofisacdo, esse processo
torna-se mais rapido em relacéo ao processo natural (Woynarovich & Horvath, 1980).

Nos ovérios de peixes teledsteos com fertilizacdo externa, os foliculos pos-
ovulatorios, estruturas remanescentes da desova, sao frequentes. Um aspecto
interessante é saber a duracdo da reabsorcdo dos foliculos pdés-ovulatorios nos
procedimentos de desova induzida para as espécies em criagdo. Drummond (1996) e
Marcon (2008) estudaram a reabsor¢do dos foliculos pdés-ovulatérios no estroma
ovariano em maturacao avancada de lambaAribi(naculatus lacustris), e observaram
que cinco dias apdés a desova os foliculos haviam sido reabsoridaste esse
processo, figuras de apoptose sdo observadas em fémeas submetidas a hipofisagédo
(Drummond et al., 2000), o0 mesmo ocorrendo Lesporinus taeniatus (Anostomidae)

(Santos et al., 2003%antos et. al. (2008a) registraram por meio das técnicas de TUNEL

e de imunoistoquimica, o indice apoptético em células foliculares dos foliculos pos-
ovulatorios em Prochilodus argenteus, notando que o maior indice de células
foliculares apoptoticas coincidiu com menores valores de integrinas e colageno tipo 1V,

no terceiro dia apos a desova induzida. Esses achados demonstram a importancia dessas

proteinas na integridade das células foliculares nos foliculos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do inseticida organoclorado

endosulfan em sua apresentacdo comercial Thiodaobre as caracteristicas

morfologicas dos ovarios e figado de fémeas adultas de lambdiisaculatus apos

exposi¢do subletal a esse agrotoxico durante a maturagdo avancada.

2.2. Objetivos especificos

Estimar a Cko para fémeas adultas de bimaculatus em maturagcdo avancada

expostas ao inseticida organoclorado ThiS¢gan

Avaliar, histopatologicamente, o figado dos animais dos grupos corérvados;

Analisar por morfometria os principais constituintes celulares do figado nos grupos

controles e tratados;

Avaliar diferencas nos valores dos indices gonadossomatico (IGS) e

hepatossomatico (IHS) de animais dos grupos controles e expostos ao téxico;

Verificar provaveis alteragcbes morfolégicas nos diferentes estadios de
desenvolvimento de foliculos ovarianos nos grupos submetidos aos efeitos do

téxico, utilizando-se microscopia de luz;

Quantificar os diferentes tipos de foliculos, e avaliar por morfometria, os diametros

dos foliculos vitelogénicos nos grupos controles e tratados;

Avaliar e quantificar o processo de atresia folicular nos grupos cantrole

comparando-0s com 0s grupos tratados;

Analisar qualitativamente, por imunoistoquimi as proteinas de adesao celular
(integrina B1 e coldgeno do tipo IV) nas células foliculares ao longo do

desenvolvimento folicular nos peixes dos grupos controles e tratados; e
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e Analisar qualitativamente, por imunoistoquimica, a proteina caspase 3 nas células
foliculares ao longo do desenvolvimento folicular nos peixes dos grupos costroles

tratados.
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3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Departamento de Veterinaria da Universidade Federal
de Vicosa. Os peixes foram mantidos no Biotério de Peixes do Departamento de
Veterinaria, onde foram realizados o teste de toxicidade aguda e o teste subletal quanto
as atividades de coleta, fixacdo e inclusdo dos fragmentos dos figados. As etapas de
microtomia, coloragdo de laminas histolégicas e as andlises histolégicas e
morfométricas foram realizadas nos Laboratérios de Peixes e de Histopatologia do
Departamento de Veterinaria da UFV (DVT/UFV).

3.1. Animais

Foram utilizadas fémeas do lambarbimaculatus mantidas em tanques de terra
na Piscicultura da Prata, Eugendpolis/MG. Para o presente estudo, foram selecionadas
fémeas em maturacdo avancada, com peso (g) de 11,52 + 2,01 e comprimento total (cm)
de 9,12 + 0,64. As caracteristicas para a escolha dos animais se basearam em aspectos
corporais como ventre abaulado, poro genital dilatado e vascularizado.

Os peixes foram transportados para o Biotério de Peixes do DVT/UFV. Os
aquarios onde os animais foram mantidos possuem capacidade de 50 litros numa
densidade de 0,59 de peixe por litro de agua. Foi utilizada agua livre de cloro,
temperatura controlada e monitoramento duas vezes ao dia. Todos 0s aquarios possuiam
um sistema de filtracdo (250L/h) e aeracdo continua de &gua para garantir o bem-estar
dos peixes (Figur&). Os peixes foram alimentados com racdo comercial Purina
contendo 35% de proteina, duas vezes ao dia, de acordo com o manejo da piscicultura.
As caracteristicas da agua utilizada no teste em sistema estatico foram mantidas de
acordo com as recomendacdes da NBR 15088 (ABNT, 2007) com temperaturas de 25,5
+ 1,0 °C, livre de cloro, pH 7,2 + 0,3; oxigénio dissolvido 6,9 + 0,6 thg/tureza total
28,15 + 5,94 mg/t: (CaCQ).

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento de
Veterinaria/UFV (protocolo 24/2009). O médico veterinario responsavel foi o Doutor
Laércio dos Anjos Benjamin (CRMV-MG 3387).
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Figura 2. Principais componentes estruturais dos grupos experimentais (Adaptado de
Oliveira Ribeiro et al. 2002).

A: Bomba para oxigenacdo da agua. B: Termostato para controle da temperatura. D:

Filtro interno. L: Material contra isolamento de ruido. H-J: Trés aquarios para cada

grupo experimental (Controle e e cada uma das concentracdes de Thiodan

>

Os lotes de peixes (120 peixes em cada lote) foram destinados a acédo do toxico em

quatro tratamentos diferentes:

Experimentos Tratamentos

Experimento 1 sem aclimatacao e sem alimentag
Experimento 2 sem aclimatacdo e com alimentac
Experimento 3 com aclimatacao e sem alimentagac
Experimento 4 com aclimatagcédo e com alimentacac

O periodo de 10 dias para aclimatacdo dos peixes foi para permitir que as
caracteristicas ovarianas sejam comparadas com 0s grupos que nao foram aclimatados.
Dessa forma, mostrara quais as melhores condicbes que esses peixes podem ter na

reproducdo quando expostos as diferentes concentracdes do toxico.

3.2. Agrotéxico
Para a avaliacdo proposta no presente experimento, foi utilizado o inseticida

organoclorado Thiod&n(Bayer) em sua apresentacéo com 350g/L de endosulfan.

3.3. Teste de toxiidade aguda em sistema estéaticoCL 50

A definicdo das concentracdes toxicas a serem testadas nem sempre ocorre de
maneira simples. Muitas vezes, faz-se necessario uma analise preliminar para a
definicdo da melhor faixa de concentracdo a ser considerada nos testes definitivos.
Dessa forma, a primeira providéncia desse estudo de toxidade aguda € a realizacao de
testes preliminares que devem ser conduzidos com concentracdes tdxicas relacionadas

entre si por progressdes geométricas de razdo 10, calculadas com base em informacgdes
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obtidas por meio de testes ja realizados com outros organismos que mais se assemelham
filogeneticamente ao grupo em questdo (Ranzani-Paiva, 2004). A partir dos resultados
obtidos nessa fase, € possivel estabelecer a faixa ideal de concentracdo para conducédo
dos testes definitivos com o lambari.

O teste de concentracao letal ¢g)l.que avalia a concentracdo responsavel pela
mortalidade de metade dos animais, foi realizado em sistema de agua estéaticoode acord
NBR 15088 (ABNT, 2007), com os animais mantidos sob restricdo alimentar que se
iniciou 24 horas antes do inicio e perdurou durante o teste. Essa restricdo alimentar foi
realizada para evitar acumulo de matéria organica que poderia interferir na acdo do
agrotoxico.

Para o teste foram selecionados 120 lambaris, fémeas, adultas, emcawatur
avancada, com aproximadamente 7cm de comprimento. O agrotoxico utilizado foi o
Thiodar? (Bayer), com 350g/t de endosulfan. Foram utilizadas trés repeticdes com
cinco peixes cada, para cada concentracéo de Tfiadatada, sendo os gruposiass
classificados: controle (Opgh), 1,5pg/L2, 3,0pg/L, 6,0pg/LY, 12,0ug/Lh, 24,0pg/L
! 48,0ug/L* e 96,0pg/lt. As concentracdes foram distribuidas em recipientes plasticos
com 1,5L de &gua dos proprios aquérios (Figura 3). Para obter as diferentes
concentracdes, o Thiodarfoi diluido uma primeira vez 1:100 (Solucdo Padrédo
Intermediéria, contendo 3.500md/de endosulfan) e uma segunda vez 1:100 (Solugéo
Padrdo Final, contendo 35.000u¢/lde endosulfan), viabilizando a observacdo da
toxicidade total do agrotoxico, e ndo apenas do principio ativo (Figura 4).

Figura 3Recipiente utilizado e distribuicdo das concentragoes.
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Solucao

Solucao padrao
padrao final
(1:100)

intermediaria
(1:100)

3500mg/L de solugao padrao

Thiodan® intearmediaria 35000 pg/L de

solucao padrao
final

Figura 4Preparacéo da solucdo padréo final do ThiBdan

Foram feitas as verificacdes de mortalidade a cada seis horas (zero, 6, 12, 18, 24,
30, 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72, 78, 84, 90 e 96 horas), removendo-se 0s animaisomortos,
gue proporcionou menores interferéncias pela decomposicao dos peixes, gerando maior
confianca da mortalidade apresentada ser em funcdo da toxicidade do principio ativo
endosulfan sinergicamente a acdo dos solventes e demais compostos do inseticida. Para
acompanhamento da temperatura, foi adicionado 1,5L de 4gua do mesmo aquario, em
um recipiente idéntico, de forma que qualquer variagcdo na temperatura pudesse ser
medida sem provocar estresse adicional a nenhum grupo. O teste teve inicio no dia
16/01/2010 as 10:00 horas, com término as 10:00 horas do dia 20/01/2010. O programa
utilizado para o calculo da Gd.foi o TOXCALC, determinando o valor e o intervalo de
confianca pelo método PROBITUB<0,05).

3.4. Teste de toxiidade subletal em sistema estéatico

Depois de estimar a Gipelos testes preliminares, foi realizada aclimatacao de
novos lambaris como descrito no item 3.1. (Figura 2), onde 0s peixes se acostumaram
ao seu novo meio e as atividades normais de manutencédo, como alimentacao e limpeza
dos aquarios. O teste de toxicidade aguda com o endosulfan foi realizado baseando-se
principalmente nas normas técnicas para teste em sistema estatico de acordo com a
NBR 15088 (ABNT, 2007).

O teste de toxicidade subletal foi feito com trés diferentes dosagens do toxico,
inferiores aClso e, para fins estatisticos, cada concentragcéo, incluindo-se o grupo

controle, teve trés repeticbes sob as mesmas condi¢bes, para depois se avaliar e

20



quantificar a mortalidade se for o caso, observar o comportamento dos animais que
sobreviveram a intoxicacao e os efeitos morfolégicos nos figados e ovarios dos peixes
expostos. Assim, como foram trés repeticoes usando-se trés diferentes concentracoes do
toxico e um grupo controle, para a realizagdo do presente experimento foram

necessarias 120 fémeas de lambari para cada experimento (Tabela 1

Tabela 1. Distribuicdo das fémeas de lambafstyanax bimaculatus em cada grupo
experimental.

Repeticac Controle 1,15ug/l 2,3ug/l 5,6u9/l

A 10 10 10 10
B 10 10 10 10
C 10 10 10 10

Para cada peixe que sobreviveu a intoxicacao pelo periodo de 96 horas (teste de
toxicidade subletal) foram obtidos dados biométricos como peso corporal, comprimento
total e comprimento-padrédo, peso do figado e peso do ovario. Os ovarios e figados, na

sequéncia, foram fixados para posterior analise histoldgica.

3.5. Avaliacdo morfolégica

3.5.1. Microscopia de luz

Apdbs 96 horas de experimento, seis animais de cada grupo foram coletados,
anestesiados com benzocaina e eutanasiados para coleta dos ovarios e figados. Para o
estudo das caracteristicas morfologicas de ovarios e figados, os fragmentos foram
fixados em paraformaldeido &“em tampéo fosfato 0,1M pH 7,2. O material foi
fixado por um periodo minimo de 24 horas e preservado em alcool 70%. Em seguida, 0s
fragmentos foram transferidos para solucéo de alcool 95% por quatro horas. Apds isso,
os fragmentos de ovarios e figados foram imersos em solucdo de alcoelrési¥ta
glicolmetacrilato (Leica, Historesin) na proporcéo de 1:1 por 12 horas, seguida de resina
pura por 24 horase posterior emblocamento. Os fragmentos foram seccionados em
cortes com 3um de espessura em microtomo rotativo com navalha de vidro. Foi
preparada uma lamina por animal com quatro cortes em cada e em padrao semi-seriado,
Ou seja, a cada corte aproveitado eram descartados cinco cortes seguintes para evitar que
a mesma célula fosse contada duas vezes no momento da analise, baseando-se no

didmetro nuclear previamente estabelecido para cada tipo celular em questao.
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As coloragOes utilizadas foram azul de toluidina e hematoxilina/eosina, para
analises histotoldgicas e para morfometria. Também foi utilizada a reacdo histoquimica
com PAS contracorados com hematoxilina para os cortes de figados. As laminas foram
montadas com Entellan (Merck®), analisadas em microscépio de luz CX31 Olympus, e
as imagens foram obtidas com camera digital SC 020 por meio do software Analysis
GETIT, Olympus.

3.5.2. Analises morfoldgicas e morfométricas dos figados

Os estudos morfolégicos foram conduzidos em seis animais por concentracao
As laminas histolégicas foram analisadas em toda sua extensédo e fotografadas (ocular
de 10X e objetiva de 40X) em 10 campos ao acaso para andlises morfoldgicas e
morfométricas que pudessem ser representativas dos efeitos do Thimdaecido
hepético. Estas alteracbes foram comparadas com o padrdo de organizacdo dos figados
das laminas do grupo controle.

As alteracdes histoldgicas foram avaliadas semiquantitativamente em duas
formas: 1) por meio do célculo do Valor Médio de Alteracdo (VMA), com base na
incidéncia de lesdes. Para tanto, atribuiu-se um valor numérico para cada animal
conforme a escala: grau 1 (auséncia de alteracdo histologica), grau 2 (ocoméncia d
lesBes pontualmente localizadas) e grau 3 (lesbes amplamente distribuidas pelo 6rgao)
em 10 campos fotografadog; 2) por meio do célculo do Indice de Alteragéo
Histopatoldgica (IAH), com base na severidade de cada lesao de acordo, com Schwaiger
et al. (1997). Para tanto, as alteracbes foram classificadas em estadios progressivos
guanto ao comprometimento das funcdes do 6rgdo: alteracbes de estadio I, que nao
comprometem o funcionamento do 6rgéo; de estadio Il, mais severas e que prejudicam
o funcionamento normal do 6rgdo; e de estadio lll, muito severas e irreversiveis,
adaptado de Poleksic & Mitram/Tutundzic (1994) (Tabela 2). O valor de IAH foi
calculado para cada animal utilizandddamula: TAH =10° T + 10' Y11 + 10 Y11,
sendo I, Il e lll correspondentes ao numero de alteracdes de estadio I, Il e lll,
respectivamente. O valor médio de IAH foi dividido em cinco categorias, seguindo
metodologia de Poleksic & Mitrovic-Tutundzic (1994): 0-10= funcionamento normal do
tecido; 11-20= dano leve a moderado do tecido; 21-50= dano moderado a severo do
tecido; 51-100= dano severo do tecido; maior que 100= dano irreparavel do tecido. Este
indice permitiu a comparacdo da severidade das lesGes hepaticas entre 0s peixes

expostos as diferentes concentragdes do téxico.
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Tabela 2. Classificacdo das alteragdes histologicas do figado quanto ao estdgio de
comprometimento das funcdes teciduais (adaptado de Poleksic & Mitrovic—
Tutundzic,1994).

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS HEPATICAS ESTAGIO
1. Alteragao nos hepatdcitosAtrofia nuclear [
Atorfia nuclear |
Deformacéo do contorno celular [
Deformacao do contorno nuclear |

|

|

Hipertrofia celular

Hipertrofia nuclear

Ndcleo na periferia da célula I
Vacuolizagao citoplasmatica I
Degeneracéo citoplasmatica I
Degeneracéo citoplasmatica I
Degeneracao nuclear I
Ncleos picnoticos I
Rompimento celular I
2. AlteragGes nos vasos sanguineos

Hiperemia I
Ruptura de vasos I
3. Necrose

Necrose focal 1l

Para as andlises morfométricas foram realizadas dez medi¢des dos diametros de
ndcleos e citoplasmas de hepatécitos para cada animal. As medidas foram obtidas por
meio do programa Image-Pro Plus, tracando duas linhas perpendiculares, respeitando-se
os limites do nucleo e do citoplasma do hepatécito em analise (Figura 5). Além disso,
foram quantificados pontos de intersecdo sobre nucleo, citoplasma, capilar sinusoides e
macréfagos em 10 campos (gradicula com 100um de lado e uma area de 10000um2),
totalizando 4410 pontos/animal para o calculo da constituicdo tecidual hepética (Figura
6). Estas avaliac6es foram conduzidas nos grupos controles e grupos de peixes expostos
ao toxico nas diferentes concentragdes.

A quantidade de glicogénio nos hepatdcitos foi avaliada em toda extensdo da
lamina de forma semiquantitativa, sendo evidenciada pela reacdo histoquimica de
Periodic Acid Schiff (PAS), segundo Michalany (1980). Para melhor compreensao dos
resultados, as marcacdes foram determinadas na seguinte escala: 0- auséncia de
glicogénio, 1- pouco glicogénio, 2- quantidade moderada de glicogénio, 3- muito
glicogénio. Apos esta analise, foi calculada uma média do contetudo de glicogénio dos
hepatdcitos nos grupos controles e grupos expostos ao tdoxico nas diferentes

concentragoes.
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Figura 5. Metodologia para obtencdo de medidas de diametro de ndcleo e citoplasma de
hepatdcitos por meio do programa Image-Pro PGwmloracdo: Azul de
toluidina.Barra: 5pum

Figura 6. Gradicula utilizada para contagem de pontos de intersecdo sobre nlcleos e
citoplasmas de hepatdcitos, capilares e macrofagos (4410 pontos/animal).
Coloracgéao: Azul de toluidina.
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3.5.3. Anélises morfométi cas e morfologicas dos ovarios

Os estudos foram conduzidos em seis animais de cada grupo em cada
experimento. As laminas histolégicas foram analisadsas em toda sua extensdo em busca
de alteracBes morfoldgicas folicdan(Tabela 3) que pudessem ser representativas dos
efeitos do Thiodahno tecido ovariano, sempre comparando estas alteracdes com o
padrdo de organizacdo dos ovarios das laminas dossgrainoles.

