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RESUMO

Ao longo dos anos, a acdo do homem tem provocado grande impacto no meio ambiente,
principalmente em ecossistemas aquaticos, levando-o ao comprometimento da sua qualidade,
uma vez que a agua é considerada um dos fatores essenciais para a manutengdo das funcoe
vitais e, consequentemente, da vida do planeta. Entre as atividades consideradas de risco pare
0 meio ambiente, estdo as ligadas a poluicdo de muitos mananciais e até bacias hidrograficas
inteiras, seja por residuos industriais, esgoto domeéstico, ou ainda, por substancias utilizadas
na agricultura, tais como pesticidas, herbicidas e fertilizantes. O &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) é usado em larga escala no mundo todo, e pelo fato de ter uma
longa persisténcia no solo, o que possibilita a lixiviacdo e a percolacdo do composto afetando
corpos hidricos, estudos de sua toxicidade sado relevantes e justificaveis. Desta maneira, este
estudo procurou avaliar a toxicidade do herbicida 2,4-D por meio da analise de figados de
peixes Oreochromis niloticus, expostos a diferentes diluicbes. Por¢des dos figados foram
coletadas e fixadas para serem analisadas por meio de técnicas histologica e histoquimicas
para deteccdo de proteinas totais, polissacarideos e lipidios. O tratamento com o herbicida
2,4-D aparentemente ndo alterou o padrao lipidico, o acumulo de polissacarideos e a presenca
de proteinas totais. As concentracdes 2,5 e 5,0% foram letais aos peixes. Tais mortalidades
provavelmente sdo resultados do alto potencial toxico e citotdxico do herbicida 2,4-D. Foram
encontradas diversas alteracbes histopatologicas, sendo elas: perda da integridade
citoplasmatica, perda do limite celular, deformacdo nuclear, citoplasma vacuolizado,
desorganizacdo do tecido e degeneracdo hidropica. As alteragbes estatisticamente
significativas foram: degeneracao hidrépica e citoplasma vacuolizado. Concluiu-se, portanto,
que a analise morfolégica qualitativa constitui uma importante metodologia para observacéo
de alteracbes hepaticas em estudos de toxicologia. Sendo a e3pétieticus € um

bioindicador eficiente de poluicdo aquética por 2,4-D.

Palavras-chave:Substancias toxicas. Poluicdo aquatica. Toxicidade aquatica.



ABSTRACT

The action of man has led, over the years, major impacts on the environment, especially in
aquatic ecosystems, leading to an impairment of water quality, considered one of the essential
factors for the maintenance of vital functions and consequently the life of the planet. Among
the activities considered a risk for the environment are linked to pollution from many sources
and even entire watersheds, whether by industrial waste, sewage, or for substances used in
agriculture, such as pesticides, herbicides and fertilizers. The (2,4-D) 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid is used worldwide, and the fact that its genotoxicity is proven by
several studies and by its long persistence in soil, which enables the leaching and percolation
of compounds affecting water bodies, toxicity studies are relevant and justifiable. Thus, this
study aimed to evaluate the toxicity of 2,4-D by examining the liver of thellisbchromis

niloticus exposed to different dilutions. Portions of liver were collected and fixed for
histological and histochemical techniques to detect total proteins, polysaccharides and lipids.
lipids. Treatment with 2,4-D herbicide apparently did not alter the lipid profiles, the
accumulation of polysaccharides, and the presence of total proteins. The 2.5 and 5.0% were
lethal to fish. These mortalities are probably of high toxic and cytotoxic potential of 2,4-D
herbicide results. Several histopathological changes were found, such as: loss of cytoplasmic
integrity, loss of cell limit, nuclear deformation, vacuolated cytoplasm, tissue disorganization
and hydropic degeneration. Statistically significant changes were: hydropic degeneration and
vacuolated cytoplasm. It is concluded, therefore, that the qualitative morphological analysis is
an important method for observing changes in liver toxicology studies. AQ. thiéoticus

species is an efficient biological indicator of water pollution by 2,4-D.

Keywords: Toxic substances. Water pollution. Aquatic toxicity.



SUMARIO

(LN RESI0] 51U 107:Y LT 6
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt ettt ettt 10
2.1 2,4-D COMO CONTAMINANTE ......coiiiiiiiiiiiiitiiieae e e e e e e e e e e e e e et eeeebbea s e e e e e e e e aeeeeeeeeeensnnnnnnes 10
2.2 Peixes comOo DIOINAICAUOIES ........cooiiiiiiiiiii e 11
2.3 O figado dos teledsteos e sua histopatologia como biomarcador..................cceeeeeeeeee. 13

S OBUIETIVOS. o e e e e et e e et e e e et e e e e e et e et eaaaaa 16
4 MATERIAL E METODOS ... oottt ettt ettt ettt e eaee st sre s saeesaeeere s 17
g Y = 1= = L o] T ] o o (o PSPPSR 17
4.2 Herbicida 2,4-diclorofenoxiacético como substancia toXiCa ............ccuvvvrriveeeeiiieneeeenenn. 17

7 G B = o 1= 1= 1o OSSR PPPTPURPRPRRR 17
4.4 Técnica para analise NiStOIOQICA.........cuuiiiieeeiii e 18
N 1S o o [ U ] o= 18
4.5.1 PONSSACANUEBOS .....ceviiiiiiiiieei ettt e e e e e e e e e e e bbbttt b e e e et e e e e e aaaeeeaeeseanaans 18
4.5.2 ProteiNas TOLAIS .....ceeeiiiiiiiiiiiiiiiiie ittt et e e e e e e e e e e e s s e s s sttt eeeeaeaaaaeeaeeeeeasaaannssnsnnennnees 18
R N I o o [ 1P PPPPRPPRRRPRR 19
4.6 Documentacao e interpretagio doS reSUlAdOS. ... ...evvviiiiiiiiieeeiie e 19
5 RESULTADOS ....ooiiiiiittieite ettt e e e e ettt e e e e e sttt e e e e e s st bt e ee e e e s s sbbeeeeeeeaansbbeeeeeeesanssnneeeaeaans 21
IR AN g = 1 EST =N 1153 o] [0 To o= U 21
5.2 ANAIISE NISTOQUIMICA ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s ennsnneeeeeees 22
B DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt ettt et e st sen s et et en et nne 24
7 CONCLUSAO. ...ttt ettt ettt a e s st ettt e b e b e s e ne et e e e 27