Para a avaliacdo morfométrica foram realizadas contagens dos diferentes
estagios de desenvolvimento folicular. Para isto, foram utilizadas fotografias obtidas a
partir de 10 campos escolhidos ao acaso em objetiva de 10X (campo com 509,4um de
largura por 681,20um de comprimento, totalizando uma éarea de 18,63 mmz2). Além
disso, foi realizada a contagem de foliculos atrésicos e observados eosindfilos
associados aos foliculos vitelogénicos, utilizando o microscépio com objetiva de 40X,
avaliandose 10 foliculos escolhidos ao acaso para cada animal nos quatro
experimentos. Também foram realizadas medi¢cdes de diametros em 10 foliculos
vitelogénicos para cada animal. Estas medidas foram obtidas pelo programa Image-Pro
Plus tracando-se duas linhas perpendiculares sobre nucleo e central, e respeitando-se 0s
limites do foliculo. As mensuracfes foram realizadas em imagens obtidas com objetiva
de 4X (Figura 7). Em todas as contagens e medi¢cdes foram calculados os valores
meédios e desvios-padrdo para cada concentracdo para se avaliar o desenvolvimento

folicular nos diferentes experimentos.

Tabela 3. Alteracbes histoldégicas do ovéario quanto ao comprometimento folicular
(adaptado de Chatterjee et al., 1997; Dutta & Dalal, 2008).

ALTERACOES HISTOLOGICAS FOLICULAR ES
Alteracéo nos foliculos
Descolamento do revestimento folicular
Retragéo citoplasmética

Retracdo nuclear

Atresia folicular

Aglutinacdo nucleoplasmatica
Aglutinacao citoplasmatica

Aglutinacao dos gldbulos de vitelo
Foliculos vazios

Granulécitos envolvendo foliculos
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Figura 7. Metodologia para obtencédo de medidas de diametro de ovécitos vitelogénicos
avancados por meio do programa Image-Pro Rlotragédo: Hematoxilina
eosina.

3.5.4. Imunoistoquimica

Para detectar a possivel imunorreatividade para colagenb/, integrinas 1 e
caspase 3 no tecido conjuntivo, ovarios do lambari foram fixados em paraformaldeido a
4%. A recuperacao antigénica, foi realizada em forno microndas por 10 minutos com 0s
cortes nas laminas sendo imersos em tampéao citrato 10mM pH 6,0. As laminas foram
incubadas com perdxido de hidrogénio a 3% em tampéo fosfato por 15 minutos, em
temperatura ambiente, para inativar peroxidase endégena, e com soro albumina bovina a
2% por 45 minutos, para bloquear marcador antigénico inespecifico. Anticorpos
primarios anti-coladgeno tipo IV, aniitegrina f1 e anti-caspase 3 (Santa Cruz
Biotechnology, Calif., USA) foram aplicados nas seccbes a 4°C na diluicdo 1:100
(integrina e colageno tipo IV) e 1:200 (Caspase 3) segundo o fabricante, “overnight”.
Os cortes foram lavados em PBS e incubados por 45 minutos com diluicdo de 1:200
com anticorpo secundario 1gG anti-coelho (LSAB 2 sistema HRP da Dako Cytomation
kit; Dako Cytomation, Carpinteria, Calif., USA), e tratado com peroxidase conjugada
com estreptavidina por 45 minutos. A revelacao foi realizada com diaminobenzidina
(DAB) e as laminas foram contracoradas com hematoxilina (Santos et. al., 2008a).
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3.6. Parametros biométricos

Para analisar quantitativamente a atividade reprodutiva ldlonacul atus, foram
registrados, para cada exemplar, os seguintes dados biométricos: peso corporal (em @),
peso dos ovarios (em g) e peso do figado (em g). Os valores médios e desvios-padrao
dos indices gonadossomatico e hepatossomatico foram calculados para cada animal, em

cada um dos grupos propostos no presente estudo.

a) Indice gonadossomatico (IGS)
IGSGx100 PG= peso dos ovarios
PC PC= peso corporal

b) indice hepatossomatico (IHS)
IHS=PFx100 PF= peso do figado
PC PC= peso corporal

3.7. Analises estatisticas

As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de homocedasticidade
(Levenes) e normalidade (Shapiro-Wilk) e, posteriormente a andlise de variancia, para
testar as variacdes nos valores médios dos indices calculados no momento da coleta (96
horas) entre os grupa@ontroles e os grupos tratados. Foi analisado o coeficiente de
variacao para se evitar erros estatisticos tipo | e tipo Il e, logo apés, fadeadizeste
paramétrico de Duncan ou Tuke®<(Q,05) para comparar os valores médios. Quando
nao atenderam as premissas de normalidade e homocedasticidade, mesmo apds as
transformacdes apropriadas, os dados foram submetidos aos testes ndo-paramétricos de
Kruskal-Wallis (ANOVA). Para as variaveis qualititativas quantificadas foi utilizado o
teste de Kruskal-WallisANOVA). Os gréficos foram produzidos usando o software
Microsoft Excel 2010.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.CAPITULO 1
EFEITOS DO INSETICIDA THIODAN ® SOBRE A MORFOLOGIA HEPATICA
DE FEMEAS DE LAMBARIS Astyanax bimaculatus

RESUMO
O Thiodar? é um téxico que pode causar alteracdes morfolégicas nos tecidos de peixes
expostos a ele dependendo da concentracdo. A fim de investigar possiveis alteracdes
este estudo avaliou a morfologia hepatica de fémeas de lanfstyanax bimaculatus
expostas ao Thiod&npor 96 horas em quatro diferentes experimentos com trés
concentracdes subletais de 1,15; 2,3 e 5,6 pg/L de THipddém de um grupo
controle, livre de tOxico.As fémeas foram divididas em quatro experimentos: sem
aclimatacdo e sem alimentacéo; sem aclimatacéo e alimentados; com aclimataca@sle 10 di
sem alimentacdo; e com aclimatacdo de 10 dias e alimenkalosbservado que a acédo do
Thiodarf em concentraces subletais ndo afetou a estrutura morfolégica do figado
como um todo, mas foram observadas alteragcbes em locais isolados do parénquima
hepatico. Houve deplecdo de glicogénio, deformacdo nuclear e citoplasmatica,
hipertrofia nuclear e citoplasmatica, hiperemia e degeneracdo celular nos hepatdcitos
nas diferentes concentracdes. No entanto, o Indice de Alteracéo Histologica (IHA) e o
Valor Médio de Alteracdo (VMA) demonstraram que as alteracbes observadas nos
figados dos lambaris ndo foram severas, sendo, na maioria, alteracdes de estadio | e |l,
de forma leve a moderada, com dano reparavel do tecido hepatico em todas as
concentracdes. Além disso, houve alteracdo do diametro do nucleo e citoplasma dos
hepatécitos nos diferentes experimentos, e maior quantidade de ndcleos de hepatocitos
nos grupos expostos ao ThioBaassociada & reducdo na quantidade de citoplasma.
Concluise que o Thiodafi influenciou o metabolismo hepatico como resposta
adaptativa celular. A incidéncia de alteracdes histolégicas no figado dos lambaris
coletados nos diferentes experimentos indica o comprometimento da salde destes
peixes e mostra que o0s parametros analisados podem ser empregados como
biomarcadores da contaminacdo ambiental nesta espécie.

Palavras-chave histopatologia, figado, peixe, endosulfan, ecotoxicologia.
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1. INTRODUCAO

O Thiodarf é um inseticida de uso comercial que consiste na mistura de dois
isbmeros ativos, sendo 70%endosulfan ¢ 30% B-endosulfan. Endosulfan é um
hidrocarboneto clorado usado como inseticida de amplo espectro, que controla insetos
por acdo de contato e ingestdo (Stumpf & abhaver, 1OBékrabartyet al., 2012).
Atualmente, foi banido em varios paises pela sua alta toxicidade (Molina, 2010). O
toxico pode chegar ao meio aquatico pelo escoamento superficial e infiltragdo no solo a
partir da irrigacdo agricola e das chuvas, colocando em risco os organismos que ali
residem (Walker et al.,, 1996; Capkin et al., 2006; Glover et al., 2007).
Consequentemente, o endosulfan pode acumular nos tecidos destes organismos, como ja
observado por Henry & Kishimba (2006) na espécie de p@igechromis niloticus. A
Unido Européia estabelece como limite méximo de endosulfan em gordura o valor de
0,05mg/kg (EPA 2002), e em agua doce 0,221i/(EPA 1980). A Legislacdo
Brasileira de Residuos de Pesticidas vigente, levando em consideracdo a qualidade da
agua definida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente, Resolu¢cdo CONAMA - n°
357/2007, estabelece o valor limite de 0,Q®fL de residuo do referido inseticida e
seus metabdlitos nas 4guas doces de classe 1.

A sensibilidade ao endosulfan pelos organismos aquaticos tem sido bem descrita
na literatura (Capkin et al., 2006; Ballesteros et al., 2007; Pereira et al., 2012). O
produto € extremamente tOxico para peixes e outros organismos aquaticos, mesmo em
concentracdes muito pequenas (Cengiz et al.,, 2001). No entanto, a sensibilidade pode
variar entre 0s sexos, assim como foi observado nos peixes adultos da ksgasie
multidentata sob efeito do endosulfan por 96 horas (Ballesteros et al., 2007). Neste
trabalho, a Cko em peixes machobi de 0,72 ug/L™?, enquanto nas fémeas foi de
1,31ug/L?, valores atribuidos as diferencas de maior reserva de lipideos nas fémeas que
nos machos. Em outros estudos, Capkin et al. (2006) utilizaram @, 78em
Oreochromis mikyss por 24 horas de exposicdo ao téxico, o que causou além da morte
de 50% dos peixes, convulsdes, nado erratico, separacdo das laminas branquiais e
necrose do figado e, como Cengiz et al. (2001), reportaram lesdes similares no peixe-
mosquitoGambusia affinis.

O sulfato de endosulfan € um dos produtos derivados do metabolismo do
endosulfan, sendo considerado o principal metabdlito devido a sua importancia

toxicoldgica (Stumpf & abhaver, 1986), e por ser mais estavel no meio ambiente do que
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quando estda em sua formula original (Ali et al., 1984). Decorrente disto, os peixes,
gquando expostos a este inseticida, podem apresentar alteracbes morfologicas
significativas no figado (Capkin et al., 2006; Coimbra et al., 2007; Glover et al., 2007).
Estas alteracbes morfologicas podem ser o surgimento de vacuolizacdo dos hepatdcitos,
deplecdo de glicogénio, alteracdo dos vasos sinusoides, alteracdo do tamanho dos
hepatocitos e necroses, 0 que, de acordo com alguns autores, pode influenciar a sintese
de vitelogenina no figado para formacdo dos foliculos vitelogénicos em periodo
reprodutivo (Senthilkumaran et al., 2004; Al-Ghais, 2013; Silva Barni et al., 2014 ).
Além disso, as funcdes hepaticas podem ser influenciadas pelas diferencas na
capacidade de exposicdo a contaminantes, condicdo fisiolégica, armazenamento de
energia e habitos alimentares (Ribeiro et al., 2@06Ghais, 2013; Silva Barni et al.,
2014).

O lambariAstyanax bimaculatus foi escolhido como organismo experimental,
pois € muito representativo no ecossistema, sendo encontrado desde o Nordeste
brasileiro até a bacia do rio da Prata na Argentina (Barbieri et al., 1982). E um peixe de
pequeno porte e de facil manutengcdo em laboratorio.

Este estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia de alteracdes histologicas
no figado de fémeas de bimaculatus em maturacdo avancada e avaliar a intensidade
de alteracdo deste orgdo em peixes alimentados e desprovidos de alimento, durante

ensaios subletais agudos com o toxico Thidan

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vigosa. Os peixes foram mantidos no Biotério de Peixes do Departamento de
Veterinaria, onde foram realizados o teste de toxicidade aguda e o teste subletal. As
atividades de coleta, fixacdo e inclusdo dos fragmentos dos figados, microtomia,
coloracdo de laminas histoldégicas e as analises histolégicas e morfométricas foram
realizadas nos Laboratérios de Peixes e de Histopatologia do Departamento de
Veterinaria da UFV (DVT/UFV).

2.1. Animais
Foram utilizadas fémeas d& bimaculatus obtidas de tanques de terra na

Piscicultura da Prata, Eugendpolis/MG. Para o presente estudo, foram selecionadas
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fémeas de lambari em maturacdo avancada com peso de 11,58 e @gnprimento

total de9,12 + 0,64 cm. As caracteristicas para a escolha dos animais em maturacao
avancada se basearam em aspectos corporais, como ventre abaulado, poro genital
dilatado e vascularizado.

Os peixes foram transportados para o Biotério de Peixes do DVT/UFV. Os
aquarios onde os animais foram mantidos possuem capacidade de 50 litros numa
densidade de 0,59 de peixe por litro de &gua. Foi utilizada agua livre de cloro,
temperatura controlada e monitoramento duas vezes ao dia. Todos 0s aquarios possuiam
sistema de filtracdo (250L/h), e aeracdo continua da agua para garantir o bem-estar dos
peixes. Os peixes foram alimentados com racdo comercial Purina contendo 35% de
proteina, duas vezes ao dia, de acordo com 0 manejo da piscicultura.

As caracteristicas da agua utilizada no teste em sistema estatico foram mantidas
de acordo com as recomendagfes da NBR 15088 (ABNT, 2007) com temperaturas de
25,5 + 1,0 °C, livre de cloro, pH 7,2 + 0,3; oxigénio dissolvido 6,9 + 0,6 Tregglureza
total (CaCQ) 28,15 + 5,94 mg/L.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento de
Veterinaria/UFV (protocolo 24/2009). O médico veterinario responsavel foi o Doutor
Laércio dos Anjos Benjamin (CRMV-MG 3387).

2.2. Agrotdxico
Para a avaliagdo proposta no presente trabalho, foi utilizado o inseticida
organoclorado Thiod&nh (Bayer) em sua apresentacdo comercial com 350gk:

endosulfan.

2.3. Teste da toxicidade aguda em sistema estatioBl-so

O teste de concentracgao letal gglque avalia a concentracdo responsavel pela
mortalidade de 50% dos animais foi realizado em sistema de agua estatico de acordo
com a NBR 15088 (ABNT, 2007) com os animais mantelosestricdo alimentar que
se iniciou 24 horas antes do inicio do experimento e perdurou durante todo o teste (96
horas). Essa restricdo alimentar foi realizada para evitar acimulo de matéria organica
que poderia interferir na acdo do agrotoxico.

Para o teste foram selecionadas 120 fémeas adultas de lambari em maturacéo
avancada. O agrotéxico utilizado foi o ThioBgBayer), com 350g/t de endosulfan.

Foram utilizadas trés repeticbes com cinco peixes cada, para cada concentracdo de
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Thiodarf adotada, sendo os grupos assim classificados: controle ®ua/Bug/L,
3,0pg/LY, 6,0pg/lh, 12,0pg/Lt, 24,0pg/L, 48,0pg/* e 96,0pg/l . As concentracdes
foram distribuidas em recipientes plasticos com 1,5L de 4gua dos proprios aquarios.
Foram realizadas verificacbes de mortalidade a cada seis horas até 96 horas
(zero, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72, 78, 84, 90 e 96 horas) removendo-se
0S animais mortos, o que proporcionou menores interferéncias pela decomposicdo dos
peixes, gerando maior confianca da mortalidade apresentada ser em funcédo da
toxicidade do principio ativo endosulfan sinergicamente a acao dos solventes e demais
compostos do inseticida. Para acompanhamento da temperatura foi acondicionado 1,5L
de 4gua do mesmo aquario, em um recipiente idéntico, de forma que qualquer variacao
na temperatura pudesse ser medida sem provocar estresse adicional a nenhum grupo. O
programa utilizado para o célculo dasglfoi o0 TOXCALC, determinando o valor e
intervalo de confianca pelo método PROBITWS(,05).

2.4. Teste da toxsidade subletal em sistema estatico

O teste de toxicidade subletal com o endosulfan foi realizado baseando-se
principalmente nas normas técnicas para teste em sistema estatico de acordo a NBR
15088 (ABNT, 2007).

As fémeas foram expostas ao Thioté&endosulfan 350g/t) por 96 horas em
quatro tratamentos diferentes: 1) experimento sem aclimatacdo de 10 dias e sem
alimentacéo; 2) experimento sem aclimatacédo e com alimentagao; 3) experimento com
aclimatacao de 10 dias e sem alimentacédo; e 4) experimento com aclimatacéo de 10 dias
e com alimentacdo. Todos os experimentos foram constituidos por trés concentracdes
diferentes do Thiod&rinferiores & Cko pré-determinada em laboratério de acordo com
a NBR 15088 (ABNT, 2007) e um grupo controle sem toxico. As concentracdes
utilizadas em cada experimento foram de 1,15; 2,3 e 5,8pgfm trés repeticdes sob

as mesmas condicdes para cada concentragao.

2.5. Andlises morfologicas e morfométricas

Apoés 96 horas de experimento, foram coletados 96 peixes, sendo seis animais
em cada grupamos diferentes experimentos. Logo em seguaia figados foram
coletados ap0s os peixes terem sido anestesiados com benz@dcah@00), e

eutanasiados pela secgao transversal da coluna vertebral na regido do opérculo.
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Para a histologia, todas as amostras foram fixadas em paraformaldeido a 4% em
tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,2, por 24 horas, e incluidos em resina glicolmetacrilato
(Leica, Historesif). Em seguida, seccbes com 3pm de espessura foram coradas
utilizando azul de toluidina para as analises morfologicas e morfométricas. As l[aminas
foram montadas com Entellan (Mefgk analisadas em microscépio de luz CX31
Olympus, e as imagens foram obtidas com camera digital SC 020 por meio do software
Analysis GETIT, Olympus.

As laminas histologicas foram analisadas em toda sua extensdo, e foram
fotografados 10 campos ao acaso em objetiva de 40X, para analises morfolégicas e
morfométricas que pudessem ser representativas do efeito do Thindatecido
hepético. Estas alteracbes foram comparadas com o padrdo de organizacdo dos figados
dos grupos controles.

As alteragbes histoldgicas foram avaliadas semiquantitativamente de duas
formas: 1) por meio do calculo do Valor Médio de Alteracdo (VMA), com base na
incidéncia de lesBes. Para tanto, atribuiu-se um valor numérico para cada 0Orgao
conforme a escala: grau 1 (auséncia de alteracdo histologica), grau 2 (ecateénc
lesbes pontuais), e grau 3 (lesbes amplamente difusas pelo 6rgdo) em 10 campos
fotografadosg 2) pelo calculo do indice de Alterac&o Histotologica (IAH), com base na
severidade de cada lesdo de acordo com Schwaiger et al. (1997). Para tanto, as
alteracdes foram classificadas em estadios progressivos quanto ao comprometimento
das funcdes do o6rgédo: alteracbes de estadio I, que ndo comprometem o funcionamento
do o6rgdo; de estadio Il, mais severas e que prejudicam o funcionamento normal do
orgao; e de estadio Ill, muito severas e irreversiveis (adaptado de Poleksic & Mitrovic-
Tutundzic, 1994) (Tabela 1). O valor de IAH foi calculado para cada animal utilizando a
formula: TAH =10° Y1 + 10" YII + 10 YIII, sendo I, II e III correspondentes as
alteracOes de estiag |, 1l e Ill, respectivamente. O valor médio de IAH foi dividido em
cinco categorias, que seguiu metodologia de Poleksic & Mitrovic- Tutundzic (1994): O-
10= funcionamento normal do tecido; 11-20= dano leve a moderado do tecido; 21-50=
dano moderado a severo do tecido; 51-100= dano severo do tecido; maior que 100=
dano irreparavel do tecido. Este indice permitiu a comparacdo da severidade das lesfes
hepéticas entre os peixes expostegdiferentes concentracdes do toxico.

Para as analises morfométricas foram realizadas medi¢des dos diametros de dez
nacleos e citoplasmas de hepatécitos para cada animal. As medidas foram obtidas por

meio do programa Image-Pro Plus, tracando duas linhas perpendiculares respeitando-se
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os limites do ndcleo e do citoplasma do hepatécito em analise. Além disso, foram

guantificados pontos de intersecéo sobre nacleo de hepatdcito, citoplasma de hepatdcito,
capilares sinusoides e macrofagos em 10 campos, utilizando-se gradicula com 441
pontos de intersecdo, com 100um de lado e uma &rea de 10000umz?, totalizando 4410

pontos/animal para o calculo da constituicdo tecidual hepatica.

Tabela 1. Classificacao das alteragdes histologicas do figado
quanto ao estdgio de comprometimento das
funcdes teciduais (adaptado de Poleksic &
Mitrovic-Tutundzic, 1994).

ALTERACOES HISTOLOGICAS HEPATICAS  ESTADIO
1. Alteracdes nos hepatdcitos I
Atrofia nuclear I
Deformacéao do contorno celular I
Deformacéo do contorno nuclear I
Hipertorfia celular I

I

I

I

Hipertorfia nuclear

Nucleo na periferia da célula

Vacuolizacao citoplasmatica

Degeneracao citoplasmatica Il
Degeneracao nuclear Il
Nucleo picnéticos Il
Rompimento celular Il
2. Alteracdes nos vasos sanguineos

Hiperemia Il
Ruptura de vasos Il
3. Necrose

Necrose focal 1]

A quantidade de glicogénio nos hepatdcitos foi avaliada em toda extensdo da
lamina de forma semiquantitativa, sendo evidenciada pela reacdo histoquimica de
Periodic Acid Schiff (PAS), seguida de contriacacdo com hematoxilina, segundo
Michalany (1980). Para melhor compreensdo dos resultados, as marcagdes foram
determinadas na seguinte escala: 0- auséncia de glicogénio, 1- pouco glicogénio, 2-
guantidade moderada de glicogénio, 3- muito glicogénio. Apos esta anadlise, foi
calculada uma média do conteudo de glicogénio dos hepatdcitos nos grupos oentroles

grupos expostos ao toxico nas diferentes concentragoes.
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2.6. indice hepatossomatico (IHS)

Para o calculo do IHS, foram registrados, para cada exemplar, os dados
biométricos de peso corporal (PC, em g) e peso do figado (PF, em g). Os valores médios
e 0s desvios padrdo do indice hepatossomético (IHS=PFx100/PC) foram calculado
para cada animal, em cada um dos grupos nos diferentes experimentos, nas diferentes

concentracoes.

2.7. Andlises estatisticas

Os dados estéo apresentados como média + desvio padréo.

Os dados foram avaliados pelo Software Statistica 7.0 por meio da analise de
variancia (ANOVA). Apés o teste de distribuicdo normal, os dados foram comparados
entre 0s grupos controle e grupos expostos ao THiodsando anélise de variancia
one-way seguida pelo teste de Tukey ou Duncan. Quando os dados ndo apresentaram
uma distribuicdo normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

P<0,05 foi utilizado como critério de significancia.
3. RESULTADOS

3.1. Determinacéo da Clg-96h

Nas primeiras seis horas de experimento observou-se mortalidade de 400% d
peixes na concentracdo de 96piY/194,4% de mortalidade em 48ug/L73,3% de
mortalidade em 24pgh, 26,6% de mortalidade em 12ug/e 20% de mortalidade em
6ug/Lt, sendo um total de 44,7% dos peixes que morreram nas diferentes
concentracdes do Thiodan® nas primeiras seis horas. Na concentracdo dé 3pg/L
morreu apenas um peixe no final das 96 horas. Foi observado 100% de mortalidade na
concentracdo de 48ugfLem até 12 horas de exposicdo ao toxico. As menores
mortalidades foram registradas nas concentracdes de Thiodan® dé' @uéyig/L?,
sendo, respectivamente, 94,4% e 80% de sobrevivéncias. A concentracdo de'1,5ug/L
de Thiodan® e o grupo controle ndo tiveram mortalidade. A temperatura da agua
apresentou variacao entre 22,0°C e 24,5 °C, com média de 23,3+0,72 °C.

Os valores registrados determamCLs-96hs de 13,67pg/tpara as fémeas de
A. bimaculatus, com intervalo de confianca de 10,1 a 18,4{tqR<0,05).
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3.2. Teste da toxsidade subletal em sistema estatico
Durante a exposicdo ao Thioflgmor 96 horas, foi observado comportamento

anormal dos peixes, com nado erratico, tentativa de fuga dos aquérios, demonstracao de
agressividade com os demais peixes, busca de oxigénio na superficie e respiracao
branquial acelerada. ApGs 24 horas do inicio, 0s animais apresentavam comportamento
normal e procuravam pelo alimento. Estas mudancas comportamentais ocorreram em
todas as concentragcfes do agrotoxico utilizadas, com maior intensidade na concentracao
de 5,6ug/L do experimento sem aclimatagdo/sem alimentagéo, cuja temperatura média

foi superior a dos demais experimentos (Tabela 2).

3.3. Morfologia e frequéncia das alterac¢des histolégicas nos figados

Morfologicamente, o figado dos lambaris apresentou hepatécitos hexagonais
com citoplasma de aspecto granular e vacuolizado, nucleo arredondado central, nucléolo
evidente e presenca de hepatopancreas. Os hepatdcitos estavam dispostos em corddes
margeando os sinusoides (Figura)l A

Os infiltrados leucocitarios foram observados nos grupos contoles grupos
expostos ao Thiod&r{Figura 1 B).

A vacuolizacao foi evidente nos hepatdcitos das fémeas analisadas (Figura 1 A).
No figado das fémeas do experimento sem aclimatacdo/com alimentacdo na
concentracéo de 5,6pgflhouve a presenca caracteristica de acimulos de lipidios nos
hepatécitos, com a presenca de vesiculas claras, grandes e envolvidas por glicogénio
marcado positivamente pela reacao de PAS (Figura 1 C). Além disso, foram observados
nacleos deslocados para a periferia celular. No experimento sem aclimatacdo/sem
alimentacdo na concentracdo de 5,6ffghouve reacdo negativa pelo PAS no
citoplasma dos hepatdcitos (Figura 1 D).

As alteracdes de estadio I, como deformacdo do contorno nuclear, nucleo na
periferia da célula, atrofia nuclear, desarranjo dos cordfes hepaticos, hipertrofia celular
e nuclear (Figuras 1 E-G; Figuras 2 A-B) foram observadas nos grupos coatroles
naqueles expostos ao ThioBlasendo que nos grupos tratados houve maior frequéncia.

O deslocamento do nucleo parperiferia do hepatdcito foi observado nas fémeas do
experimento sem aclimatac&o/com alimentacdo na concentracéo de 3,6pg/L

Quanto as alteracdes de estadio Il, a degeneracdo nuclear (Figura 2 C) foi
raramente presente na maioria das concentracdes nos diferentes experimentos. A

degeneracéo citoplasmética (Figura 2 D) foi pouco frequente em todos os experimentos,
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assim como a hiperemia (Figura 2 E). A presenca de nucleos picnaéticos (Figura 2 F) foi
mais frequente no experimento sem aclimatacdo/com alimentacdo e no experimento
com aclimatagdo/com alimentacéo.

Os VMAs variaram entre 1,25 e 2,28 nas fémeas analisadas, sendo a menor
média observada nos grupos controles e as maiores nos grupos expostos a8, thiodan
gue mostra incidéncia maior de alteracdes pamiua figado nos animais dos grupos
tratados. Os VMAs do figado na espécie estudada foram supeRefe85) nos peixe
expostos ao agrotéxico quando comparado aos peixes dos grupos controles (Tabela 3).
O IAH das fémeas nos diferentes experimentos apresentaram valores superiores
(P<0,05) nos grupos expostos ao Thiddagquando comparados como 0S grupos
controles (Tabela 4), com excec¢ao do experimento sem aclimatacédo/sem alimentacdo na
concentracéo de 1,15pdflde endosulfan, que ndo houve difererizD(05).

3.4. Diametro dos nucleos e citoplasmas de hepatocitos

Os resultados demonstraram aumer®g0(05) no diametro dos nudcleos de
hepatdcitos dos peixes expostos ao ThiSdaas concentracdes de 1,15}ib/k
2,3ug/Lt quando comparados ao grupo controle no experimento sem aclimatagéo/sem
alimentacé&o. Por outro lado, foi registrada diminui¢&®(05) do diametro dos nucleos
de hepatdcitos no experimento com aclimatacdo/com alimentacdo quando comparados
aos peixes expostos ao Thioflara concentracdo 1,15 e 2,3pg/km relagéo ao grupo
controle (Tabela 5).

O diametro do citoplasma apresentou aumento no experimento sem
aclimatacao/sem alimentacdo e no experimento com aclimatacao/sem alimentacdo com
diferenca P<0,05) registrada entre os peixes do grupos contrelexpostos ao
agrotoxico, com excec¢do do experimento com aclimatacdo/sem alimentacdo na
concentracdo de 2,3ugfl(Tabela 6). Entretanto, houve diminuicdo nos citoplasmas de
hepatOcitos nos peixes expostos ao agrotoxico em relacdo ao grupos cdPmiEs) (
nos experimentos sem aclimatacdo/com alimentagdo e no experimento com

aclimatacao/com alimentacao (Tabela 6).

3.5. Quantificacdo de nucleos e citoplasmas de hepatdcitos, macrofagos e capilares
sanguineos no tecido hepético
Nas contagens de pontos de intersecdo sobre nucleos de hepatdcitos (Tabela 7)

foram observadas quantidades superiores nos peixes expostos ao agrotdoxico em relacéo
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aos grupos controle®€0,05). Na quantificacdo dos citoplasmas de hepatdcitos foram
registradas contagens inferioré&s,05) nos peixes expostos ao agrotoxico em relacéao
acs grupos controles, exceto no experimento sem aclimatacao/sem alimentacao (Tabela
8).

Na contagem de pontos de intersecdo sobre macrofagos ndo houve aumento
significativo (P>0,05) nos peixes expostos ao agrotdéxico em relacdo ao controle (Tabela
9). Em relacdo a contagem de pontos de intersecdo sobre capilares sinusoides, a
contagem foi igual na maioria dos peixes expostos ao agrotoxico quando comparados
com os controles, apresentando diferenca significatR«0,05) entre os grupos
expostos do experimento sem aclimatacdo/com alimentacdo nas concentracfes de 1,15 e
5,6pg/L* (Tabela 10).

3.6. Quantificacdo do glicogénio hepatico

Em todos os grupos controles e tratados nos diferentes experimentos, foram
registrados valores médios para o glicogénio variando entre 0,10 e 3,00. No
experimento sem aclimatacao/sem alimentagcdo no grupo tratado da concentracédo de
5,6pg/L* de Thiodafi foi registrada a menor média (Tabela 11). No entanto, houve
diferenca P<0,05) do glicogénio hepatico na concentracdo de 5,6ug/L quando

comparada com as concentracdes de 1,15 e 2;3iBabela 1% Figura 1 D).

3.7. indice hepatossomatico

As fémeas dos grupos experimentais expostos ao THiodan apresentaram
diferencas P>0,05) nos valores do IHS quando comparados com 0s grupos controles
(Tabelas 12). Entretanto, houve diferereed(05) do IHS na concentracéo de 5,6/Tg/L
quando comparada com as concentracdes de 1,15 e 2'3pg/experimento sem

aclimatacao/sem alimentacao (Tabela 12).

4. DISCUSSAO

No presente estudo, o lambari, apesar de ser de pequeno porte, apresentou uma
ClLso de 13,67pg/l! em 96 horas, sendo mais resistente que adultos de tilapia nildtica.
Musanhi (1987) determinou a €196, 48 e 24 horas de exposi¢cao ao endosulfan para
tilapia nilética adulta, encontrando valores de 1,42, 3,80 e 10,3'p¥és primeiras 24
horas de acédo do Thiodgnnas concentraces subletais de 1,15, 2,3 e 58ugi.

fémeas do presente estudo apresentaram comportamentos alterados, assim como foi
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observado na espédidanio rerio exposta ao endosulfan por 96 horas na concentracao
de 2,4pg/l*, além desta espécie ter apresentado uma diminuicdo do nivel de
acetilcolinesterase (AChE) (Pereira et al., 2012). Por outro lado, em estudo realizado
por Hernan da Cufia et al. (2011) com a esp€tthlasoma dimerus exposta ao
endosulfan por 96 horas nas concentracdes de 0,25, 1, 2, 3, 4 e | 6peyfieixes
exibiram comportamento indicativo de neurotoxicidade, mas ndo foram encontradas
diferencas na atividade da AChE. Estes estudos fornecem evidéncias adicionais de
efeitos deletérios da exposi¢cdo ao endosulfan sobre o sistema nervoso, o que contribui
para as observacfes obtidas no presente estudo.

As descricdes histologicas hepaticas nas fémeas do presente estudo foram
semelhantes ao que foi caracterizado em outros peixes, onde os hepatécitos organizam-
se em fileiras ou corddes duplos em formato de placas representando um sistema de
fundo-cego, anastomosado e de tubulos ramificados (Metcalfe, 1998; Hinton et al.,
2001).

A histologia e a fisiologia do figado sédo similares nos vertebrados. Ferguson
(1989) e Gingerich (1982) descrevem que existem algumas diferengas estruturais
marcadas no parénquima hepatico de peixes, em especial pela auséncia de lobulacéo,
espaco porta classico e auséncia de zonacdo no parénquima hepético, o que permite
fluxo lento de sangue nos sinusoides com penetracdo diminuida de quimicos nos
hepatdcitos.

A presenca de por¢cbes pancreaticas dentro do figado do lambari é descrita na
literatura (Santos et al., 2013). Uma das func¢des das células pancreéticas distribuidas
pelo figado € a producdo da enzima de biotransformacao citocromo P450, diferente do
que é observado para mamiferos, onde esta enzima é ausente (Hahn et al., 1994;
Stegeman, 1991A presenca de células pancreéticas em estruturas do tecido hepético
de A. bimaculatus sugere a provavel funcdo dessas células em auxiliar na
desintoxicacdo. Outra importante estrutura na detoxificacdo € a pressnéhulds dos
endotélios capilares, nas @aitem sido confirmada e identificada a presencga de enzimas
citocromo P450 por meio de técnicas de imunomarcacdo (Lorenzana et al., 1986)
Sendo assim, a integridade estrutural dos capilares permanece intacta e sem
comprometimento das possiveis fungdes celulares que estas estruturas podem
desempenhar no tecido hepéaticordeimaculatus expostos adhiodar?.

A auséncia de estagnacéao biliar nos figados das fémefadiheaculatus € um

fator importante de que o Thiodanéo interferiu na fisiologia de excrecado biliar nos
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diferentes experimentos. Histopatologicamente, este tipo de alteracdo € observado nos
citoplasmas dos hepatécitos com a presenca de granulos castanho-amarelados. Esta
alteracdo consiste na manifestacao fisiopatolégica de uma condicdo causada pela falta
de metabolismo e excrecdo biliar (Pacheco & Santos, 2002), uma vez que a bile
sintetizada pelos hepatécitos permanece no interior das células, ndo sendo liberada para
o tubo digestivo (Simonato et al., 2008). Este tipo de alteracdo pode ser encontrado em
peixes expostos a téxicos (Pacheco & Santos, 2002) e também em peixes que
apresentam algum problema nutricional quando sao mantidos em cativeiros (Langiano
& Martinez, 2008). No entanto, no presente estudo ndo foram registradas essas
evidéncias, 0 que sugere que a alimentacdo nos grupos tratados com racdo comercial de
todos os experimentos néo interferiu nas funcgdes biliares.

Os agregados macrofagicos estéo relacionados a quebra de eritrocitos (Herraez
& Zapata, 1986), apresentacao de antigeno (Ellis, 1980), armazenamento de ferro e
detoxicacdo de substancias enddgenas e exogenas (Herraez & Zapata, 1986tHartley
al. (1996) propuseram a utilizacdo do agregado macrofagico como biomarcador de
poluicdo aquatica a partir da quantificacdo destas estruturas. Existem alguns estudos
comparativos em diferentes espécies que tém demonstrado variagbes no numero,
tamanho e pigmentacao destas estruturas em relacdo a idade, nutricdo e estado de saude
(Blazer et al., 1987; Ferguson, 1989; Agius et al., 2003). Nos agregados podem ser
observados pigmentos do tipo lipofuscina, ceroide, hemossiderina e melanina (Wolke,
1992; Wolf & Wolfe, 2005), mas no presente estudo nao foram evidenciadas nenhuma
destas estruturas.

No figado das fémeas do grupo experimental sem aclimatagdo/com alimentacao
na maior concentracdo de 5,6p{/houve a presenca caracteristica de acimulos de
lipidios nos hepatdcitos de dois peixes. No entanto, existem varias condicbes de
acumulos de lipidios nos hepatécitos associados com a exposicdo aos toxicos
(Thiyagarajah et al., 1985; Biagianti-Risbourg et al., 1995; Lumbertdacha et al., 1995
Handy et al., 1999; Fanta et al., 2003). Glover et al. (2007) submeteram o peixe salmao
do Atlantico a dieta de 4ug/kg de endosulfan por 14 e 35 dias, sendo observadas
evidéncias de lipidoses nos hepatdcitos. O aparecimento destas estruturas nas fémeas de
A. bimaculatus foi insignificante nos tecidos hepaticos, mas foram contabilizadas como
respostas individuais, sugerindo uma disfuncéo hepatica causada pelo ljoean
pode comprometer a fisiologia hepatica destas fémeas.
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No presente estudo, as frequéncias de alteragcbes morfolégicas indicam que a
acdo toxica do Thiod&nprovocou uma distribuicdo de lesdes de incidéncia leve a
moderada no tecido hepético nos diferentes experimentos, sendo que nas maiores
concentracdes do téxico houve mais incidéncias de alteragcfes. As alteracdes observadas
nos figados dos lambaris ndo foram severas, isto €, ndo apresentaram necrose, sendo que
a maioria das alteracGes sdo de egsatle Il, com dano reparavel do tecido hepatico.