REFERENCIAS ..ottt e e e ettt e e et e e e et e e e e et e e e e et e e e eeeeeeeereeeserreeeanineens 28



1 INTRODUCAO

Com o mundo globalizado e capitalista em crescente ascensao, surgem os conflitos
quanto ao uso do espaco, dos recursos e da disposicdo dos residuos no ambiente. Nos dois
altimos séculos, um modelo de civilizagdo se imp0s, trazendo a industrializacdo como forma
de producdo e organizacdo de trabalho. Como consequéncia desta producdo, tem-se a
disponibilidade de uma grande diversidade de substancias quimicas e a gerag¢do de residuos
em quantidade significativamente prejudicial ao ambiente (LOPEZ et al., 2006).

A contaminacdo de ambientes aquaticos por herbicidas tem sido uma preocupacao,
principalmente com aqueles que possuem alto poder de lixiviagdo. Desta forma, 0s
organismos desses ambientes se tornam alvos destas moléculas através do contato com a agu
Por consequéncia, eles sofrem efeitos adversos a curto, médio ou longo prazo, e ainda sao
capazes de transferir estes agentes quimicos atraves da cadeia alimentar, podendo muitas
vezes atingir o ser humano (SRIVASTAVA; SAHAI, 1987; SILVA et al., 2007).

Os agrotoxicos sdo biocidas por natureza, isto €, sdo venenos utilizados na agricultura
para exterminar uma praga agricola. Nesse grupo muito diversificado de compostos quimicos,
encontram-se fungicidas, inseticidas e herbicidas considerados extremamente agressivos ao
meio ambiente e a saude humana (GRISOLIA, 2005). Os pesticidas clorofenoxiacidos
constituem importante classe de herbicidas, apresentando normalmente um longo tempo de
atividade residual em solos e aguas, persistindo por varios meses devido a baixa atividade
microbiolégica que sofre (SANCHEZ-BRUNETE, 1994), sendo o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) um membro desta classe; tal composto é altamente seletivo,
sistémico e pré ou pés-emergente (TOMLIN, 1994).

O 2,4-D tem sido amplamente usado em todo o0 mundo ha mais de 50 anos. Quando
aplicado na plantacéo, é absorvido através das raizes e folhas, apds, no maximo, 6 horas e é
distribuido na planta através do floema (WHO, 1984). O 2,4-D € um dos herbicidas mais
utilizados no controle de plantas daninhas de folhas largas (GRISOLIA, 2005).

Segundo alguns autores (KALE et al., 1995; TUKULA; JALAL, 1985; MUSTONEM
et al., 1986), o0 2,4-D induz aberracdes cromoss@naamprovando seu efeito mutagénico.

Sulik et al. (1998), observaram que ratos recém-nascidos de fémeas que receberam doses de
2,4-D durante a gestacdo apresentavam alteragdes histologicas e histoquimicas no figado.
Segundo Kelly e Harwell (1989), os métodos mais relevantes do ponto de vista

ecologico para avaliacdo da toxicidade de contaminantes sdo aqueles que determinam



alteragcfes na estrutura e funcdo dos ecossistemas. Entretanto, tais determinag¢des séo dificeis
de serem elucidadas, de alto custo, exigem muito tempo e raramente sdo preditivas
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). Assim, segundo 0s mesmos autoresndp uma
alteracao significativa € evidenciada, o ecossistema ja deve estar severamente danificado.

Os peixes tém sido amplamente utilizados como modelos experimentais, tanto em
avaliacdes de saude dos ecossistemas aquéaticos como em estudos toxicoldgicos por diversos
motivos; entre eles, podemos enumerar altas taxas de crescimento, facil adaptagao as dietas
comerciais, resisténcia a doencas e lesdes consegué@ manejo, boa reproducdo em
cativeiro e tolerancia a varias condigcbes ambientais (FIGUEIREDO-FERNANDES et al.,
2006; FONTANETTI et al., 2012).

De acordo com Hinton e Lauren (1990), existem muitas razfes para selecionar o
figado como um importante 6rgdo em estudos de toxicologia. Este € o primeiro 6rgéao a atuar
na biotransformacg&o de xenobiontes e excrecédo de alguns metais pesados, atua na estocager
de carboidratos (glicogénio) e, especialmente em peixes, acumulam lipidios.

Assim, muitos dos danos hepaticos podem ser causados devido as toxinas acumuladas
pelo figado, consequéncia do processo de desintoxicacado de xenobidticos, que ao causarem &
degeneracdo dos hepatécitos acabam por limitar as fungbes vitais do figado, prejudicando o
organismo como um todo (SIMONATO et al., 2008; JIRAUNGKOOSKUL et al., 2002). Por
isso, diversas alteracdes histoldgicas sdo comumente observadas em estudos de toxicidade
(YILDIRIM et al., 2006; FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2007a).

Segundo Simonato et al. (2008), peixes expostos a poluentes como petréleo, por
exemplo, podem apresentar modificacbes nas células do figado como hipertrofia e
deslocamento lateral do nucleo, vacuolizagdo e degeneracdo do citoplasma, entre outras.
Simonato et al. (2011) demonstraram também que peixes expostos a gasolina apresentavam
defesas antioxidantes ativadas em oOrgaos especificos, sendo o figado, o 6rgao melhor
adaptado para desempenhar esta funcdo. O figado dos peixes € predominantemente
constituido por células hepéticas, que apresentam formas varidveis e se localizam
concentricamente ao redor dos capilares sanguineos, formando os corddes hepaticos.

Estas células possuem nucleos geralmente esféricos, um abundante reticulo
endoplasmatico rugoso e mitocondrias, que Ihes conferem uma alta atividade metabdlica e
biossintética (HEATH, 1995; TAKASHIMA ; HIBIYA, 1995). Nos peixes, as células hepaticas
possuem diversas funcdes vitais, como a metabolizacdo de proteinas, lipidios e carboidratos,

processamento e armazenamento dos nutrientes absorvidos no trato digestivo, atuam na



desintoxicacdo do organismo e na hematopoese durante a fase larval, além de estarem
envolvidos na producdo de anticorpos (VERLAG, 1982; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A resposta a toxicidade resulta também em uma rapida mobilizacdo de reservas
energéticas, como alteracdes nos niveis de proteinas plasmaticas e de glicogénio hepatico, que
permitem ao organismo atender ao aumento na demanda energética durante a exposicao a
fatores estressantes (MARTINEZ; COLUS, 2002). Essas alteracdes sdo consideradas
respostas tipicas ao estresse, como um mecanismptatda que disponibiliza energia ao
organismo para responder a esses fatores (WENDELAAR BONGA, 1997).

Segundo Junqueira e Carneiro (2004), o figado dos vertebrados armazena lipidios e
carboidratos na forma de triglicerideos e glicogénio, respectivamente, sendo esta capacidade
de armazenar metabdlitos, importante porque supre o organismo de substratos energéticos no
periodo entre refeicbes. Como observado em estudos recentes de histopatologia em peixes
(PEREIRA et al., 2014), individuos expostos a ambientes poluidos podem apresentar uma
diminui¢do na concentrag¢do do glicogénio hepatico; isto revela o recrutamento deste nutriente
para o combate contra a intoxicacdo. Além disso, aaeterioracdo dos hepatécitos, pode
haver uma diminuicdo em sua capacidade de armazenamento de nutrientes.

Um aumento no tamanho dos hepatécitos também foi observado na histologia
qualitativa de tilapias expostas ao cobre, devido ao alto teor de lipidios (FIGUEIREDO-
FERNANDES, 2007a). Alteracdes nos niveis das proteinas do figado também s&o observadas.
Em situacdes de toxicidade, pode ocorrer uma concentracdo proteica no entorno dos vasos
sanguineos hepaticos, devido a alta atividade das células proximas a estes vasos, que acaban
por entrar em contato com as toxinas mais rapidamente do que as células que se encontram nc
interior do tecido. Por isso, observa-se uma vacuolizacdo mais rapida dos hepatécitos mais
proximos aos grandes vasos, indicando toxicidade (PEREIRA et al., 2014).

A histopatologia aplicada em peixes como biomarcador de poluicdo aquatica foi
revista por Bernet et al. (1999), os quais criaram um método padronizado de avaliacdo
histopatolégica que permite a andlise semiquantitativa de danos aos 6rgdos, incluindo a
extensdo, a significancia e a importancia patologica das alteracdes, estabelecendo danos em
peixes como indicador de poluicdo das aguas. Neste protocolo, divide-se as alteracdes
histopatolégicas em cinco grupos: distlrbios circulatérios, alteracfes regressivas, alteracdes
progressivas, inflamacao e neoplasia.

Os disturbios circulatérios incluem hemorragias e aneurismas. A neoplasia €
caracterizada pela presenga de tumores benignos e malignos; as alteracdes regressivas no

tecido do figado incluem edemas intercelulares, mgedaa estrutura, no nucleo e no plasma,



atrofia, necrose, depositos e degeneragdo do vacuol@s que ocorrem no tecido intersticial
incluem alteracdo no plasma e na estrutura, atrofia ¢ necrose; as alteragbes no ducto biliar
levam a alteracdes na estrutura e no plasma, depositos, alteracdo no nucleo, atrofia e necrose
As alteracdes progressivas no tecido do figado e no tecido intersticial levam a hiperplasia e
hipertrofia; no ducto biliar além da hiperplasia e hipertrofienbém ocorre proliferacdo da
parede das vias biliares. A inflamacao é caracterizada por exudados e infiltracdo (BERNET et
al., 1999; MISHIRA; MOHANTY, 2008).

Neste protocolo, diferentes indices podem ser calculados, caracterizando a extensdo
dos danos observados na andlise histolégica realizada em tecidos, 6rgdos e padrdes de reacao

A utilizagdo de testes de toxicidade para avaliacdo de efeitos deletérios de agentes
quimicos em organismos aquaticos tem sido cada vez mais importante, pois permitem o
reconhecimento dos produtos que apresentam menores riscos de impacto ambiental e
toxicidade. O estudo de alteracbes fisiologicas, comportamentais, crescimento ou de
sobrevivéncia em um organismo, ou em uma populacdo, através destes testes, é de extrema
importancia ja que fornecem informacdes sobre a qualidade do seu ambiente ou parte dele e
ainda é capaz de mensurar qual a concentracao utilizada de um determinado produto € letal.

O conhecimento de alvos biolégicos de herbicidas podera contribuir para o
aprimoramento de instrumentos que possam minimizar os riscos ao ser humano e ao ambiente
devido ao uso destes produtos, ja que estes podem chegar aos seres humanos através da cade
alimentar. Sendo assim, € de suma importancia visualizar os efeitos de compostos em
organismos aquaticos, pois somente através do conhecimento destes efeitos € que se ira adota
medidas de prevencédo da utilizagdo indiscriminada destes prqdiiDY et al., 2003;
SIMIONATO et al., 2007).

Levando em consideracdo a ampla utilizacdo do 2,4-D na agricultura e a sua longa
persisténcia no solo, que pode ser de varios meses, aumentando assim a possibilidade de
lixiviagcdo e/ou percolagdo do composto comprometendo corpos hidricos, o estudo de sua
toxicidade é relevante e justificado. Assim, diante do exposto, este projeto teve como
finalidade observar se a presenca desta substancia no ambiente aquatico pode causar algum:
reacdo adversa nos animais presentes neste ambiente. Para isso, foram utilizadas analise:
histoldgicas e histoquimicas de figados de peixes da espreohromis niloticus (tilapia do
Nilo).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 2,4-D como contaminante

O 2,4-D, foi obtido pela primeira vez em 1941 por Pokorny pela reacdo do 2,4-
diclorofenol com acido monocloroacético na presenca de hidroxido de s6dio, em meio aquoso
(BENLI et al., 2007). Esta substancia possui o aspecto de um pé branco e odor levemente
fendlico, pouco soluvel em &gua, dissolvendo-se porém, em solventes organicos e nas
solucbes basicas nas quais forma sais soluveis (ALMEIDA, 1962; WORTHING; HANCE,
1991).