As alteracBes histologicas tém sido relatadas em peixes expostos a ambientes poluidos
(Braunbeck et al. 1990; Takashima et al., 1995; Schwaiger et al., 1997). Da mesma
forma, a frequéncia das alteracbes pode indicar disfuncbées induzidas por agentes
toxicos, uma vez que areas metabolicamente ativas do figado ficam reduzidas, levando a
uma possivel reducdo geral nas funcdes desempenhadas por este 6rgdo (Hinton &
Laurén, 1990; Oliveira Ribeiro et al., 2002; Pacheco & Santos, 2002; Langiano &
Martinez, 2008). Este resultado sugere quEhiodarf pode comprometer as funcées
hepaticas, mesmo em concentracfes muito baixas nos diferentes experimentos,
independentemente do peixe estar sendo alimentado ou néo.

As alteracbGes dos diametros de nucleos de hepatdcitos podem ser consideradas
resposta ao agente estressor, sendo indicativo da ativacdo da funcdo hepética em
decorréncia do aumento da atividade metabdlica contra as condi¢cdes adversas (Stephen
et al., 1993; Takashima & Hibyia, 1995; Langiano & Martinez, 2008). Por outro lado, a
diminuicdo nuclear pode estar relacionada possivelmente com a multiplicagdo de
hepatécitos na reposicéo de células lesadas em fungcédo da multiplicacéo celular (Gul e
al., 2004). No trabalho realizado por Oliveira Ribeiro et al. (2002), observacoes
qualitativas por microscopia de luz, demonstraram diminuicdo no diametro dos nucleos
de hepatécitos na espécie bimaculatus com alimentacdo controlada associada a
exposicdo ao toxico tributiltin. Este tipo de alteracdo é um indicativo de processo
degenerativo celular, uma vez que inicia com a condensacéo e reducdo do diametro do
nacleo (Oliveira Ribeiro et al., 2002). No presente estudo, as alteracdes nos diametros
de nucleo de hepatdcitos demostraram que o Thiodade comprometer as funcées
hepaticas das fémeas.

A hipertrofia dos hepatdcitos também pode ser caupad contaminantes
(Arnold et al., 198p por mudangas estruturais do hepatdcito relacionadas ao
funcionamento da célulgHinton et al., 1992), condi¢cdes fisiologicas ligadas a
reproducdo (Wester et al., 2003), e pela maior atividade metabodlica (Takashima &

Hibyia, 1995). Portanto, o aumento do diametro citoplasmatico nos experimentos sem
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adaptacdo/sem alimentacdo e no experimento com adaptacdo/sem alimentacdo, mesmo
nao apresentando caracteristica de hipertrofia morfolégica evidente, mas morfométrica,
sugere indicios de maior metabolizacdo pelos hepatdcitos nestes grupos experimentais.
As alteracdes dos diametros de citoplasmas dos hepatdcitos nos experimentos
demonstraram que o Thiodapode comprometer as funcdes hepaticas.

Na quantificacdo de nucleos e citoplasmas de hepatdcitos nos diferentes
experimentodoram observados indicios de proliferacdo de hepatdcitos que pode ser
indicativo da ac&o téxica dos hepatécitos contra detoxificacéo do Tfijad=im como
observado no trabalho por Gul et al. (20@@)percentual do tecido hepatico ocupado
por células do tipo hepatdcito variou entre 87,42% a 90,88% na constituacdo d
parénquima hepético d& bimaculatus. Poucos trabalhos citam a constituicdo celular
em figados de peixes, sendo 84,5% a 87,3% de hepatdcitos ocupando o parénquima
hepético na truta (Hampton et al., 1989) e 89,9% no peixe Golden (Rocha et al., 1997).
Estes valores demonstram que a maior parte das células dos figados nas fémeas de
bimaculatus séo hepatdcitos, como descrito em outras espécies de peixes.

O aumento da quantidade de macréfagos na concentracédo 1;15¢@gL
experimentos foi superior quando comparado aos demais grupos, sugerindo que essa
mobilizacdo pode estar ajudando na detoxicacdo do figado (Herraez et al., 1986).
Assim, a presenca de maior quantidade de macrofagos e sinusoides podem ser
consideradas indicadoras de estresse em peixes, decorrentes da presenca de agentes
quimicos (Anderson & Zeeman, 1995; Rabitto et al., 2005). Essas células séo
observadas frequentemente nas regides proximas aos sinusoides e desprovidas de
pigmentacdo. Foram observados macréfagos em t@rtedr hynchus mykiss e Salmo
trutta fario na proporcao de 0,2% e 0,7%, respectivamente (Hampton et al., 1985;
Rocha et al., 1997) enquanto no presente estudo variou entre 0,21% a 0,29%. Meseguer
et al. (1994) observaram macréfagos livres abundantes no parénquima do figado,
swerindo que estes se movem livremente dentro do parénquima, formando os
agregados macrofagicos quando ha um aumento na atividade fagocitica como resposta
imune a lesdes em individuos expostos a contaminantes. Entretanto, no presente estudo,
nado foram observadas estas caracteristicas.

Ainda vale ressaltar que esse toxico potencializa sua acdo em temperaturas mais
elevadas, como aquelas observadas no experimento sem aclimatacao/sem alimentagao.
Estudando o efeito dos ciclodienos, Correa et al. (2001), Coutinho et al. (2005) e

Capkin et al. (2006) relataram que as alteracdes sdo diretamente propor&iona
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temperatura da agua, ou seja, quanto mais alta a temperatura, mais toxicos os produtos
se tornam. O experimento sem aclimatacdo/sem alimentacdo na concentracdo de
5,6pg/L* registrou temperatura média da Agua em 26,9°C, superior aos demais
experimentos. Devido a isso, uma resposta comum na intoxicacao em figados de peixes,
€ a diminuicéo das reservas de glicogénio hepatico (Seinen et al., 1981; Ferguson, 1989
Cyrino et al., 2000) e indice hepatossomatico (Wester et. al., 1987; Wester et al., 1988;
Wester et al., 2003; Glover et al., 2007), evidenciada no presente estudo.

No presente estudo percebeu-se que a acdo do THieanconcentracdes
subletais ndo afetou o figado como um todo, mas na forma de focos no parénquima
hepatico nos diferentes experimentos. Este tipo de lesdo pode estar asaociado
concentracdo do toxico utilizado, tempo de exposi¢cdo e a via de contaminagdo. A
ventilacdo branquial acelerada e a n&o procura por alimentos nas primeiras 24 horas
observadas nos diferentes experimentos, sugere que a entrada de agua pela via branquial
foi a causa mais direta da absorcdo e difusdo do toxico para corrente sanguinea até
chegar ao figado. No entanto, a via epidérmica também poder ser considerada via de
entrada do toxico para os tecidos (Mckim et al., 1999

As alteracBes observadas nos figados podem afetar diretamente o metabolismo
das fémeas, causando diminuicdo da capacidade fisica e tornar os peixes uma presa facil
para seus predadores. Neste sentido, 0s peixes poderdo ter menor sucesso reprodutivo e
se tornarem menos competitivos pelo alimento. Do ponto de vista ecoldgico, isso pode
acarretar alteracdes na populacdo e na cadeia alimentar (Rodrigues & Fanta, 1998).

Nas condi¢cGes que o estudo foi realizado, como as concentracdes do inseticida
Thiodarf que foram utilizadas, o periodo de exposica@spécie de estudo, conche-
que as fémeas podem estar em um processo inicial de intoxicagdo, um processo

patologico de recuperacao reversivel.
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Figura 1. A: Organizacao histologica do tecido hepatico normal de A. bimaculatus.
B: Infiltrado leucocitario (IL) no tecido hepatico de 4. bimaculatus. C: Hepatdcito
com vesicula clara (Ve¢) envolvida por glicogénio (G) marcado positivamente pela
reacdo de PAS e nucleo (seta) deslocado na periferia da célula no experimento sem
aclimatagdo/com alimentacio na concentracio 5,6ug/L'. D: Hepatdcito com
auséncia de glicogénio evidenciada pela reacdo negativa de PAS no experimento
sem aclimatacio/sem alimentacdo na concentracio 5,6pg/L™. Alteracdes de
estadio I - E: Hepatocito com nucleo (seta) na perifieria. F: Atrofia nuclear (an).
G: Deformacao nuclear (dn). Nucleo (N) e citoplasma (C) do hepatocito, sinusoide
(S), capilar (P) com hemécias no interior, acimulo de glicogénio (G) no citoplasma,
e macrofagos (M). Barras: A (30); B (65 um); C e D (20 um); E, F e G (28 um).
Coloracao: Azul de toluidina em A-B e E-G, e PASem C e D.
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Figura 2. Altera¢des histoldgicas do tecido hepatico de 4. bimaculatus.
Alteracoes de estadio I-A: Hipertrofia celular (seta). B: Hipertrofia nuclear
(seta). Alteracdes de estadio II - C: Degeneracdo nuclear (Dmn). D:
Degeneracao citoplasmatica (Dc¢). E: Hiperemia (*). F: Presen¢a de nucleos
picndticos (setas). Barras: A, B e E (30 um); C, D e F (25 um). Coloragao:
Azul de toluidina.
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Tabela 2.Valores médios das temperaturas durante a realizacdo dos experimentos.

Tratamento Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4

Controle 26,8+1,05 25,4+0,49 24,8+0,69 25,0+0,49
1,15mg/L* 27,1+1,04 25,6+0,59 24,7+0,45 24,5%0,40
2,3mg/L* 26,9+1,17 25,5+0,48 24,4+0,62 24,7+0,43
5,6mg./L"" 26,9+1,18 25,4+0,48 24,4+0,63 24,7+0,38

Valores expressos como média + desvio padrao.
Legenda: Experimento 1 - sem aclimatagdo/sem alimentacdo; Experimersten? aclimatacdo/com alimentagéo;
Experimento 3 - com aclimatacdo/sem alimentacdo; Experimentoeh aclimatacdo/com alimentacéo.

Tabela 3. Quantificacdo média semiquantitativdas altera¢des
histologicas (VMA) em fémeas de lambaris A. bimaculatus
dos grupos controles e expostos ao Thiodan® nos diferentes
experimentos.

Experimento Controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L

sem aclimatacao
semalimentacdo  1,30+028 2102038 215+018 21601

sem aclimatacao
com alimentacdo  1,30£0,12  1,90£028 1,90+008P 228+058

com aclimatacéo
semalimentacio  1.25+0,12  2,10+02P 20601 218027

com aclimatacao
com alimentacio  1,30£0.1%  2,00:02% 221:03% 228+0.2P

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras minUsculastdifengticam diferenca
(P<0,05) entre os grupos do mesmo experimento. Teste paramétrickede Tu

Tabela 4. Quantificagdo média semiquantitativdos indices das
alteracdes histologicas (IAH) em fémeas de lambaris A.
bimaculatus dos grupos controles e expostos ao Thiodan®
nos diferentes experimentos.

Experimento Controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L

sem aclimatacaa b b
sem alimentacac 8,83+10,3%# 18,50+10,08 28,83t8,39  25,6615,50

sem aclimatacaa
com alimentacdo 4.335,5%  28,83+818  27,.80+1388  27,66:5,7P

com aclimatacéo
sem alimentacic 5.66+5,8%  26,0067,7%  2550:10,78  27,33:9,28

com aclimatacéo
com alimentacdo 7,505,128  22,17:7,88  20,33:878  23,66:8,88

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras minUsculastdifengticam diferenca
(P<0,05) entre os grupos do mesmo experimento. Teste paramétricocnDu
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Tabela 5. Diametro médio (um) de nucleos de hepatéciéos fémeas de
lambaris A. bimaculatus dos grupos controles e expostos ao
Thiodarf nos diferentes experimentos.

Experimento Controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L

sem aclimatacac ¢
sem alimentacar 4,61+ 0,48 498+0280  487:028  439:002f

sem aclimatacac
com alimentaga« 516 +0,7F 501048  502+0,.28 5,15+0,28

com aclimatacac
sem alimentaga« 4,94 £0,18 496+038  4,92+082 5,08+ 0,33

com aclimatagéc
com alimentaci«  5.61+048¢ 5244048 509:028  533:018

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras minUscutesteiéeindicam diferenc&€0,05)
entre os grupos do mesmo experimento. Teste paramétrico de Tukey.

Tabela 6. Diametro médio (um) de citoplasmas de hepatécitos de fémeas de
lambaris A. bimaculatus dos grupos controles e expostos ao
Thiodarf nos diferentes experimentos.

Experimento Controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L
sem aclimatacéo
sem alimentacio 8,85 * 0,98 1022+1,08 9742088  10,05:1,28
sem aclimatacao
com alimentacdo 10,84 * 1,38 987+15%  975:08P 931:088
com aclimatacao b
sem alimentacdo 9,60 + 0,98 1022+0,9®  10,03+128Y 10,33+1,08
com aclimatacéo b
com alimentagao 10,86+1,38 104+1,38¢ 1022138  10,22+1,08

Valores expressos como média + desvio padréo. Letras minUsculastdgenglicam diferen¢d§0,05)
entre 0s grupos do mesmo experimento. Teste paramétrico de Tukey.

Tabela 7.Quantificacdo média de nucleos de hepatdcitos no tecido hepéatico em
100um?2 de area para fémeas de lambarigimaculatus dos grupos
controles e expostos ao ThioBamos diferentes experimentos.

Experimento Controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L
sem aclimatacao
sem alimentacio 2553 +4,9%  298:46% 284+4589  291+37%
sem aclimatacao
comalimentacio  23,71+498  289+54P  289:54® 200451k

com aclimatacao
sem alimentacio 2560+538  294:488 286+559  293+55%

com aclimatacao ¢
com alimentacio 27,70%59%  314+1028  347x66% 32,2 + 6,54

Valores expressos como média + desvio padrao. Letras minuscutesteiéeindicam diferenc&®€0,05)
entre os grupos do mesmo experimento. Teste ndo paramétrico de Kvadicl
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Tabela 8.Quantificacdo média de citoplasmas no tecido hepatico em 100um? de &rea para
fémeas de lambaris. bimaculatus dos grupos controles e expostos ao Thifdan
nos diferentes experimentos.

Experimento Controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L
sem aclimatacac
sem alimentacac 395,51 1058 396,66 + 8,77 393,60 + 15,28 400,80 +7,2%
sem aclimatacac b
com alimentagac 399,96 +13,0% 398,30 + 7,23 396,18 + 11,43 388,65 + 19,54
com aclimatacac b b
sem alimentagac 396,03 +17,58 390,11 + 16,28 394,45 + 13,88 392,05 + 22,13
com aclimatacac b
com alimentagac 393,81+30,28 38555+ 27,28 390,36 + 22,78 391,36 + 18,99

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras minusculastdgenelicam diferencd0,05) entre os grupos
do mesmo experimento. Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

Tabela 9.Quantificacdo média de macrofagos no tecido hepatico em 100um?
de area para fémeas de lambakis bimaculatus dos grupos
controles e expostos ao Thiofamos diferentes experimentos.

Experimento controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L

sem aclimatacao
sem alimentagdo 120+1,13  125:0,88 1,01+ 1,08 1,06 + 0,94

sem aclimatacao
com alimentagao 1,01x10f 124:x078 1,02+ 0,82 1,31+0,92

com aclimatacéo
sem alimentagio 0,98+088 12809 1,150,908 0,96 + 0,98

com aclimatacéo
com alimentacio 1,01+009%  128+108 086+074  1,01:079

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes indicam
diferenca P<0,05) entre os grupos do mesmo experimento. Teste ndo paramétkcosttal-
Wallis.

Tabela 10.Quantificacdo média de vasos sanguineos no tecido hepéatico em 100pum?
de area para fémeas de lambadidimaculatus dos grupos controles e
expostos ao Thiod&mos diferentes experimentos.

Experimento controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L
sem aclimatacéa
sem alimentaga« 18,75+ 2,38 13,3+3,48 17,96 + 12,18 11,03 + 4,68

sem aclimatacéa b b
com alimentaca« 16,03 + 7,84 12,60+532 14,09+ 6,32 22,03 6,88

com aclimatagac

sem alimentacac 18,30 + 5,78 20,36 +7,73 16,81 + 5,68 18,65 + 9,64
com aclimatagac
com alimentaca« 18,50 + 14,08 18,31 + 13,28 15,10 + 7,78 16,45 + 7,38

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras minUsculas diferdites idiferenca
(P<0,05) entre os grupos do mesmo experimento. Teste ndo paramétrico kd-rabis.
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Tabela 11. Quantificagdo média semiquatitativa de glicogénio nos hepatdcitos de
fémeas de lambarid. bimaculatus dos grupos controles e expostos ao
Thiodan® nos diferentes experimentos.

Experimento controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L

sem aclimatacao b
sem alimentaio 1,33+0,58 2,66 +0,8f 3,00 + 0,08 0,10+ 0,18
sem aclimatacao
com alimentacdo 1,33+ 0,58 1,80 + 1,09 2,00+ 1,09 2,33+1,03
com aclimatacao
sem alimentacido 2,16 + 0,98 1,16 + 0,48 2,16 + 0,98 2,33+1,0%
com aclimatacéo

2,66 +0.8f 2,33+1,03 2,33+1,03 2,16 + 0,98

com alimentagéo

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras minUsculas diferdictas idiferencaR<0,05)
entre os grupos do mesmo experimento. Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

Tabela 12. indice hepatossomatico de fémeas de lambaribimaculatus nos grupos
controles e grupos expostos ao Thiodan® nos diferentes experimentos.