Suas propriedades fito-hormoénicas (hormoénios naturais) foram descobertas em 1942,
sendo verificado, posteriormente, tratar-se de um bom herbicida. Age por acao sistémica
afetando o crescimento das ervas daninhas de folhas largas (AYDIN et al., 2005).

O 2,4-D esta entre os herbicidas mais utilizados do Brasil e encontra-se na classe 1 de
toxicidade, ou seja, extremamente téxico. Existem aproximadamente 1500 produtos
registrados que contém o 2,4-D em sua composicéo (TRILLAS et al., 1994). O modo de acao
do 2,4-D é através do aumento da plasticidade da parede celular e de aumentos anormais de
biossintese de proteinas e de etileno, resultando em uma descontrolada divisdo celular e danos
ao tecido vascular das plantas (USEPA, 2005). Portanto, o 2,4-D sendo quimicamente
semelhante as auxinas, provoca um superestimulacdo do crescimento, culminando na morte
da planta alvo (ORUC et al., 2004; BENLI et al., 2007).

Desta forma, este herbicida ndo € facilmente biodegradavel, sendo frequentemente
detectado em curso d’agua (CHINGOMBE et al., 2006). E comumente utilizado para o
controle de pds-emergéncia das ervas daninhas anuais e perenes de folhas largas em cereais
milho, pastagens, arroz, florestas e terras ndo agricolas. Este composto emitido para o meio
ambiente, principalmente a partir de fontes antropogénicas é caracterizado pela alta toxicidade,
persisténcia e capacidade de bioacumulacdo (MICHALOWIC, 2005; AYDIN et al., 2005).

O uso de herbicidas nos campos agricolas acarreta problemas de saude devido a
persisténcia ambiental e ao aumento na concentracdo dos agrotdxicos durante a passagen
atraveés da cadeia alimentar. O alimento é a principal via de exposicédo da populacdo humana a
estes produtos quimicos e, alguns tipos de peixes e mariscos tém sido reconhecidos como
principais vetores para a transferéncia destes contaminantes para seres humanos (ATEEC et

al., 2006). O 2,4-D pode causar diversas alteracbes metabdlicas e necrose tecidual em
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organismos nao alvos, incluindo membros importantes da cadeia alimentar (GALLAGHER;
DI GIULIO, 1991).

Tayeb et al. (2010) utilizaram figados de ratos para verificar a toxicidade do 2,4-D. Os
animais intoxicados, pelo método de gavage, apresentaram alteracdes acentuadas do tecida
hepatico. Apbés quatro semanas de tratamento, os animais submetidos a 15 mg/kg de 2,4-D,
apresentaram os corddes hepaticos rompidos em muitos lugares, além de vacuolizagédo de
hepatocitos e vasodilatacdo. Estas alteracbes foram mais acentuadas ap0s a exposicao con
uma dose de 75 mg/kg. A area de necrose foi especialmente mais frequente nesta
concentracdo, além de se observarem o aumento da carga de glicogénio. O tratamento de 150
mg/kg de 2,4-D apresentou outras alteracdes histopatolégicas como nucleos picnaéticos,
congestado dos hepatdcitos, aumento significativo das células em necrose, vacuolizacdo de
alguns hepatécitos e perda da forma poliédrica habitual. Os corddes hepaticos também
estavam interrompidos em muitas areas, concluindo que o 2,4-D provoca hepatoxicidade
subaguda.

O herbicida 2,4-D, apesar de efetivo em plantas de folhas largas, € prejudicial quando
presente nos ecossistemas aquaticos e terrestres, sendo assim mesmo em doses baixas, es
agrotoxico possui acdo mutagénica, genotdxica e citotoxica para as plantas que entraram em
contato com essa substancia, alteracdes comportamentais, fisiolégicas e histolégicas dos
diferentes animais expostos a ela (MARCATO, 2014).

2.2 Peixes como bioindicadores

Embora estudos para verificagdo da presenca de xenobi6ticos em cole¢Bes de &gua,
como o realizado por Laabs et @002), sejam muito importantes para alertar sobre o risco
de contaminacdo de um grupo de contaminantes ou de um xenobidtico especifico, analisar
apenas as condic¢des fisico-quimicas da agua néao é suficiente para afirmar se esta se apresent
adequada para os organismos ali presentes, pois tais analises fornecem uma resposta
momentanea do que pode ser altamente dinamico.

Handy et al.(2002) demonstraram a ocorréncia de lesdes branquiais e hepaticas em
exemplares d&asterosteus aculeatus ou peixe “esgana-gato’colhidos em varios rios do sul
da Inglaterra, embora a analise da qualidade dessas aguas nao tenha revelado a presenca
contaminantes organicos e metais toxicos, sendo a mesma considerada de boa qualidade.

Estes autores discutiram a possibilidade destes contaminantes estarem ausentes no momentc
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da analise, podendo, porém, estar presente antes desta, acarretando assim o efeito residua
observado nessa espécie.

Assim, com o proposito de realizar uma avaliagdo mais ampla, estudos de toxicidade
aguda tém se mostrado relevantes, pois através deles obtém-se um limiar do organismo em
relacdo ao produto teste, informacdo essencial para estudos a longo prazo e de
bioconcentracdo (SALAZAR et al., 1997; BERNTSSEN et al., 2008), como também para
estudos que avaliam fatores que alteram a toxicidade de um composto ou substancia, como
pH, temperatura e salinidade (CAPKIN et al., 2006; THOMAS et al., 2008). Testes agudos
subsidiam, ainda, a estimativa e/ou determinacdo de limites de concentragdo permissivel,
regulados por legislagcéo, para um determinado grupo de organismos em diferentes tipos de
ambientes aquaticos. Ainda, com os resultados desse tipo de teste, pode-se comparar a
sensibilidade de diferentes espécies em relacdo a um mesmo xenobidtico, ou comparar a
sensibilidade de uma Unica espécie a diferentes xenobibticos.