Experimento controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L

sem aclimatacao b
sem alimentagio 0,70 0,14 0,88+0,2 0,84 + 0,38 0,38 +0,3P
sem aclimatacao
com alimentacéo 1,13+0,58 1,04 + 0,68 1,02 + 0,58 1,02 0,58
com aclimatacéo
sem alimentacdo 0,66 0,28 0,73+0,28 0,92+0,17 0,91+0,12
com aclimatacéo

0,74+0,3% 0,72+0,29 0,94 + 0,48 0,63+0,18

com alimentagéo

Valores expressos como média +desvio padrdo. Letras diferentes indicantdifer@®n05) entre os grupos do
mesmo experimento. Teste paramétrico de Duncan.
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5.2.CAPITULO 2
EFEITOS DO INSETICIDA THIODAN ® SOBRE A MORFOLOGIA DO
DESENVOLVIMENTO FOLICULAR EM LAMBARIS  Astyanax bimaculatus

RESUMO
O Thiodarf é um téxico que pode causar alteracdes morfolégicas nos tecidos de peixes
expostos, dependendo da concentracdo. A fim de investigar possiveis alteracoes, este
estudo avaliou a morfologia ovariana de lambastyanax bimaculatus expostos ao
Thiodarf (endosulfan 350g/L) por 96 horas em quatro diferentes experimentos com trés
concentracdes subletais: 1,15; 2,3 e 5,6 pg/L. As fémeas expostas ao “focatan
divididas em quatro experimentos: sem aclimatagdo e sem alimentacdo; sem
aclimatacdo e alimentados; com aclimatacdo de 10 dias e sem alimentacdo; e com
aclimatacdo de 10 dias e alimentados. No presente estudo percebeu-se que a acdo do
Thiodarf em concentracdes subletais ndo afetou a morfologia do desenvolvimento
folicular. Porém, os experimentos com aclimatacdo demonstraram quantidades
inferiores de foliculos primarios e secundarios quando comparados aos peixes dos
experimentos sem aclimatacdo. Houve maior quantidade de foliculos atrésicos nos
grupos expostoao Thiodarf em relagéo ao grupo controle. O diametro folicular nos
foliculos secundarios dos peixes expostos ao Thfodao experimento com
adaptacao/com alimentacdo foi maior em relacdo ao grupo controle. Além disso, a
médias dos indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomético (IHS) dos experimentos
com aclimatacdo foram inferies aos experimentos sem aclimatacdo. Esses dados
sugerem gue o eixo hipotdlamo-hipéfise-ovario pode estar sendo afetado pelo ambiente
ao qual o peixe foi submetido, podendo causar comprometimento na fisiologia do
desenvolvimento folicular.

Palavras-chave histopatologia, ovario, peixe, contaminagéo aquatica.
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1. INTRODUCAO

O Thiodarf é um inseticida de uso comercial que consiste na mistura de dois
isomeros ativos, sendo 70% a-endosulfan e 30% B-endosulfan. Endosulfan € um
hidrocarboneto clorado usado como inseticida de amplo espectro, que controla insetos
por acdo de contato e ingestdo (Stumpf & abhaver,;1OBékrabartyet al., 2012).
Atualmente, foi banido em varios paises pela sua alta toxicidade (Molina, 2010). O
toxico pode chegar ao meio aquético pelo escoamento superficial e infiltracdo no solo
por meio da irrigacdo agricola e das chuvas, colocando em riscos 0s organismos que al
residem (Walker et al.,, 1996; Capkin et al., 2006; Glover et al., 2007).
Consequentemente, o endosulfan pode acumular nos tecidos destes organismos, como ja
observado por Henry & Kishimba (2006) na espécie de p@neechromis niloticus.

No entanto, a Unido Européia estabelece como limite maximo de endosulfan em
gordura, valores de 0,05mg/kgEPA 2002), e para agua doce, 0,22(fgfEPA 1980).

A Legislacéo Brasileira de Residuos de Pesticidas vigente, levando em consideracao a
qualidade da agua definida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente, Resolucao
CONAMA - n° 357/2005, estabelece o valor limite de 0,@pb de residuo do referido
inseticida e seus metabdlitos nas aguas doces de classe 1.

Muitos inseticidas apresentam baixa toxicidade antes de serem transformados
em substancias tdxicas metabolicamente ativas. O sulfato de endosulfan € um dos
produtos derivados do metabolismo do endosulfan, sendo considerado o principal
metabdlito devido a sua importancia toxicologica, por ser mais estavel no meio
ambiente do que em sua férmula original (Ali et al., 1984). A sensibilidade ao
endosulfan em organismos aquaticos tem sido descrita na literatura (Capkin et al., 2006;
Ballesteros et al., 2007; Pereira et al., 2012). O produto é extremamente toxico para os
peixes e outros organismos aquaticos, mesmo em concentragcdes muito pequenas
(Cengiz et al., 2001), como verificado também por Ballesteros et al. (2007) com peixes
adultos da espécidenynsia multidentata sob o efeito do endosulfan por 96 horas,
utilizando concentragdes de 0,72 ug/L e 1,31 pg/L em machos e fémeas,
respectivamente.

Em peixes, o desenvolvimento folicular tem sido descrito por varios
pesquisadores (Begovac & Wallace, 1988; Bazzoli & Rizzo, 1990; Tyler & Sumpter,
1996; Grier, 2000, 2002 e 2007) e, como nos animais em geral, compreende 0s periodos

pré-meidtico, perinucleolar, vitelogénico e maturacdo final. Estas fases ocorrem no
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interior de foliculos, cuja parede € constituida por zona radiata, camada folicular,
membrana basal e teca (Grier, 2000), e que desempenham importante papel durante a
ovogénese e fertilizagdo. Quando a qualidade da agua é alterada devido a xenobidticos,
a gametogénese pode ser alterada comprometendo a fertilizagédo e a qualidade do ovo
(Chatterjee et. al., 1997). Assim, 0s peixes quando exp@sioseticidas podem
apresentar alteracdes morfologicas significativas no ovario.

Alguns trabalhos mostram diversas alteragBes provocadas nos foliculos por
contaminantes, como por exemplo, retracdo citoplasmatica, degeneracgéo citoplasmatica,
adeséo folicular, aparecimento de foliculos anucleados, necrose e alteracdo no diametro
dos foliculos (Hazarika & Das, 1998; Dutta et al., 2003; Maxwell & Dutta, 2005). Além
disso, pode ocorrer a atresia folicular, que é um processo frequentemente observado nos
ovarios dos vertebrados (Saidapur, 1978), sendo causada por diversos fatores como
agrotoxicos, temperatura, luz, alimentacdo inadequada e confinamento (Nagahama,
1983; Guraya, 1986). Outro fator importante é a conceéidragrmonal que pode
interferir na sintese de vitelogenina e causar efeitos negativos associados com a
quantidade de foliculos pré-vitelogénicos e vitelogénicos durante o desenvolvimento
folicular (Chatterjee et. al., 1997). No entanto, alteracdes no estado de salude provocadas
por concentragfes de contaminamtes que ndo matam 0s peixes em curto prazo, e que
podem ser consideradas seguras, podem sugerir consequéncias na reproducdo e
interferéncia na cadeia alimentar. Esse tipo de estudo é de grande importancia para se
avaliar impactos provocados por diferentes tratamentos sobre o desenvolvimento de
foliculos que poderiam interferir na reproducédo de peixes.

O lambariAstyanax bimaculatus foi escolhido como organismo experimental,
pois é representativo no ecossistema, sendo encontrado desde Nordeste brasileiro até a
bacia do rio da Prata na Argentina (Barbieri et al., 1982). E um peixe de pequeno porte e
de facil manutencdo em laboratdrio.

Este estudo teve como objetivo analisar as alteracdes morfoldgicas nos
diferentes estadios do desenvolvimento folicular em ensaios subletais com o téxico
Thiodar?.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vigosa. Os peixes foram mantidos no Biotério de Peixes do Departaanento d
Veterinaria, onde foram realizados o teste subletal e as atividades de coleta. As etapas
de fixacdo e inclusdo dos fragmentos dos ovarios, microtomia, coloracdo de laminas
histologicas, e as analises histolégicas e morfométricas foram realizadas no
Laboratérios de Biologia de Peixes e de Histopatologia do Departamento de Veterinaria
da UFV.

2.1. Animais

Foram utilizadas fémeas d® bimaculatus obtidas de tanques de terra na
Piscicultura da Prata, Eugenodpolis/MG. Para o presente estudo, foram selecionadas
fémeas de lambari em maturacdo avancada com peso de 11,58 e @gnprimento
total de9,12 + 0,64 cm. As caracteristicas para a escolha dos animais em maturacao
avancada se basearam em aspectos corporais, como ventre abaplacio genital
dilatado e vascularizado.

Os peixes foram transportados para o Biotério de Peixes do DVT/UFV, e
mantidos em aquarios com capacidade de 50 litros numa densidade de 0,5g de peixe por
litro de agua. Foi utilizada agua livre de cloro, temperatura controlada e monitoramento
duas vezes ao dia. Todos 0s aquéarios possuiam um sistema de filtracdo (250L/h) e
aeracdo continua de agua para garantir o bem-estar dos peixes. Os peixes foram
alimentados com racdo comercial Purina contendo 35% de proteina, duas vezes ao dia,
de acordo com o0 manejo da piscicultura.

As caracteristicas da agua utilizada no teste em sistema estatico foram mantidas
de acordo com as recomendacGes da NBR 15088 (ABNT, 2007), com temperaturas de
25,5 + 1,0 °C, livre de cloro, pH 7,2 + 0,3; oxigénio dissolvido 6,9 + 0,6 Treggureza
total (CaCQ) 28,15 + 5,94 mg/L.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de FEtica do Departamento de
Veterinaria/UFV (protocolo 24/2009). O médico veterinario responsavel foi o Doutor
Laércio dos Anjos Benjamin (CRMV-MG 3387).
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2.2. Agrotoxico
Para a avaliagdo proposta no presente trabalho, foi utilizado o inseticida
organoclorado Thiod&nh (Bayer) em sua apresentacdo comercial com 350gk

endosulfan.

2.3. Teste de toxidade subletal em sistema estatico

O teste de toxicidade subletal com o endosulfan foi realizado utilizando-se 120
lambaris, tendo por base as normas técnicas para teste em sistema estatico (NBR 15088
- ABNT, 2007).

As fémeas foram expostas ao Thiotl&endosulfan 350g/L) por 96 horas em
quatro diferentes experimentos: sem aclimatacdo e sem alimentacdo; sem aclimatagéo e
com alimentac&o; com aclimatagcao de 10 dias e sem alimentacao; e com aclimatacéo de
10 dias e com alimentagéo. Foram utilizadas trés concentracdes do Thiderares
a Clgo pré-determinada (13,7ug/L) em laboratorio de acordo com a NBR 15088
(ABNT, 2007). As concentracdes utilizadas em cada experimento foram de 1,15; 2,3 e
5,6pg/L*, além de um grupo controle sem téxico, com trés repeticdes nas mesmas

condicOes para cada concentracao.

2.4. Andlises morfoldgicas e morfométricas

Ap0s 96 horas de experimento foram coleté@®peixes, sendo seis animais de
cada grupo nos diferentes experimentos. Os ovarios foram coletados apds o0s peixes
terem sido anestesiados com benzocaina (1:10.000) e eutanasiados pela seccao
transversal da coluna vertebral na regido do opérculo.

Para a histologia, os ovarios foram fixados em paraformaldeido a 4% em tampao
fosfato 0,1 M pH 7,2 por 24 horas e incluidos em resina glicolmetacrilato (Leica,
Historesin). Em seguida, secc¢fes 3um de espessura foram coradas utilizando
hematoxilina/eosina para andalises morfolégicas e morfométricas. As laminas foram
montadas com Entellan (Meftk analisadas em microscépio de luz CX31 Olympus e
as imagens foram obtidas com camera digital SC 020 por meio do software Analysis
GETIT, Olympus.

Para os estudos morfologicos foram analisadas laminas de seis animais por
concentracdo. As seccOes histologicas foram analisadas em toda sua extensdo em busca

de alteracdes morfologicas folicutgr(Tabela 1) que pudessem ser representativas da
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acdo do Thioddh no tecido ovariano, sempre comparando estas alteracdes com o
padrdo de organizacdo dos ovarios das lantosgrupa controles.

Para a avaliagdo morfométrica, foram realizadas contagens dos diferentes
estadios de desenvolvimento folicular. Para isto, foram fotografados ao acaso 10
campos com objetiva de 10X (cada campo com 509,4 um de largura por 681,2 um de
comprimento, totalizando uma area de 347 mm2). As contagens foram realizadas em 10
campos escolhidos ao acaso para cada animal nos quatro experimentos. Além disso, foi
realizada a contagem de foliculos atrésicos e observados eosindfilos associados aos
foliculos vitelogénicos, utilizando o microscépio com objetiva de d6XL0 foliculos
escolhidos ao acaso para cada animal nos quatro tratamentos experimentais. Também
foram realizadas medicdes de didmetros em 10 foliculos vitelogénicos para cada animal.
Foram escolhidos foliculos o mais esféricos possivel com corte passando pelo nucleo.
Estas medidas foram obtidas por meio do programa Image-Pro Plus tracando-se duas
linhas perpendiculares sobre nucleo, e respeitando-se os limites do foliculo. Em todas as
contagens e medi¢cOes foram calculados os valores médios e desvios-padrdo para cada

concentracdo para se avaliar o desenvolvimento folicular nos diferentes experimentos.

Tabela 1.Alteracdes histoldgicas quanto ao comprometimento
do desenvolvimento folicular (adaptado de
Chatterjee et al., 1997; Dutta & Dalal, 2008).

ALTERA(;()ES HISTOLOGICAS FOLICULARES
Alteracdo nos foliculos
Descolamento do revestimento folicular
Retragéo citoplasmética
Retracdo nuclear
Atresia folicular
Aglutinacé@o nucleoplasmatica
Aglutinacédo citoplasmaética
Aglutinacéo dos glébulos de vitelo
Foliculos com auséncia de citoplasma e nucle:
Granuldcitos envolvendo foliculos

2.5. Parametros biométricos
Foram registrados, para cada exemplar, os seguintes dados biométricos: peso
corporal (PC, em @), peso dos ovarios (PO, em g) e peso do figado (PF, em g). Os

valores médios e os desvios padrdao dos indices gonadossomatico (IGS=POx100/PC) e
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hepatossomatico (IHS=PFx100/PC) foram calculados para cada animal, em cada um

dos grupos nos diferentes experimentos.

2.6. Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo e avaliados pelo
Software Statistica 7.0 por meio da andlise de variancia (ANOVA). Apos o teste de
distribuicdo normal, os dados foram comparados entres 0S grupos controle e grupos
expostos ao Thiod&rusando anélise de variancia one-way, seguida do teste de Tukey
ou Duncan. Quando os dados ndo apresentaram uma distribuicdo normal foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-WallB<0,05 foi utilizado como critério de

significancia.

3. RESULTADOS

3.1.Desenvolvimento folicular

O desenvolvimento folicular d&. bimaculatus do presente estudo foi dividido em
duas etapas: desenvolvimento primario e desenvolvimento secundario.

Para facilitar a compreensao, o desenvolvimento primarié.dsmaculatus foi
subdividido em dois estadioslesenvolvimento primario inicial e desenvolvimento
primario avancado (Figuras 1 A e B). No desenvolvimento primario inicial, os foliculos
apresentaram citoplasma fortemente baséfilo, nicleo esférico, um ou mais nucléolos
dispersos pelo nucleoplasma, e estavam envoltos por células foliculares pavimentosas
(Figura 1 A). Durante o desenvolvimento primario avancado, o citoplasma do foliculo
tornasemenos basofilo que a etapa anterior, 0 nGélesférico, um ou mais nucléolos
dispersos que estdo associados ao envoltério nuclear (Figura 1 B). A camada de células
foliculares € pavimentosa, com o nudcleo alongado. Entre as células foliculares e o
citoplasma do foliculo, aparece a zona radiata como uma fina camada (Figura 1 B). Na
regido mais externa do foliculo aparecem, associadas ao mesmo, as células da teca.

O desenvolvimento secundario e bimaculatus foi subdividido em trés
estadios: desenvolvimento secundario inicial, desenvolvimento intermediario e
desenvolvimento avancado. No desenvolvimento secundéario inicial, o volume
citoplasmatico aumentou mais em relacdo ao nudcleo, e o foliculo neste estadio
apresentou um diametro maior que o estadio anterior. O ndcleo é central, ligeiramente

acidofilo, com nucléolos pequenos e dispersos pelo nucleoplasma. O citoplasma é
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granular e fracamente basofilo, com a presenca de vesiculas corticais pequenas e claras
na periferia do citoplasma (Figura 1 C). Em seguida ocorre um aumento no diametro do
foliculo e inicia-se a deposicao de vitelo a partir da regido periférica, o que permitiu
classificar esse estadio como desenvolvimento secundario intermediario (Figura 1 D).
No estadio de desenvolvimento secundario avancado, o volume citoplasmatico
aumentou mais em relagdo ao nucleo, tendo o foliculo neste estadio, um diametro maior
quando comparado aos estadios anteriores. Nessa etapa do desenvoluimento,
citoplasma do foliculo esta preenchido com glébulos de vitelo (Figura 1 D). A
maturacao final € caracterizada pela formacédo do aparelho micropilar, zona radiata
espessa e nucleo deslocado em direcédo ao aparelho micropilar

Os foliculos ovarianos dos lambaris apresentaram morfologia normal nas

diferentes concentracées de Thiotéfiguras 1 A-D).

3.2. Atresia folicular

A atresia folicular foi caracterizada em trés diferentes etapas nos ovamos de
bimaculatus: atresia inicial, intermediaria e avancada. A atresia folicular inicial é
caracterizada pela descontinuidade da zona radiata e hipertrofia das células foliculares
(Figura 2 A). Nesse momento da atresia folicular, foram evidenciadas células do tipo
granuldcito entre a membrana basal e células da teca na maioria dos foliculos
observados (Figura 2 B). Na sequéncia do processo, atresia folicular intermediaria,
ocorre o0 inicio da fusdo e liquefagdo dos glébulos de vitelo, desintegracdo e
fragmentacdo da zona radiata, hipertrofia das células foliculares que se tornam
vacuolizadas e contém material granular de aspecto similar aos glébulos de vitelo e
invasdo do citoplasma pelas células foliculares (Figura 2 C). Na atresia avancada, as
células foliculares absorvem os residuos finais do foliculo, levando a uma diminuicédo

do tamanho do foliculo atrésico (Figura 2 D).

3.3. Quantificacdo dos foliculos ovarianos

A quantidade de foliculos em desenvolvimento primario inicial entre as fémeas
do mesmo experimento ndo mostrou diferencas entre si (P>0,05) (Figura 3). Quando
foram comparados os diferentes experimentos nos mesmos grupos, foi registrada maior
quantidade de foliculos primarios iniciais nas fémeas do grupo controle do experimento

com aclimatagéo/alimentacdo (P<0,05) em relagdo as fémeas dos grupos controle dos

69



experimentos sem aclimatacao (Figura 3). Além disso, foi observada maior quantidade
de foliculos primarios iniciais na concentracdo de 2,3ug/L do experimento com
aclimatacdo/com alimentacdo em relacdo ao experimento sem aclimatacdo/com
alimentacgéo (P<0,05) (Figura 3).