Assim, ensaios em ecotoxicologia aquética se propdem a verificagdo da acdo dos
xenobidticos através do emprego de bioindicadores, que correspondem a espécies escolhidas
por sua sensibilidade ou tolerancia a varios parametros, como poluicdo organica ou outros
tipos de poluentes. Para avaliagdo da toxicidade nos bioindicadores, por sua vez, sdo
empregados biomarcadores, 0s quais se traduzem como respostas bioldgicas que refletem ume
medida de exposi¢cdo do xenobidtico ou seu efeito toxico, podendo ser este biomarcador de
natureza bem variada como: alteracdo comportamental, bioquimica, histopatoldgica e, ainda,
alteracOes reprodutivas e/ou do crescimento (TRIEBSKORN et al., 2002; TORRE et al.,
2005).

A presenca de poluentes na &agua pode induzir alteragbes morfolégicas e
consequentemente, estas alteragcbes podem ser utilizadas como parametros para o
monitoramento ambiental (PACHECO; SANTOS, 2002; MELETTI et al., 2003).

A importancia dos peixes como bioindicadores de qualidade da agua esta centrada em
dois fatores: ecolbgicos, uma vez que, na maturidade, certos peixes ocupam altos niveis na
cadeia trofica (TONISSI, 1999; BERTOLETTI, 2000); e econbémico, ja que representam
importantes fontes de alimentos para o ser humano (TONISSI, 1999). Os peixes apresentam
numerosas vantagens como organismos indicadores, como a disponibilidade de informacdes
sobre o ciclo de vida de grande nimero de espécies e por incluirem uma variedade de niveis
troficos (onivoros, herbivoros, insetivoros, planctivoros, carnivoros) (MINISSI et al., 1997).

Quando peixes e outros organismos sao expostos a ambientes muito degradados, 0s

efeitos dos poluentes podem ser draméticos e no caso de poluicdo severa pode haver
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mortalidade quase instantanea. Longos periodos de exposi¢cdo a ambientes menos degradado:
podem resultar na morte de alguns individuos dentro de uma populacdo, ou ainda em
prejuizos bastante visiveis. Por outro lado, a curta exposi¢cdo pode resultar em alteracdes que,
mesmo nao sendo letais, prejudicam a habilidade do peixe em realizar suas funcbes
fisiol6gicas (JOBLING, 1995; STREIT, 1998).

A tilapia do Nilo é explorada atualmente em 22 estados brasileiros, representando 80%
da producao total de tilapias, sendo dentre as trés espécies existentes de tilapia, a mais
economicamente importante (MOUSA, 1999; AL-SHAMSI et al., 2000). Além do interesse
para a aquicultura, as tilapias estdo sendo cada vez mais utilizadas em pesquisas biolégicas,
em biosensaios toxicoldgicos ou em estudos de monitoramento ambiental, principalmente por
seu pequeno porte e por serem facilmente manipulaveis (HATANAKA et al.,, 1982;
HOOVER, 1984; FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2007).

2.3 O figado dos teledsteos e sua histopatologia como biomarcador

Segundo Hinton e Lauren (1990), o figado é um 6rgao desintoxicador essencial para o
metabolismo e para a excrecdo de substancias toxicas de dentro do corpo. A exposicéo a
agentes quimicos pode causar alteracbes no figado e uma investigacdo histologica pode
produzir resultados significativos. Brusle et al. (1999), afirmam que estudos com histologia de
figados de peixes poderiam servir como modelos para estudar as interagfes entre fatores
ambientais e estruturas hepaticas e suas funcgoes.

O figado é um ¢6rgéo chave quando se considera a acao de poluentes quimicos sobre o
peixe. E o primeiro 6rgdo na biotransformac&o de produtos téxicos e provavelmente também
para excrecdo de metais. Assim, muitos metais e outros toxicos se acumulam no figado, de
modo que as células hepaticas ficam expostas a um nivel elevado de agentes quimicos que
podem estar presentes, no ambiente ou em outros 6rgaos do peixe (HEATH, 1987).

O figado de peixes teledsteos tem um consideravel volume em relagéo ao corpo. E de
cor marrom nas espécies carnivoras e marrom claro nas espécies herbivoras, mas em certos
periodos do ano pode apresentar cor amarela e inclusive esbranquicada. E composto por dois
lobos: o lobo direito que esta ao lado da vesicula biliar e o lobo esquerdo proximo ao baco
(TAKASHIMA,; HIBIYA, 1995). Sua localizagdo é na por¢cdo anterior da cavidade, ou esta
estreitamente unido a outras visceras. E composto de células parenquimatosas (células

hepaticas ou hepatoécitos) e uma rede de fibras cuja funcdo € de suportar os elementos
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celulares. A superficie do figado é envolvida por membrana serosa, e alguns septos do tecido
conjuntivo desta cdpsula se estendem para o interior do parénquima (GARTNER; HIATT,
2007).

O hepatocito tem forma poligonal contendo um nucleo central esférico claramente
visivel, embora células binucleadas possam ser observadas. O nucleo esta localizado na regiéo
central ou no polo celular voltado para o capilar sinuséide (ARANA, 1995) e usualmente
possui um nucléolo bem evidente. Grande quantidade de materiais como lipideos e glicogénio
€ armazenada no citoplasma das células hepaticas como produtos de reserva, sendo liberados
para o sangue como fonte de energia, quando necessario.

As células hepaticas sdo responsaveis por diversas fun¢des essenciais para a
sobrevivéncia da espécie, além de realizarem importante papel no metabolismo de proteinas,
lipideos e carboidratos. Servem como sitios de armazenamento para muitos nutrientes, como a
glicose e desintoxicam o organismo (GARTNER; HIATT, 2007).

Devido a sua funcdo no metabolismo de poluentes e sua sensibilidade a estes, o figado
tem recebido atencdo especial em estudos toxicologicos relacionados a contaminacdo de
diferentes espécies de peixes, por agentes quimicos organicos e inorganicos. Assim, os efeitos
hepatotoxicos dos diversos agentes quimicos podem ser utilizados como biomarcadores de
contaminacgdo aquatica (HINTON et al., 1992).