Na contagem de foliculos em desenvolvimento primario avancado entre fémeas
do mesmo experimento ndo houve diferencas nas médias obtidas (Figura 4). No entanto,
guando comparados 0s mesmos grupos entre os diferentes experimentos, verificou-se
que no estadio de desenvolvimento primario avancado houve maior quantidade de
foliculos no grupo controle do experimento com aclimatacdo/com alimentacao (P<0,05)
em relacdo ao experimento com aclimatacdo/sem alimentacdo, assim como no
experimento sem aclimatacdo/sem alimentacdo (Figura 4). Quando comparados oS
grupos da concentracdo 1,15ug/L, registrou-se maior quantidade de foliculos n
experimento com aclimatacao/sem alimentagcdo (P<0,05) em relacdo ao experimento
sem aclimatacdo/com alimentacdo (Figura 4). Entre as fémeas dos grupos da
concentracdo 2,3ug/L foi registrada maior quantidade de foliculos nos experimentos
com aclimatacdo (P<0,05) em relacdo as fémeas dos experimentos sem aclimatacao
(Figura 4).

Na contagem de foliculos em desenvolvimento secundario inicial nas fémeas do
experimento sem aclimatagdo/com alimentacdo houve maior quantidade de foliculos na
concentracdo 5,6ug/L (P<0,05) em relagdo a concentracdo de 1,15ug/L (Figoaa 5)
nao com o controle. Ao comparar as fémeas dos diferentes experimentos dos mesmos
grupos, houve maior quantidade de foliculos secundérios iniciais (P<0,05) na
concentracdo 1,15ug/L do experimento sem aclimatacdo/sem alimentacdo e
experimento com aclimatacdo/sem alimentacdo em relacdo ao experimento sem
aclimatacao/com alimentagéo e experimento com aclimatacdo/com alimentagéo (Figura
5).

Em relacdo as contagens de foliculos em desenvolvimento secundario

intermediario e avancado nao houve diferencas entre as fémeas (P>0,05) (Figuras 6 e 7).

3.4. Quantificacdo dos foliculos atrésicos

Nas contagens de foliculos atrésicos iniciais nas fémeas laaculatus dos
diferentes experimentos n&o foram constatadas diferengas (P>0,05) (Figura 8). As
contagens de atresia total representaram as somas das contagens de atresias inicial,

intermediaria e avancada. As contagens de atresia total ndo mostraram diferencas nos
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experimentos, embora o numero de foliculos atrésicos mostrasse tendéncia crescente
nos grupos tratados com Thio&amos diferentes experimentos (Figura 9). Entretanto,
foi observado maior nimero de foliculos atrésicos nas fémeas dos experimentos com

aclimatacao de 10 dias em relacdo aos experimentos sem aclimatacéo (Figura 9).

3.5. Diametro dos foliculos em desenvolvimento secundario avancado

Os valores médios nos diametros dos foliculos secundéario avancado nas fémeas
do experimento com aclimatacdo/com alimentagédo demonstraram auRn@5f nas
concentracdes 1,15ug/L (578,37+59,77um) e 5,6pg/L (573,11+61,78um) de Phiodan
em relacdo as fémeas do grupo controle (516,06+57,57 um). Nos demais experimentos
ndo foram registradas diferencas entre os folicu®=0,05), apesar de ter sido
observado na maioria dos grupos essa mesma tendéncia de aumento do diametro dos

foliculos (Tabela 2).

3.6. Parametros biométricos

As fémeas dé\. bimaculatus dos grupos expostos ao Thiolariio apresentaram
diferencas P>0,05) nos valores dos IGS e IHS quando comparados com 0S grupos
controles (Tabelas 3 e 4). No entanto, as fémeas dos experimentos com aclimatacéo
apresentaram diminuicdo nos valores dos IGS e IHS quando comparados aos

experimentos sem aclimatacao (Tabelas 3 e 4).

4. DISCUSSAO

Em peixes teledsteos o tipo de desenvolvimento folicular pode ser assincrénico,
com a presenca de foliculos em diferentes estadios de desenvolvimento (Nagahama,
1983; Connaughton et al., 1998; Selman et al., 1986), assim como na presente espécie
deste estudo. Os ovarios das fémeasAddimaculatus submetidas ao efeito do
Thiodarf apresentaram foliculos ovarianos em diferentes fases de desenvolvimento com
variagbes na estrutura do foliculo, como didmetro, caracteristicas do nucleo, camadas
envoltorias, composicdo e distribuicdo do vitelo, conforme observado em outras
espécies do género (Miranda, 1996; Miranda et al. 1999; Melo et al., 2005; Mazzoni et
al., 2005; Rodrigues et al., 2005; Hernan Da Cufa et al., 2011).

Ao contrario do presente estudo, Dutta et al. (2008) ao submeterem as fémeas da
espécieLepomis macrochirus a trés concentracdes diferentes (0,25; 0,75 e 1 pg/L) de

endosulfan, observaram comprometimento do desenvolvimento folicular, com retracéo
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nuclear e citoplasmatica na menor concentracdo, enquanto nos foliculos em maturacao
avancada foi observado um aspecto vazio, sem conteudo citoplasmatico na
concentracdo de 0,75 pg/L. Além disso, na concentragdo de 1pg/L, os autores
encontraram maior grau de deformacfes, com foliculos vazios sem a presenca de
foliculos, ou alteracdes do nucleo e perda do material nuclear, que é relatado como
necrose nuclear. No trabalho conduzido por Chartterjee et al, (1997), foi avaliada a acao
do carbofuram no desenvolvimento folicular na espéddateropneustes fossilis,
encontrandese degeneracdo citoplasmatica e na camada folicular de foliculos em
desenvolvimento primario e secundario. Entretanto, Hernan Da Cufa et al. (2011) nédo
observaram alteragcbes nos ovarios em peixes expostos ao endosulfan. No estudo
realizado por Ballesteros et al. (2007) utilizando peixes machos e fémeas da espécie
Jenynsia multidentata foi verificado que o maior teor de lipideos nas fémeas € um fator
importante para esclarecer a maior resisténcia contra o endosulfan, ao contrario dos
machos que sdo mais suceptiveis neste caso. De acordo com este resultado descrito na
literatura, pode-se inferir que este fator poder ter interferido na maior resisténcia das
fémeas deA. bimaculatus em periodo reprodutiv@is concentracées de Thiodan
testadas.

Alguns estudos tém esclarecido a interferéncia de poluentes na quantidade de
foliculos nos diferentes estadios do desenvolvimento folicular em peixes. Os trabalhos
de Chartterjee et al. (1997), Jensen et al. (2004), Dutta & Dalal (2008) e Chaletbarty
al. (2012) avaliaram os efeitos de pestici@meontrando maior quantidade de foliculos
primarios no grupo tratado em relacdo ao grupo controle, assim epmeeixes
mantidos em cativeiros (Honji et al., 2009). Em outro estudo (Chatterjee et al., 2001), os
pesquisadores encontraram por meio de andlises histolégicas da higbfise,
possibilidade do carbofuran afetar as células produtoras de GnRH do hipotalamo
prejudicando o eixo hipdfise-gbnada e comprometendo a viabilidade no
desenvolvimento foliculaja, Chakrabartet al. (2012) verificaramem peixes tratados
com endosulfan, concentracdo inferior de GnRKuperior da aromatase quando
comparados com o gurupo controle, caracterizando que o endosulfan pode atuar como
disruptor enddcrino (Lemaire et al., 2006), que pode aumentar a biossintese do estradiol
para promover um rapido desenvolvimento folicular (Chakraleartyf., 2012). Estes
resultados podem ajudar a esclarecer os resultados do presente trabalho onde se
observou maior quantidade de foliculos primarios iniciais e primarios avangados nos

experimentos com aclimatacdo quando comparados com 0S experimentos sem
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aclimatacapsugerindo uma possivel desregulacdo endocrina no eixo hipdéfise-gbnada
nos peixes aclimatados em aquarios por 10 dias. Além disso, as concetracées hormonais
e enzimaticas relacionadas ao desenvolvimento folicular podem estar supostamente
alteradas emA. bimaculatus, mas sdo necessarios estudos fisiologicos para essa
provavel confirmacéao.

O processo de atresia folicular no lambaribimaculatus foi semelhante ao
descrito por Miranda et al. (1999), Munoz et al. (2002); Melo et al. (2005) e Santos et
al. (2005). O processo da atresia que ocorre nos foliculos secundarios é do tipo
hipertréfico, devido a hipertrofia e hiperplasia das células foliculares (Vizziano &
Berois, 1990). No trabalho realizado por Coward & Bromage (1998) na e3pépia
zilli, foi verificado aumento de foliculos atrésicos em experimento com duragéo entre 18
e 26 dias, assim como verificado no trabalho de Jensen et al. (2004) quando utizaram
substéancia flutamida. De acordo com estes autores, isto pode reduzir a fecundidade e
também influenciar na qualidade do foliculo. Linares-Casenave et al. (2002) explicam
gque o0 processo de atresia estd associado com desregulacdo das concentracdes
plasmaticas de estradiol, testosterona e vitelogenina. Portanto, 0 aumento da quantidade
dos foliculos atrésicos nos grupos exposm$hiodarf e a maior quantidade de atresia
nos experimentos com aclimatacdo, mesmo ndo apresentando diferencas estatisticas,
sugerem que pode estar iniciando desregulacdo hormonal nestes peixes.

A presenca de granulécitos associados aos foliculos secundarios avancados em
lambari A. bimaculatus nos diferentes experimentos pode ser associada a reacao
imunoldgica em conjunto com as células foliculares, assim como observado por alguns
autores (Drummond et al., 2000; Santos et al., 2005; Santos et al., 2008). Além disso, no
trabalho realizado por Santos et al. (2008) foi detectada a presenca de proliferacéo
celular (PCNA) nas células da teca de foliculos em processo de atresia, confirmando
gue estas células podem estar se preparando para o processo de remodelacdo ovariana.
No entanto, essas evidéncias de granuldcitos asse@addoliculos estdo de acordo
com o que ja foi observado em outros trabalhos, caracterizando um processo fisiolégico
importante na regresséo folicular das fémea&. tmaculatus expostas ao Thiod&n

O diametro dos foliculos vitelogénicos é espécie-especifico; porém, o Thiodan
alterou o didametro folicular no experimento com aclimatacdo/com alimentacdo. Esta
alteracéo do diametro, que leva os foliculos vitelogéra@mgirema maturacao, pode
ser causada pelas diferencas nas concentracdes de vitelogenina, estradiol e aromatase
(Jensen et al., 2004; Corriero et al., 2007; Chakrakbamy,, 2012 ou a mesma sendo
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ligada aos receptores especificos nos foliculos (Patifio & Sullivan, 2002; Bugel et al.,
2010). Bugel et al. (2010) relataram a diminuicdo da expresséo da vitelogenina no peixe
Fundulus heteroclitus em rio contaminado com pesticidas organicos persistentes, o que
resultou na diminuicdo da quantidade de foliculos vitelogénicos, enquanto Honji et al.
(2009) relataram a baixa fecundidade e aumento do diametro dos foliculos nos peixes
Salminus hilari mantidos em cativeiro quando comparados com peixes de ambientes
naturais. Contudo, é necessario estudar as vias que conduzem a esta alteracdo. Estes
resultados mostram que diferentes vias podem afetar a reproducao dos peixes e que
Thiodarf pode estar agindo como desregulador endécrino nos foliculos secundarios
avancados dA. bimaculatus.

O IGS e IHS podem variar entre os peixes devido as diferencas na sensibilidade
frente a exposicdo a contaminantes, periodo reprodutivo e peixes mantidos em cativeiro
(Chatterjee et al., 1997; Cyrino et al., 2000; Jensen et al., 2004; Honiji et al., 2009). No
entanto, o fato das médias dos IGS e IHS nos experimentos com aclimatacéo terem sido
menores quando com@aahs com 0s experimentos sem aclimatacdo, sugere associacao
entre quantidade inferior de foliculos secundarios e quantidade supeeatesia nos
experimentos com aclimatagéo, assim como no trabalho de Chatterjee et gl.e(1997
Bugel et al. (2010), que verificaram diminuicdo na taxa de foliculos vitelogénicos e
IGS.

A ventilacao branquial acelerada e a ndo procura por alimentos nas primeiras 24
horas observadas nos diferentes experimentos, sugere que a entrada de agua pela via
branquial foi causa direta da absor¢éo e difusdo do toxico no organismo. No entanto, a
via epidérmica também poder ser considerada via de entrada do téxico para os tecidos
(Mckim et al., 1999). Portanto, a exposicdo dos peixes ao THiaglanaclimatacéo
foram fatores mais que afetaram o didmetro e a quantidade de foliculgs em
bimaculatus. Conforme as condicbes em que o estudo foi realizado, levando-se em
consideracdo as concentracdes do inseticida THiastdizadas, periodo de exposicéo e
espécie de estudo, demonstram que as fémeas analisadas podem estar em processo
inicial de intoxicagcao com possivel alteracgéo fisioldgica.
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Figura 1. Desenvolvimento folicular ovariano de Astyanax bimaculatus. A: Estroma
ovariano com foliculos em desenvolvimento primadrio inicial (opi) e primério avangado
(opa). B: Foliculo em desenvolvimento primdrio avangado (opa) com células foliculares
pavimentosas € zona radiata delgada (zr). C: Foliculo em desenvolvimento secundério
inicial (osi) possuindo células foliculares pavimentosas com zona radiata espessa (zr) e
vesiculas corticais claras (vc) na periferia do foliculo. D: Foliculo em desenvolvimento
secundario intermedidrio iniciando deposi¢do dos globulos de vitelo (osint) e foliculos
em desenvolvimento secundario avangado (osa) com globulos de vitelo (gv) por todo o
citoplasma. vs: vaso sanguineo. Colorag¢ao: Hematoxilina-eosina. Barra: A ¢ B (50
pm); C (30 um); D (100 pm).
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Figura 2. Foliculos ovarianos de Astyanax. bimaculatus em atresia. A:
Atresia folicular inicial (ai) caracterizada pela quebra da zona radiata
(zr), hipertrofia de células foliculares (cf) e presenga de granuldcitos
(gr). B: Detalhe de granulécito (gr) sobre a regido de células foliculares.
C: Atresia folicular intermediaria (ait) caracterizada pela liquefa¢do dos
globulos de vitelo (gv), desintegracdo da zona radiata e invasdo do
citoplasma pelas células foliculares. D: Atresia folicular avancada (av)
caracterizada pela auséncia de globulos de vitelo. Células da teca (t);
hemacias (h). Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Barra: A (25 um); B
(10 pm); C (150 pm); D (100 pum).
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Figura 3. Numero médio de foliculos primadrios iniciais por area ovariana (347
mmZ2) deAstyanax bimaculatus nos grupos controles e expostos ao
Thiodan® dos diferentes experimentos durante 96 horas.

Quantidade média de ovdcitos

25

20

15

10

7 AB
AA

controle 1,15pg/L 2,3pg/L 5,6ug/L

H Sem aclimatacao
Sem alimentacao

H Sem aclimatacao
Com alimentacao

i Com aclimatacao
Sem alimentacgao

H Com aclimatagao
Com alimentacgao

As barras verticais na coluna indicam desvio padrdo (n=6). Letras mailsculas ir
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diferenca (P>0,05).

Figura 4. Numero médio de foliculos primarios avancados por area ovariana
(347 mm?2) deAstyanax bimaculatus nos grupos controles e tratados
com Thiodan® dos diferentes experimentos durante 96 horas.
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diferenca (P>0,05).
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Figura 5. Numero médio de foliculos secundarios iniciais por area ovariana
(347 mm?2) deAstyanax bimaculatus nos grupos controles e
tratados com Thiodan® dos diferentes experimentos durante 96

horas.
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Figura 6. Numero médio de foliculos secundérios intermediarios por area
ovariana (347 mm?3) de Astyanax bimaculatus nos grupos
controles e tratados com Thiodan” dos diferentes experimentos

durante 96 horas.
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Figura 7. Numero médio de foliculos secunddrios avancados por area
ovariana (347 mm?) de Astyanax bimaculatus nos grupos
controles e tratados com Thiodan® dos diferentes experimentos

durante 96 horas.
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Figura 8. Numero médio de foliculos atrésicos iniciais em ovarios de
Astyanax bimaculatus nos grupos controles e tratados com
Thiodan® dos diferentes experimentos durante 96 horas.
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Figura 9. Numero médio de foliculos atrésicos totais em ovarios de
Astyanax bimaculatus nos grupos controles e tratados com
Thiodan® dos diferentes experimentos durante 96 horas.
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Tabela 2.Diametro médio (um) de foliculos secundéarios avancados de lambaris

A. bimaculatus nos grupos controles e tratados com Thifdans

diferentes experimentos.

Experimento

controle

1,15pg/L

2,3ug/L

5,6ug/L

sem aclimatacéo
sem alimentacéo

sem aclimatacéo
com alimentacéo

com aclimatacao
sem alimentacéao

com aclimataédo
com alimentacéo

534,43 + 74,13
568,07 + 66,4%
538,16 + 56,83

516,06 + 57,5%

537,96 + 77,48
575,17 + 58,48
518,94 + 60,68

578.37+59.79 557,74 + 78,780

532,73 + 83,08
590,4 + 58,88

553,93 + 61,93

500,46 + 56,18
584,49 + 68,48
547,49 + 68,49

573,11 + 61,78

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras minUsculas diferentes dificamga

entre os grupos do mesmo experime®ed(05) pelo teste de Tukey.

Tabela 3. indice gonadossomatico de fémeasAsyanax bimaculatus

nos grupos controles e tratados com Thi6dams diferentes

experimentos.

Experimento controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L
semaclimatacdo  790+3,18 747+22f 505+26%3 4,32+258
sem alimentagéo
sem aclimatacdo g5g+4,78 8,13+698 7,02+433 6,83+3,6%
com alimentagéo
comaclimatacdo 373+21% 270+14% 323+1,89 3,99+20%
sem alimentagéo
comaclimatacdo 2 27+14% 303+1,08 305+1,92 293+1,6%

com alimentagéo

Valores expressos como média tdesvio padrao. Letras diferentes indicam diferenca
entre 0s grupos do mesmo experimefg)(05) pelo teste de Duncan.

Tabela 4: indice hepatossomatico de fémeasAdiyanax bimaculatus nos
grupos controles e tratados com Thiddanos diferentes

experimentos.