Estudos histolégicos sdo capazes de revelar-se uma ferramenta eficaz para a
determinacdo da saude de populacbes de peixes, podendo refletir até mesmo a condi¢céo de
ecossistemas aquaticos como um todo. Além do mais, a analise histolégica constitui um
parametro muito sensivel para o estudo patolégico em peixes, sendo crucial para determinar
as alteracdes celulares que podem ocorrer em Orgaos-alvos, tais como branquias, figado e
gonadas (DUTTA, 1996). Hinton et al. (1992), assumiram que o0s biomarcadores
histopatoldgicos sao valiosos como indicadores do estado geral de saude do peixe, refletindo
os efeitos da exposicdo a uma variedade de poluentes antropogénicos.

Os biomarcadores histologicos em peixes oferecem um nimero de vantagens praticas
sobre outros tipos de biomarcadores, como a facilidade de colher e armazenar as amostras, a
viabilidade de avaliar varios sistemas e tipos celulares de um mesmo peixe e a oportunidade
de investigar peixes muito pequenos que individualmente resultariam em material insuficiente
para uma avaliacdo bioquimica. Além dessas vantagens, nenhuma outra técnica permite a

identificacdo do local especifico do comprometimento celular (HANDY et al., 2002).
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As respostas ultra-estruturais dos peixes sdo sensiveis o suficiente para indicar efeitos
toxicos em organismos expostos a baixa concentracdo de xenobidticos, o que torna este
meétodo muito Gtil na analise de biomarcadores de poluicdo aquética (PAWERT et al., 1998).

Particularmente, no caso de agrotoxicos, biomarcadores histoldgicos tém se mostrado
bastante adequados para avaliacdo da acdo dessas substancias em peixes, uma vez que est
podem comprometer diferentes tecidos e orgaos, refletindo este comprometimento em alta
taxa de mortalidade ou afetando a capacidade reprodutiva e a preservacado da espécie, ja que
muitas dessas substancias podem atuar como disruptores endocrinos (BAATRU; JUNGE,
2001; VERSONNEN et al., 2004).

Assim, as respostas prévias e as alteracdes pré-patoldgicas podem ser detectadas ante:
de distarbios como a ocorréncia de doenca, mortalidade ou mudanca na populagéo.
Consequentemente, a estratégia de biorremediacdo pode ser aplicada antecipadamente a firr
de prevenir algum dano irreversivel ao meio ambiente (KOUKOUZIKA; DIMITRIADIS,
2005).

A principal vantagem do uso de biomarcadores reside na capacidade de integrar 0s
efeitos dos fatores abidticos, tais como substancias quimicas e temperatura, e de fatores
bidticos, como agentes patogénicos que afetem a funcdo de O6rgdos e a saude do peixe
(HANDY et al., 2002; ZIMMERLY, 2007).

O uso de ferramentas bioldgicas capazes de revelar o modo de acdo de compostos
potencialmente poluidores em ambientes aquaticos esta em expansdo, uma vez que a
conservacao da agua e a prevencao dos efeitos deletérios decorrentes de sua contaminacao sé
uma preocupacao crescente. Por isso, 0 uso de biomarcadores morfolégicos pode diminuir os
riscos para a saude humana e contribuir para o desenvolvimento de programas que visam
preservar este ecossistema (FONTANETTI et al., 2012).

A exposicdo a agentes toxicos pode causar alteracdes histolégicas no figado, que por
este motivo pode ser utilizado como biomarcador para indicar contato prévio com tais
substancias. Embora o figado tenha a capacidade de degradar compostos toxicos, seus
mecanismos de regulacdo podem ser sobrecarregados por concentracdes elevadas deste
produtos, resultando, consequentemente, em danos na estrutura do 6rgdo (HINTON;
LAUREN, 1990; VAN DICK, 2003).

A histologia de figados de peixes pode, portanto, servir como um modelo para o
estudo das interacGes entre fatores ambientais — como biotoxinas, parasitas, poluentes — e as
estruturas hepaticas, bem como suas fun¢ées (BRUSLE; GONZALEZ, 1996).
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3 OBJETIVOS.

Geral:
Auxiliar na avaliacdo dos impactos provocados pela presenca do composto 2,4-D

sobre a vida aquatica, utilizando tilapias expostas a diferentes concentracdes deste acido.

Especificos:
1.  Analisar possiveis alteracdes teciduais utilizando a histologia.
2. Avaliar a presenca de polissacarideos, proteinas totais e lipideos utilizando testes

histoquimicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material biol6gico

Para esse estudo foram utilizados espécimé3. adoticus (Perciformes, Cichlidae),
com tamanho média de 7 cm, popularmente conhecidos como tilapia do Nilo, provenientes de
piscicultura. Esses animais foram aclimatados em tanques com sistema de filtracdo, aeracéo

adequada, por 15 dias, recebendo alimentacdo durante este periodo.

4.2 Herbicida 2,4-diclorofenoxiacético como substancia toxica

Neste estudo foi utilizado DMA 806 BR (acido 2,4-diclorofenoxiacético), da empresa
Dow AgroSciences, registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento sob n°
02108604.

4.3 Bioensaio

Para a montagem dos bioensaios o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa no Uso Animal da UNESP — Rio Claro, SP (CEUA — IB — UNESP — CRC), sob
protocolo n° 6541 de 28.08.2010.

Apés a aclimatacdo, 15 tilapias foram divididas em trés grupos de 5 individuos e cada
grupo foi transferido para aquarios de prova estéatica. O grupo controle (0 mg/l de 2,4-D) foi
mantido em agua limpa de poco artesiano, sem a adi¢do de nenhum composto; o tratamento 1
foi mantido em agua contaminada por 250 mg/L de 2,4-Batamento 2 foi mantido em
agua contendo 2,4-D comercial na concentracdo de 500 mg/L.

O tempo de exposicédo dos animais ao referido composto teve duracao de 96 horas, a
fim de se obter a resposta aguda. Os animais permaneceram em local sem iluminacdo para
que fosse evitada a possivel fotodegradacdo do composto. Apos este periodo, cinco espéecimes
de cada grupo foram anestesiados com benzocaina (0,1 g de benzocaina em 1 mL de alcool
etilico para cada 100 mL de agua deionizada) e eutanasiados para a retirada do figado.

Os figados foram fixados em solugc&o Bouin ou formol calcio (de acordo com a técnica

de coloracdo a ser empregada), permanecendo no fixador por pelo menos 2 horas.
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4.4 Técnica para analise histologica

Apos fixacdo, os fragmentos de figado foram transferidos para solucdo tampéao de
fosfato de sodio, onde permaneceram por pelo menos 24 horas, e depois foram desidratados
em solucdo de etanol a 70, 80, 90 e 95%. Em seguida, foram submetidos a resina de
embebicado (Leica Historesin — Embedding Kit), por 24 horas, em geladeira.

Posteriormente, o material foi transferido para moldes plasticos contendo resina de
inclusdo. Os blocos foram cortados com auxilio de micrétomo Leica. Os cortes foram entéo

corados por Hematoxilina/Eosina ou submetidos a técnicas histoquimicas.

4.5 Histoquimica

Os testes histoquimicos foram realizados com o intuito de detectar os seguintes

elementos:

4.5.1 Polissacarideos

Para observacao de polissacarideos neutros e acidos o materialdiiefix Bouin;
foi utilizada a coloracdo simultanea por PAS + amilAlcian. As laminas foram submersas
em uma solucdo de azul de Alcian dissolvido em &cido acético 3%, onde permaneceram por
30 minutos; em seguida foram submetidas ao reativo de Schiffigorra. As laminas foram
lavadas em agua sulfurosa por 9 minutos e em seguida, em agua corrente, por 30 minutos.
Depois de secas, as laminas, foramntadas com balsamo do Canada (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983).

4.5.2 Proteinas Totais

O material foi fixado em Bouin e, posteriormente, foi utilizada a técnica de coloragao
pelo azul de bromofenol. As laminas foram hidratadas por 5 minutos e imersas no respectivo
corante, por 2 horas. Em seguida, foram lavadas em agua corrente, secas e montadas com
balsamo do Canada (PEARSE, 1985).
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4.5.3 Lipidios

Para a deteccdo de lipidios o material fisaido em formolcalcio; foram realizadas
duas técnicas diferentes, sudan black B (lipidios totais) e azul do Nilo (lipidios acidos). Na
técnica de sudan black B, as laminas foram imersas em solugdo de sudan black B a 1%,
dissolvido em alcool 70%, por 30 minutos. Em seguida, lavadas em agua destilada, secas e
montadas com gelatina glicerinada (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). Para a técnica de
azul do Nilo, as laminas foram imersas em solucdo de azul do Nilo, a 37°C, por 5 minutos,
entdo lavadas em agua corrente por 5 minutos e passadas no acido acético 1%, por 1 minuto.
Em seguida, foram secas e montadas com gelateraiglida (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
1983).

4.6 Documentacao e interpretacéo dos resultados

Foram analisadas duas laminas com oito cortes (da para cada peixe, sendo n=3
para cada um dos bioensaios. Assim foram analisados um total de 135 laminas e um total de
1080 cortes histoldgicos para cada técnica realizada.

A descricdo e a avaliagcdo das alteracdes histopatologicas tiveram como base o
protocolo padronizado de Bernet et al. (1999) e adaptado por Marinho et al. (2014). Um fator
de importanciaw) foi definido para cada lesé@o, de acordo com sua importancia patoldgica, ou
seja, como isso afeta a funcdo do érgéo e a capacidade de sobrevivéncia dos peixes.

As alteracbes foram previamente classificadas em trés fatores de importancia: (1)
Importancia patolégica minima, a lesdo é facilmente reversivel quando a exposicdo ao
irritante termina; (2) Importancia patolégica moderada, a lesdo é reversivel na maioria dos
casos, quando o estressor é neutralizado; e (3) Importancia patologica acentuada, a lesdo é
geralmente irreversivel, levando a perda parcial ou total da fungcéao do orgéo.

Para melhor compreensdo dos resultados, as anomalias histopatologicas descritas
foram também classificadas em escosgy(ie variaram de 0 a 6, dependendo do grau e da
extensdo da alteracdo, sendo: (0) nenhuma ocorréncia; (2) pouca ou rara ocorréncia; (4)
ocorréncia frequente; e (6) ocorréncia muito frequente. Além disso, valores intermediarios
também foram considerados quando as alteragcbes ndo foram encontradas em todos os
individuos analisados. Ao multiplicar o fator de importancia pelo escore, obtém-se o indice da

alteracéo. Para o céalculo do indice total de cada individuo, ou seja, o indice correspondente a
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avaliacdo das alteracdes histopatoldgicas do figado de cada animal avaliado, foi utilizado o
seguinte calculo: indiea = X (fator de importancia x escore).
Foi desenvolvida, entdo, uma tabela propria para o presente estudo (Tabela 1), com as

principais alteracdes encontradas nos figados dos peixes expostos ao herbicida 2,4-D.

Tabela 1 - Principais alteracdes encontradas em figad@dailoticus expostos ao herbicida 2,4-D e seus
respectivos fatores de importancia.

Fator de
Importancia (w)
Hipertrofia/ Degeneracéo hidropica 2

Caracteristicas Analisadas

Perda de limite celular 3
Hepatécitos ~ Citoplasma vacuolizado
Citoplasma claro/lavado

Deformacéao do nucleo

Parénquima  Desorganizacgao do tecido 2
Hepatico
Fonte: Autora (2015)

A partir dos indices individuais foram obtidos os valores de média e desvio padréo
para cada grupo — controle e tratamentos — os quais foram avaliados estatisticamente atravées
do teste Kruskal-Wallis em niveis de 5% e 1% de significAncia, utilizando-se o programa
Bioestat - versao 5.3.