Experimento controle 1,15ug/L 2,3ug/L 5,6ug/L
sem aclimatagac (7 + 0 14P 088+02 084+038 038+03P
sem alimentacgac
sem aclimatacac 1 13 + 0,54 1,04 + 0,68 1,02 +0,58 1,02+ 0,5
com alimentagac
com aclimatacac (g6 + 0,28 0,73 +0,28 092+01* 091+0,12
sem alimentacac
com aclimatacac (74 + 0,34 0,72 0,28 094+048 0632018

com alimentagac

Valores expressos como média +desvio padréo. Letras diferentes indicam diferdrecas

grupos do mesmo experiment®<Q,05) pelo teste de Duncan.
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5.3.CAPITULO 3

RELACAO ENTRE COLAGENO TIPO IV, INTEGRINA p1 E CASPASE 3
DURANTE O DESENVOLVIMENTO FOLICULAR EM  Astyanax bimaculatus
EXPOSTOS AO THIODAN®

RESUMO
O agrotéxico Thiodah (350g/L de endosulfan) é um inseticida organoclorado utilizado
em diversas monoculturas e pode chegar aos ecossistemas aquaticos, afetando a
reproducdo e a integridade das populacbes de peixes. Ovarios de peixes apresentam
ovocitos em diferentes estadios de desenvolvimento, 0s quais sdo envoltos por zona
radiata, células foliculares, membrana basal e células da teca, formando o complexo
folicular. A integridade do complexo folicular estd associada com a presenca de
colageno tipo IV e integrina B1, enquanto a caspase 3 é uma protease importante na via
apoptaética, participando ativamente nos processos de regressao ovariana. Pela caréncia
de estudos que avaliam tais proteinas no complexo folicular, este estudo teve por
objetivo avaliar, por meio de andlise imunoistoquimica, a expressdo das proteinas
colageno tipo IV, integrina Bl e caspases 3 durante o desenvolvimento folicular do
lambari Astyanax bimaculatus exposto ao Thiod&h Os peixes foram aclimatados
durante 10 dias em aquarios de 50L com aeracdo continua, agua sem cloro, filtro
mecanico, fotoperiodo (12h) e temperatura (26+1°C) controlados. Para a exposi¢cao ao
Thiodarf, os peixes foram divididos em quatro grupos: controle; 1,15; 2,3 e 5,6 pg/L,
com trés repeticbes em cada concentracdo. Apos 96 h, seis peixes de cada grupo foram
anestesiados (benzocaina/1:10.000), eutanasiados e seus ovarios coletados para deteccéo
de colageno de tipo IV, integrina 1 e caspase 3. Fragmentos dos ovarios foram fixados
em paraformaldeido a 4% e incluidos em parafina. Os procedimentos de
imunomarcacao seguiram protocolos ja padronizados para os anticorpos empregados. A
reacdo foi revelada com diaminobenzidina e os cortes foram contracorados com
hematoxilina para avaliacdo qualitativa em microscopio de luz. Os foliculos primordiais
ndo apresentaram marcagao para colageno tipo IV e integrina f1. Nos foliculos em
desenvolvimento primario observou-se reagdo fracamente positiva no citoplasma das
células foliculares, enquanto foliculos em desenvolvimento secundario foram mais
intensamente marcados para integrina 1 e colageno tipo IV. A imunomarcagdo para
caspase 3 foi evidenciada nas células foliculares durante o desenvolvimento secundario,

sendo mais intensa no estadio avancado. Qualitativamente, essas analises demonstraram
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marcacdo crescente e uniforme ao longo do desenvolvimento folicular, mesmo com os
peixes expostos a diferentes concentracdes de THiodapue caracteriza a integridade

das células foliculares e da via apoptética caspase-3-dependente, que pode estar sendo
ativada para futuros processos de regressao folicular.

Palavras-chave:ecotoxicologia aquatica, ovario, peixes e reproducao.

1. INTRODUCAO

O Thiodarf é um inseticida de uso comercial que consiste na mistura de dois
isdmeros ativos, sendo 70% de a-endosulfan e 30% de B-endosulfan. Endosulfan & um
hidrocarboneto clorado usado como inseticida de amplo espectro, que controla insetos
por acdo de contato e ingestdao (Stumpf & abhaver,;1OBékrabartyet al., 2012).
Atualmente, foi banido em varios paises pela sua alta toxicidade (Molina, £010).
toxico pode chegar ao meio aquéatico pelo escoamento superficial e infiltracdo no solo
por meio da irrigacdo agricola e das chuvas, colocando em riscos toxicologicos 0s
organismos que ali residem (Walker et al., 1996; Capkin et al., 2006; Glover et al.,
2007). Consequentemente, o endosulfan pode acumular nos tecidos destes organismos,
como ja observado por Henry & Kishimba (2006) na espécie de Peeaehromis
niloticus. No entanto, a Unido Européia estabelece como limite maximo de endosulfan
em gordura, o valor de 0,05mg/kgEPA 20@), e em agua doce, 0,22ud/I(EPA
1980). A Legislacdo Brasileira de Residuos de Pesticidas vigente, levando em
consideracao a qualidade da agua definida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente,
Resolucdo CONAMA - n° 357/2005, estabelece o valor limite de @@%6de residuo
do referido inseticida e seus metabdlitos nas aguas doces de classe 1.

Muitos inseticidas apresentam baixa toxicidade antes de serem transformados
em substancias toxicas metabolicamente ativas. O sulfato de endosulfan é um dos
produtos derivados do metabolismo do endosulfan, sendo considerado o principal
metabolito devido a sua importancia toxicologica, por ser mais estavel no meio
ambiente em relacdo a sua formula original (Ali et al., 1984). A sensibilidade dos
organismos aquaticos ao endosulfan é baixa e tem sido bem descrita na literatura por
alguns autores (Cengiz et al., 2001; Capkin et al., 2006; Ballesteros et al., 2007; Pereira
et al.,, 2012), sendo os machos geralmente mais sensiveis que as fémeas pelo
armazenamento de lipideos para producgéo do vitelo e fornecimento de energia, e pelo

tamanho maior da fémea em relacdo ao macho (Ballesteros et al., 2007).
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O desenvolvimento folicular em peixes tem sido descrito por varios
pesquisadores (Bazzoli & Rizzo, 1990; Tyler & Sumpter, 1996; Begovac & Wallace,
1988; Grier, 2000, 2002 e 2007) e, como nos animais em geral, compreende o0s periodos
pré-meiotico, perinucleolar, vitelogénico e maturacdo final. Estas fases ocorrem no
interior de foliculos cujo complexo folicular € constituido por zona radiata, camada
folicular, membrana basal e teca (Grier, 2000), as quais desempenham importante papel
durante a foliculogénese e fertilizagéo.

Entretanto, os peixes quando séo expostos aos poluentes podem sofrer influéncia
na foliculogénese, e assim acarretar prejuizos reprodutivos para as espécies expostas aos
contaminantes. Alguns estudos mostram diversas alteracdes provocadas nos foliculos de
peixes por contaminantes (Hazarika & Das, 1998; Dutta et al., 2003; Maxwell & Dutta,
2005; Chakrabartyet al., 2012), inclusive a atresia folicular, que é um processo
frequentemente observado nos ovérios dos vertebrados (Saidapur, 1978, Santos et al.
2008a; Santos et al. 2008b) e que pode ser causada por diversos fatores, dentre os
quais, os agrotoxicos (Nagahama, 1983; Guraya, 1986; Chatterjee et. al., 1997 e 2001
Dutta & Dalal, 2008).

No desenvolvimento folicular, a formacdo do complexo folicular € importante
no suporte e na sobrevivéncia das células foliculares. No entanto, ja foram identificadas
varias proteinas que contribuem para a integridade do complexo folicular, como
laminina integrina 1, fibronectina, colageno tipo IV e de metaloproteinases (MMM-P)
em foliculos pés-ovulatorios e atrésicos (Rodgers et al., 1998; Grier, 2002; Le Bellego
et al., 2002; Berkholtz et al., 2006antos et al., 2008a; Thomé et al., 2010). O colagen
tipo IV € uma proteina especializada da matrix extracelular e membrana basal, assim
como a laminina. Essas protéinas estdo envolédegvorecer um microambiente para
sobrevivéncia das células do epitélio (Rodgers et al., 2003). As integrinas corapreend
uma grande familia de recepetores celulares composto de subnidades o e f que tem
funcdo importante na adesao e transmissao de sinais na célula. Além disso, as integrinas
estdo envolvidas na proliferacdo, diferenciacdo e morte celular.

A caspase 3 é uma molécula efetora de grande importancia no processo de
apoptose, na ativacdo de endonucleases e na clivagem das proteinas celulares, causando
mudancas morfolégicas celulares (Huettenbrenner et al. 2003). Este processo de
apoptose envolve uma cascata de eventos bioquimicos com a liberacdo de fatores
mitocondriais de morte celular, ativacdo caspases e mudanca na caracteristica

morfolégica no nucleo da célula, assim como fragmentacdo do DNA (Huettenbrenner et
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al. 2003). No entanto, alguns trabalho citam a importancia da integridade do complexo
folicular com a presenga de integrina B1 e colageno tipo IV que, em caso de atresia
folicular e ovulagdo na formacédo de foliculos pos-ovulatérios, culminam em processo
da ativacdo das caspases nhas células foliculares. Sendo assim, a incidéncia de apoptose
nas células foliculares aumenta nas etapas de regressao ovariana (Drummond et al.,
2000; Santos et al., 2003; 2005; 2008).

O lambariA. bimaculatus foi escolhido como organismo experimental, pois é
muito representativo no ecossistema, sendo encontrado desde o nordeste brasileiro até a
Bacia do rio da Prata na Argentina (Barbieri et al., 1982). Também é um peixe de
pequeno porte e facil de manter em laborat@@ocomplexo folicular associado a
sintese dessas proteinas ao longo do desenvolvimento folicular é algo a ser discutido.
Porém, nenhum trabalho relata estas proteinas em peixes exqmBhisdarf. Devido
a caréncia de estudos que avaliem tais proteinas no complexo folicular, o presente
trabalho tem como objetivo awal as proteinas colageno tipo IV, integrina 1 e caspase
3 durante o desenvolvimento folicular do lamb&ribimaculatus exposto ou ndo ao

Thiodar? por meio de analise imunoistoquimica.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade
Federal de Vigosa. Os peixes foram mantidos no Biotério de Peixes do Departamento de
Veterinaria, onde foram realizados o teste subletal e as atividades de coleta, fixacdo e
inclusdo dos fragmentos de ovarios. As etapas de microtomia, imunoistoquimica,
coloracdo de laminas histolégicas e as analises histoldégicas foram realizadas no
DVT/UFV e no Laboratério de Ictiohistologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB)

da Universidade Federal de Minas Gerais.

2.1. Animais

Foram utilizadas fémeas de bimaculatus obtidas de tanques de terra na
Piscicultura da Prata, Eugendpolis/MG. Para o presente estudo, foram selecionadas
fémeas de lambari em maturacéo avancada, com peso de 11,58 & @&@primento
total de9,12 £ 0,64 cm. As caracteristicas para a escolha dos peixes em maturacao
avancada se basearam em aspectos corporais, como ventre abaulado, poro genital

dilatado e vascularizado.
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Os peixes foram transportados para o Biotério de Peixes do DVT/UFV, onde
foram aclimatados por 10 dias. Os aquarios onde os animais foram mantiddanpossu
capacidade de 50 litros numa densidade de 0,5g de peixe por litro de agua. Foi utilizada
agua livre de cloro, temperatura controlada e monitoramento duas vezes ao dia. Todos
0S aquarios possuiam um sistema de filtracao (250L/h), e aerac¢do continua da agua para
garantir o bem-estar dos peixes. Os peixes foram alimentados com racdo comercial
Purina contendo 35% de proteina, duas vezes ao dia, de acordo com 0 manejo da
piscicultura.

As caracteristicas da agua utilizada no teste em sistema estatico foram mantidas
de acordo com as recomendacfes da NBR 15088 (ABNT, 2007) com temperaturas de
25,5 + 1,0 °C, livre de cloro, pH 7,2 + 0,3; oxigénio dissolvido 6,9 + 0,6 freyllureza
total (CaCQ) 28,15 + 5,94 mg/L.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento de
Veterinaria/UFV (protocolo 24/2009). O médico veterinario responsavel foi o Doutor
Laércio dos Anjos Benjamin (CRMV-MG 3387).

2.2. Agrotdxico
Para a avaliacdo proposta no presente trabalho, foi utilizado o inseticida
organoclorado Thiod&nh (Bayer) em sua apresentacdo comercial com 350gk:

endosulfan.

2.3. Teste da toxsidade subletal em sistema estatico

Foram aclimatados 96 lambaris como descrito no item 2.1., onde 0s peixes se
acostumaram ao seu novo meio e as atividades normais de manutencdo, como
alimentacao e limpeza dos aquérios. O teste de toxicidade subletal com o endosulfan foi
realizado baseando-se nas normas técnicas para teste em sistema estatico de acordo com
a NBR 15088 (ABNT, 2007).

Logo ap6s aclimatacdo, os peixes foram submetidos ao téxico Thiodan
(endosulfan 350g/L) por 96 horas. Em todos os experimentos foram utilizadas trés
concentracdes diferentes do Thiolainferiores & Cko (13,7ug/L) pré-determinada em
laboratério de acordo com a NBR 15088 (ABNT, 2007). As concentragfes utilizadas
em cada experimento foram de 1,15; 2,3 e 5,6pg/L, além de um grupo controle sem

toxico, com trés repeticbes sob as mesmas condi¢cdes para cada concentragao.
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2.4. Andlises histologicas e imunoistoquimicas

Apés 96 horas de experimento, seis fémeas de cada grupo foram coletadas,
anestesiadas com benzocaina (1/10.000) e eutanasiadas para coleta dos ovérios. Para a
descricdo histologica todas as amostras foram fixadas em paraformaldeido a 4% em
tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,2 por 24 horas, e incluidas em parafina. Em seguida,
seccOes com 5 um de espessura foram coradas utilizando hematoxilina/eosina para
andlises morfologicas do desenvolvimento folicular.

Para detectar a imuneatividade para colageno tipo IV, integrinas 1 € caspase
3 nos ovarios do lambari, trés espécimes de cada grupo foram fixados em
paraformaldeido a 4% em tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,2 por 24 horas, incluidas em
parafina, e seccionadas com 5 pum de espgsSuecuperacao antigénica foi realizada
em forno de microondas, por 10 minutos, com os cortes nas laminas sendo imersos em
tamp@o citrato 10mM, pH 6,0. As |laminas foram incubadas com peroxido de hidrogénio
a 3% em tampado fosfato, por 15 minutos, em temperatura ambiente, para inativar
peroxidase enddgena, e com soro albumina bovina a 2%, por 45 minutos, para bloquear
marcador antigénico inespecifico. Anticorpos primarios (polictoda coelhd anti-
colageno tipo IV, antintegrina B1 e anti-caspase 3 (Santa Cruz Biotechnology, Calif.,
USA) foram aplicados nas secc¢des a 4°C na dilui¢do 1:100 (integrina B1 e colageno tipo
IV) e 1:200 (caspase 3)segundo o fabricante, por 12 horas. Os cortes foram lavados
em PBS e incubados por 45 minutos com anticorpo secundéario na diluicdo de 1:200
anti-lgG de coelho (LSAB 2 sistema HRP; DakoCymation, Carpinteria, Calif., USA) e
tratados com peroxidase conjugada com estreptavidina por 45 minutos. A revelacgao foi
realizada com diaminobenzidina (DAB) e as laminas foram contracoradas com
hematoxilina (Santos et. al., 2008).

As laminas foram analisadas em toda sua extensdo em busca de alteracdes na
imunomarcacdo no complexo folicular que pudessem ser representativas do efeito do
Thiodarf, sempre comparando com o padrdo de organizacdo dos ovarios do grupo
controle. As laminas foram analisadas em microscopio de luz CX31 Olympus e as
imagens foram obtidas com camera digital SC 020 por meio do software Analysis
GETIT, Olympus.
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3. RESULTADOS

3.1. Desenvolvimento folicular

O desenvolvimento folicular da. bimaculatus foi dividido em desenvolviment
primario inicial e avancado. O desenvolvimento secundario foi dividido
desenvolvimento secundario inicial, intermediario e avancado (Tabela 1). A re(

ovariana também foi caracterizada (Tabela 1).

Tabela 1. Aspectos morfologicos do desenvolvimento folicular e da regresséo ov
de Astyanax bimaculatus.

Foliculos primordiais: Estadio que antecede o desenvolvimento de foliculos primarios
células menores, apresentando citoplasma volumoso, ndcleo esférico e greéldéas pré:
foliculares(Figura 1 B).

Foliculos primarios iniciais e primarios avancados (perinucleolares)No desenvolviment
priméario inicial, os ovocitos apresentam citoplasma fortemente baséfilo, nucleo esf
nucléolos dispersos pelo nucleoplasma. Estdo envoltos por células foliculares pavin
(Figuras 1 C-encarte). No foliculo primario avangado, a camada de célliadafes €
pavimentosa e com o nucleo eliptico. Entre as células foliculares e o ooplasma, sumg
radiata como uma fina camada (Figura 1 E-encarte).

Foliculos secundarios iniciais:O citoplasma ovocitario é granular e fracamente basdbfilo,
presenca de vesiculas corticais pequenas e claras na periferia do citoplasma. © certien,
ligeiramente acidofilo, com nucléolos pequenos e dispersos pelo nucleogkigoma 1 G-
encarte).

Foliculos secundérios intermediarios:/Assim como na etapa anterior, os foliculos secund
intermediarios possuem ovoOcito com ndcleo central e acidéfilo. No citoplasma, smic
deposicao de vitelo a partir da regido periféfiggura 1 H-encarte).

Foliculos secundérios avangados (vitelogénico®yo foliculo secundéario avancado, o diame
e 0 volume citoplasmatico aumentam mais em relacdo ao nucleo, apresentando os foliet
estadio, vesiculas corticais na periferia e globulos de vitelo disperso potitigolasma. Nc
complexo folicular, a membrana basal é delgada e a zona radiada mais espessa que
anteriores, com células foliculares pavimentosas e cufhtizaga 1 H-encarte).

Foliculos atrésicos:Apresenta formato irregular, com estruturas descontinuas ou desorga
com aspecto de grumos, devido a liquefagdo dos granulos de vitelo ou com pe
conectividade entre suas partes, fragmentacdo da zona radiata (atresia inicial)ae absbido
conteldo ovocitario pelas células foliculares (atresia avan(fédajas 3 A e B-encarte)

Foliculos pés-ovulatoérios:O foliculo pdés-ovulatério possue lume amplo, irregular e cont
com o lume do ovario. Apresenta parede constituida por camada Unica de célulasefal
membrana basal e teca (Figuras 3 E e F).
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3.2. Expressao de colageno tipo IV, integrina 1 e caspase 3 no desenvolvimento
folicular de A. bimaculatus expostos ao Thiodafi

Os foliculos nos diferentes estadios de desenvolvimento apresentaram diferentes
graus de marcagdo para integrina 1 e colageno tipo IV. Em foliculo primordial ndo se
observou marcacao para colageno tip@ iMtegrina 1 (Figura 1 B). Nos foliculos em
desenvolvimento primario inicial foram evidenciadas reacdes positivas com marcacao
fraca para colageno e integrina (Figuras 1 C e D), enquanto nos foliculos em
desenvolvimento primario avancado as marcag¢des foram mais nitidas (Figuras 1 E e F).
Nos desenvolvimento secundario foram evidenciadas marcacdes positivas para integrina
B1 e colageno tipo IV no citoplasma das células foliculares com mais intensidade que
nos estadios anteriores (Figuras 1 G e H). Estas marca¢cfes ndo mostraram diferencas
entre 0s grupos expostos ao Thiddgnando comparados com os mesmos estadios de
desenvolvimento folicular dos grupos controle. A marcacdo para caspase 3 foi
evidenciada no citoplasma e nucleos de células foliculares de foliculos com
desenvolvimento secundario avancado, apresentando maior intensidade nos estadios de
desenvolvimento secundéario inicial. A marcacdo foi ausente nos estadios de
desenvolvimento primério (Figuras 2 A-D). Quando comparadas estas marcac¢fes entre
0s grupos controle e expostos ao Thidaréio houve diferencas nas marcacées entre

0s mesmos estadios de desenvolvimento folicular.

3.3.Expressao de colageno tipo IV, integrina B1 e caspase 3 na atresia folicular de
A. bimaculatus expostos ao Thiodafi

A marcacdo para colageno digV e integrina Bl foi evidente nos foliculos
atrésicos iniciais, porém; menos intensa em relagéo aos foliculos normais (Figuras 3 A e
C). As fases mais avancadas da atresia folicular séo caracterizadas pela desorganizacao,
espalhamento das proteinas no ooplasma, com reacdo mais fraca da imunomarcacao
para colageno tipo IV e integrina B1 (Figuras 3 B e D). Para a caspase 3 foi observada a
marcacao positiva nas células foliculares em foliculos atrésicos iniciais e avangados
(Figuras 4 A e B).
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3.4.Expressao de coliageno tipo IV, integrina B1 e caspase 3 em foliculos pos-
ovulatérios deA. bimaculatus expostos ao Thiodaf
Foram evidenciados desorganizacdo e espalhamento do colageno tipo IV e
integrina B1 entre as células foliculares, com marcacéo positiva (Figuras 3 E e F). Em
foliculos pos-ovulatorios também foi observada marcagdo positiva para caspase 3 nas

células foliculares (Figuras 4 C e D).

4. DISCUSSAO

As fémeas dé\. bimaculatus submetidas a acédo do toxico apresentaram ovarios
com padrdes normais do desenvolvimento folicular, sendo as varia¢gdes na estrutura do
foliculo, como didametro, caracteristicas do nucleo, camadas envoltérias, composicao e
distribuicdo do vitelo, observad em outras espécies do género do presente estudo
(Miranda, 1996; Miranda et al. 1999; Melo et al., 2005; Mazzoni et al., 2005; Rodrigues
et al.,, 2005) Em outros trabalhos (Chatterjee et al., 1997; Dutta & Dalal, 2008), sdo
demonstrados que pequena concentracdo de contaminantes pode ser suficiente para
causar alteragcbes na morfologia dos foliculos. Entretanto, Ballesteros et. al (2007)
utilizando peixes machos e fémeas da esplarignsia multidentata verificaram que o
maior teor de lipideos nas fémeas foi importante para conferir maior resisténcia contra o
endosulfan, ao contrario dos machos, que sdo mais suceptiveis. Estudo realizado por
Hernan Da Cufia et al. (2011) mostrou que a espggchldéasoma dimerus exposta ao
endosulfan nas concentracbes de z@&d5; 1; 2; 3; 4 e 16ug/L ndo apresentou
alteracbes morfolégicas nos foliculos, assim como no presente trabalhcA.com
bimaculatus.

No presente estudo, a auséncia de marcacgao para colageno tipo IV em foliculos
primordiais pode ter ocorrido em funcdo da quantidade reduzida de células foliculares e
pela pequena espessura da membrana basal nesta fase de desenvolvimento folicular. Na
literatura € mencionado que a espessura da membrana basal em foliculos secundéarios
avancados dA. bimaculatus é de aproximadamente 0,3 um, caracterizada por ser uma
estrutura muito mais delgada quando comparada a outras espécies de teledsteos
(Drummond et al., 2000). Outros autores, no entanto, observaram positividade para
colageno tipo IV na membrana basal envolvendo ovogonias no estroma ovariano de

peixes (Grier, 2002; Thomé et al. 2010), fase que antecede o ovdcito primordial.
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A sintese de membrana basal tem sido atribuida as células foliculares (Le Mim
et al., 2007), mas ainda faltam investigacdes que evidenciem esta funcdo. A analise por
hibridizacdoin situ na cadeia al do colageno tipo IV revelou a presenga de mRNA
localizada na camada folicular de todos os foliculos em crescimento no peixe medaka
Oryzias latipes (Kato et al., 2010), enquanto para integrinas, Itami et al. (2011) néao
identificaram marcacéo em foliculos primordiais em ratos. Estes estudos confirmam que
durante o desenvolvimento do foliculo primordial poderia estar ocorrendo o inicio da
organizacéo e sintese do colageno tipo IV para as fémeas do presente estudo.

Logo em seguida, o desenvolvimento folicular primario inicial e avancado foi
caracterizado por alteracbes no complexo folicular, com marcacdo positiva para
integrina B1 e colageno tipo IV foi positiva. Em outro estudo realizado para marcagéo
de vérias subunidades do colageno tipo IV em foliculos de bovinos, a expressao das
cadeias a3 e a6 diminuiram durante o desenvolvimento folicular, enquanto as cadeias
al e 02 continuaram a ser expressas ao longo do desenvolvimento (Rodgers et al.,

1998). Em estudo com ratos foi verificado o declinio de colageno tipo IV a3 ao longo

do desenvolvimento folicular, mas foi possidetectar o colageno tipo IV a4 e a5 em

foliculos desenvolvidos (Frojdman et al., 1998). Entretanto, Berkholtz (2006) observou
aumento da marcacédo para colageno tipo IV ao longo do desenvolvimento folicular em
ratos. Além disso, outra caracteristica importante é presenca de perlecan e nidogen que
fazem parte das liga¢Ges cruzadas em foliculos em desenvolvimento secundério, mas
ndo em foliculos em desenvolvimento priméario (McArthur et al., 2000). Porgm, a
diferentes ligacdes cruzadas entre os coldgenos e lamininas nas membranas basais
também garantem maior expansao no alargamento do foliculo (Rodgers et al., 2003).
Portanto, € de grande importancia nesta etapa de desenvolvimento folicular, a evidéncia
do colageno tipo IV e integrinas, o que pode contribuir na organiza¢do coordenada no
desenvolvimentdolicular deA. bimaculatus com estas proteinas da matriz extracelular

Em relacéo as fases de desenvolvimento primario e secundario foram observadas
marcacdes positivas para colageno tipo IV e integbinao que parece caracterizar
maior sintese destas proteinas nestes estadios do desenvolvimento folicular. Entretanto,
deve-se considerar que nas fases mais avancadas, a quantidade de células foliculares e
células da teca sdo mais numerosas, sendo assim, exercem funcdo importante na
integridade folicular. No presente estudo, a marcacdo continua de colageno tipo IV e
integrina Bl nos diferentes estadios de desenvolvimento folicular em 96 horas de

experimento indicou que ndo houve desorganizacdo na membrana basal e nas células
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foliculares. Thomé et al. (2010) identificaram por técnicas de imonoistoquimica e
imunofluorescéncia a presenga de laminina B2, integrinas ¢ colageno tipo IV na
membrana basal, demonstrando a importancia destes constituintes na integridade da
membrana basal ao longo do desenvolvimento folicular, resultados observados também
em foliculos de mamiferos (Le Bellego et al., 2002; Berkholtz et al., 2006).

Em foliculos de ratos também foi evidenciada a presenca de integrinas ao longo
do desenvolvimento folicular, apresentando marcagédo positiva no desenvolvimento
primério e marcagdo mais intensa no desenvolvimento secundario (Itami et al., 2011).
Portanto, a marcacéo positiva nas células foliculares em lanfbasmaculatus nos
grupos controle e expostos ao Thiolamostrou que a integridade dos foliculos em
desenvolvimento primario e secundario ndo foi afetada pelas concentracbes de
Thiodar? utilizadas.

Em relagdo a caspase 3 ao longo do desenvolvimento folicular, foi possivel
evidenciar sua expressao nos estadios de desenvolvimento secundario, mas ndo a
presenca de condensacdo de nucleos e corpos apoptoticos nas células foliculares. No
entanto, a presenca de caspase 3 nas células foliculafesbiskacul atus indica que
estas células podem estar em via apoptética; porém, outros trabalhos demonstram que a
via para caspase 3 é observada em foliculos pdés-ovulatorios, atresias iniciais e,
principalmente, nas atresias avancadas, com a presenca de fragmentacdo de DNA,
condensacao nuclear e formacdo de corpos apoptoticos (Hsueh et al., 1994; Santos et
al., 2008). A auséncia destas caracteristicas morfolégicas nos foliculos. de
bimaculatus do presente estudo pode ser explicada por inibidores de apoptose (Salvesen
& Duckett, 2002) que podem estar ativos e protegendo as células contra apoptose.
Outros exemplos citados s&o os fatores hormonais, como nadogopinas, 170
estradiol e fator de crescimento epidérmico, que agem como fatores de sobrevivéncia
para suprimir a morte celular por apoptose em foliculos ovarianos de ratos em cultura
(Chun et al., 1994) e também no peixe truta arcaamrhynchus mykiss (Janz & Van
Der Kraak, 1997). Segundo Salvesen & Duckett (2002) poucos estudos tém tentado
esclarecer se uma determinada célula consegue se recuperar de um efeito fisiolégico de
caspases quando estao sendo processadas e ativadas.
inibidor de apoptose (IAP) (Deveraux & Reed, 1999). Sdo descritos pelo menos oito
IAPs em humanos localizados no citoplasmaie se ligam na forma ativa da caspase

3 ou na forma zimogénio das caspases para inibir a sua fungédo (Salvesen & Duckett,
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2002). Janz et al. (1997) mencionam forte relacdo com o aumento da apoptose e
expressdo de proteina do choque térmico HSP70 em peixes expostos a celulose,
afetando o tamanho do ovario, provocanado queda da concentracdo plasmatica de
testosterona e inducdo nas@mtragoes plasmaticas de 17p estradiol. Em relacdo a
HSP70, ela pode estar relacionada com a protecdo das células foliculares antes da
reabsorcdo do vitelo em foliculos atrésicos (Santos, et al., 2008). A relacdo mais
consistente da viabilidade dos foliculosAddimaculatus no presente estudo, segundo a
literatura, pode ser a relacdo dos inibidores de apoptose associado com os fatores
hormonais, agindo como prevencdo na sobrevivéncia das células foliculares no
desenvolvimento folicular secundario.

Nas fémeas do lambati bimaculatus, o processo de atresia foi semelhante ao
descrito por Miranda et al. (1999), Munoz et al. (2002); Melo et al. (2005) e Santos et
al. (2005). A maior frequéncia de atresia foi observada em foliculos secundarios.
Observacfes semelhantes foram feitas por Drummond (1996A. ebimaculatus
lacustris e Melo et al. (2005) emd\. scabripinnis. Em relacdo aos foliculos pos-
ovulatérios, ocorre perda de contato entre as membranas das células foliculares
adjacentes, evento observado por Santos et al. (2005) entre 48 e 72 horas p6s-desova em
Leporinus taeniatus. Essas estruturas foram raramente encontradas no presente estudo,
indicando que o grau de contaminacdo pelo Thiddagi interferiu na eliminacdo dos
foliculos deA. bimaculatus em maturacéo avangada.

Nos processos de atresias e nos foliculos pdés-ovulatorios ocor@eram
desorganizacdo e a perda da positividade da imunomarcacédo para colageno tipo IV e
integrinas nas fases avancadas quando comparadas com as fases iniciais da regressao
ovariana, sendo esta caracteristica também observada por outros autores (Santos et al.,
2008; Thomé et al., 2010). Relatos importantes sobre a integridade dos foliculos estédo
na diminuicdo da integrinfl e colageno do tipo IV contribuindo para o aumento da
apoptose em células foliculares de foliculos pds-ovulatérios e nas atresias avancadas
(Santos et al.,, 2008). Além disso, outros fatores contribuem para o aunzento d
apoptose, como a diminuicdo da concentracdo 7@eestradiol logo apds a desova,
favorecendo a regressao ovariana dos foliculos pos-ovulatérios (Kaptaner & Ural 2006).
Portanto, o presente estudo com as fémeds bienaculatus evidencia a caspase 3, e a
diminuicdo da marcacéo com integrihiae colageno tipo IV nas células foliculares nos
foliculos atrésicos e pos-ovulatérios, o que sugere a provavel acao destas proteinas na

regressao folicular em lambaris expostos ao Thididan
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De acordo com os resultados obtidos, pode-se inferir que os owvarios
bimaculatus foram resistentes ao Thiodamas concentracdes testadas e no periodo
experimental proposto, pois tais concentracdes néo interferiram de modo significativo
na estrutura do complexo folicular e no desenvolvimento folicular. Qualitativamente,
essas analises demonstraram a marcacdo crescente e uniforme ao longo do
desenvolvimento folicular, mesmo quando os peixes foram expostos a diferentes
concentracdes de Thioddro que caracteriza a integridade das células foliculares e da
via apoptoética caspase-3-dependente, que pode estar sendo ativada para futuros

processos de regressao folicular.
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Figura 1. Imunomarcacdo para coladgeno tipo IV e integrifh ao longo do
desenvolvimento folicular er. bimaculatus. A: Controle negativo para integrifid e
colageno tipo IV B: Foliculo primordial(fp) sem marcacéo para colaggisetas) C e
D: Marcacao positiva para colageno tipo (fvc) e integrinal (mi), respectivamente
em folliculo em desenvolvimento primario inici@pi). E e F: Marcacao positiva par:
colageno(mc) e integrina(mi) em foliculo em desenvolvimento primario avange
(fpa). Encarte-C: Foliculo primario iniciakfpi). G e H: Marcacédo para colageimc) e
integrina(mi) mais fortemente evidenciada em foliculo em desenvolvimento secur
avancaddfsa) Encartes-G e H: Foliculo secundario inicigffsi); foliculo secundario
intermediario(fst); foliculo secundario avancadtsa); vesiculas corticaigvc); vitelo
(v), zona radiatdzr). Encartes: C, E, G e H corados conmematoxilina/eosinaBarras:
20 um; encartes Ce E (80 um), G (100um) e H (20Qum).
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Figura 2. Imunomarcacao para caspase 3 ao longo do desenvolvimento folicul&r imaculatus.
A: Imagem do controle negativo para caspagseeBas) B: Auséncia de marcagcdo para caspas
(setas) em foliculo em desenvolvimento primario inicigbij. C e D: Marcacao positiva para caspa
3 (setag em foliculo em desenvolvimento secundario avangéshy) e ausentésetas)em foliculo
desenvolvimento primario avancadtpa). zr: zona radiata;fsa: foliculo secundario avancadt
Barras: 20 um
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Figura 3. Imunomarcacédo para colageno tipo IV e integfihade atresia e foliculos p6s-ovulator
emA. bimaculatus. A e C: Foliculo secundario em atresia inicial)(caracterizando a presenca
zona radiatazf) e inicio da desorganizacdo da marcacao paégeno tipo IV (c) e integrinal
(mi) no complexo foliculargetag. B e D: Imunomarcacdo menos intensa do que na etapa an
em atresia avancada, caracterizando a desorganizacdo e espalhamento do colagenmtpe IV (
integrina 1 (mi) no citoplasma getag. E e F: Foliculo pés-ovulatério fpo) caracterizando ¢
desorganizacdo e espalhamento do coldgeno tipomi§j € integrinapl (mi) entre as células
foliculares getad. Encartes: A e B: Atresia inicial(ai) e atresia avancadav); célula folicular
(cf); zona radiatdzr). Encartes: A e B corados om hematoxilina/eosinaBarras: A, B, C, EeF

(20 um); D (200pum); encartes:A (25um) e B (100um).
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bimaculatus. A e B: Imunomarcacao em atresia inicial)(e atresia avancaday), caracterizando ¢
presenca de marcagédo positiva para caspassta®)(C e D: Imunomarcacapositiva para caspase
(setag nas células dos foliculos pos-ovulatorifpoj. Barras: A, B e D (20um); C (200um).
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. CONCLUSOES

A ClLsp estimada para fémeas adultas Alyanax bimaculatus em maturacéo
avancada expostas ao ThioBa@nde 13,6ug/L com intervalo de confianca de 10,1 a
18,4 pglL.

A acdo do Thiodahem concentragdes subletais ndo afetou o figado como um todo,
mas locais isolados do parénquima hepatico, sendo a maioria alteracdes de estagio | e

II, com dano reparavel do tecido hepatico.

As alteracdes na quantidade de glicogénio hepatico no experimento sem aclimatacao/
sem alimentacdo demonstraram que o ThiBdafluenciou na maior mobilizacéo
das reservas de glicogénio em funcdo das condicbes ambientais oferecidas aos

animais.

As alteracdes ocorridas no nucleo e citoplasma dos hepatécitos demonstram que o
Thiodarf pode comprometer as funcdes hepéticas, confirmando que o Thiodan

influenciou no metabolismo celular como resposta adaptativa celular.

N&o foram observadas diferencas morfolégicas que comprometessem diretamente os
estadios de desenvolvimento folicular ovariano, seja no grupo controle ou nos grupos

tratados com Thiod&n

Os experimentos com aclimatacdo apresentaram alteracbes na quantidade de
foliculos priméarios e secundarios quando comparadas com 0S peixes sem
aclimatacdo, sugerindo que o eixo hipotalamo-hipéfise-ovario pode estar sendo

afetado.

Houve maior diametro nos foliculos vitelogénicos e maior frequéncia de atresia
folicular no experimento com aclimatacéo seguida de exposi¢cao ao Thiodane
sugere mecanismo adaptativo com maiores diametros de foliculos no meio

impactado.
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e As médias dos IGS e IHS nos experimentos aclimatados foram menores quando
comparadas com 0s experimentos sem aclimatacdo, sugerindo que a Aspécie
bimaculatus previamente aclimatada em aquarios pode sofrer comprometimento da

reproducao.

e As reacgdes imunohistoquimicas para integrina 1, coldgeno IV e caspase-3 em
foliculos atrésicos e foliculos pds-ovulatorios sugerem possivel relagdo com a

regressao ovariana pos-desova.

e As analises por imunohistoquimica para integrina B1, colageno IV e caspase-3 nas
células foliculares ao longo do desenvolvimento folicular demonstraram,
qualitativamente, marcacao crescente e uniforme ao longo do desenvolvimento
folicular, mesmo quando os peixes foram expostos a diferentes concentracfes de
Thiodarf, o que caracteriza a integridade das células foliculares e da via apoptética
caspase-3-dependente, que pode estar sendo ativada para futuros processos de

regressao folicular.
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