Este procedimento foi realizado para avaliar estatisticamente o conjunto de lesdes
hepaticas entre os grupos. Assim, este método padronizado de avaliagdo permite a analise
semiquantitativa de danos aos 6rgaos, incluindo a extensao, a significancia e a importancia

patologica das alteracoes.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise histolégica

O grupo controle apresentou o padrao descrito para tecido hepatico de peixes teledsteos,
sendo a maioria das amostras com auséncia de anormalidades patolégicas (Fig. 1A). O
parénquima hepatico € constituido por hepatocitos que podem apresentar citoplasma homogéneo,
bem corado pela hematoxilina/eosina, ou mais heterogéneo, com aspecto mais claro (Fig. 1A).
Como descrito para a espécie, o 6rgdo exibiu &cinos pancreaticos exocrinos espalhados ao longo
de todo o tecido, associados a uma veia aferente. Os hepatoécitos apresentaram um ou dois nucleo:s
grandes e esféricos, podendo ser centrais ou excentricamente localizados, com nucléolos bem
evidentes. Verificou-se, também, a presenca de sinusdides permeando as células hepaticas, com
eritrocitos nucleados tipicos de peixes teledsteos.

Nos grupos tratamentos 2,5 e 5%, verificaram-se diversas alteragdes, as principais foram:
degeneracdo hidropica (Fig. 1B), citoplasma claro (Fig. 1B), citoplasma vacuolizado (Fig. 1C),
desorganizacao do tecido (Fig. 1D), deformacéo do nudcleo (Fig. 1E), perda de limite celular (Fig. 1F).

Quando se avaliou estatisticamente o conjunto de lesdes observadas por grupo, verificou-
se que as alteracfes “citoplasma vacuolizado” e “degeneracao hidrépica” foram significativas pela
analise estatistica para p< 0,05 quando comparados ao grupo controle negativo. A alteracéo
“citoplasma vacuolizado” foi estatisticamente significativa quando comparada ao grupo

tratamento 1. As alteracdes encontram-se sintetizadas na Tabela 2.

Tabela 2- Frequéncia de ocorréncia de alteracdes hepéaticas significativas encontréasletitus expostos
ao herbicida 2,4D.

Controle T2,5% T5,0%
Citoplasma claro 1,33£2,64 5,11+3,01 6,44+2,60*
Perda do limite celular 0 1,33+2,64 2,66+3,16
Deformacgéao nuclear 0 0,44+1,33 1,77£2,10
Citoplasma vacuolizado 0,66+1,41 0,44+0,88 3,55+2,60**
Desorganizacao tecidual 0 0 0,88£1,76
Degeneracéao hidropica 2,22+2,10 7,5545,07 9,33+3,46*

Fonte: Autora (2015)

Dados apresentados como média + desvio padrédo

T 2,5% : Tratamento 2,5%I 5,0%: Tratamento 5%.

*Valor significativo para p<0,05 pelo método de Kruskal-Wallis quando comparados ao grupo controle.
**V/alor significativo para p <0,05 pelo método de Kruskal-Wallis quando comparados ao tratamento 1.
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Figura 1 - Secc¢des histologicas de figados de O. niloticus submetidos ao teste hematoxilina-eosina.
Grupo Controle (A) e Grupo tratamento (B, C, D, E, F, G, H). AP: acino pancreatico, H:
hepatécito homogéneo, S: sinusdide, N: nucleo, Cabeca de seta: hepatdcito heterogéneo, DH:
degeneragdo hidropica, CC: citoplasma claro, Seta: vactiolo, DT: desorganizacao tecidual, DN:
deformagdo nuclear, *: perda de limite celular.

5.2 Analise histoquimica

Assim como Marinho et al. (2014), os padrdes histoquimicos para a detec¢ao proteica e

lipidica ndo sofreram alteracdo neste estudo. Ambos apresentaram o citoplasma de seus
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hepatdcitos moderadamente positivo aos testes, apresentando areas menos coradas conforme
padrdo da coloracdo histolégica. O padrdo histoquimico para a deteccdo de polissacarideos

também nao sofreu alteracao.
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6 DISCUSSAO

Desde o inicio de seu desenvolvimento, a producdo agricola esta diretamente
relacionada com a aplicacdo de pesticidas para controlar as pestes que atacam 0s produtos
agricolas, prejudicando as colheitas. A aplicacdo de pesticidas gera, comumente, grandes
problemas; 0s pesticidas muitas vezes sdo toxicos, podendoaseerigenos, mutagénicos,
teratogénicos e mimetizadores de hormonios (COLBORN et al., 1997); sdo aplicados em
grande quantidade, em areas bastante extensas e, geralmente, possuem grande persisténcia r
meio ambiente, além de gerar sérios problemas de qualidade das &aguas superficiais e
subterraneas (BAIRD, 2002).

O aporte de agrotéxicos e fertilizantes, ricos em compostos fosfatados e nitrogenados
(ASARE et al., 2000; BAPTISTA et al., 2003), sdo produtos quimicos sintéticos estranhos ao
ambiente, de dificil assimilacdo e que interferegatigamente na estrutura e funcionamento
do ambiente (FRACACIO et al., 2001).

O efeito e a magnitude decorrentes do uso de agrotoxicos no ambiente dependem
basicamente dos processos de transferéncia e transformacdes que ocorrem em cada
compartimento do sistema solo-agua-plantaesfera (MARTINS; MIDIO, 1998). As
maiores rotas de dispersdo de pesticidas para ast@guaticos sdo o escoamento superficial
e a drenagem. Sendo assim, levando em consideracdo que a variedade e a quantidade d¢
produtos aplicados na agricultura aumentaram drasticamente, torna-se necessario 0
monitoramento de eventuais residuos no ambiente (BRITO et al., 2001).

Dentre os agrotoxicos, os herbicidas recebem especial atengcdo em funcdo da grande
guantidade lancada anualmente nos campos agricolas (SILVA, 1999). Neste grupo, varios
produtos como a atrazina, o picloram, e o estudado no presente estudo, o herbicida 2,4-D,
apresentam consideravel risco de lixiviagdo podendo, muitas vezes atingir e contaminar o
lencol freatico.

O 2,4-D¢ considerado ndo toxico para peixes em doses baixas (GALLEGHER; DI
GIULIO, 1991), porém alguns autores afirmaram o @id. Yalmaz e Sarikaya (2003)
descreveram o herbicida como sendo altamente toxico para os peixes, tendo efeitos muito
nocivos para os seres humanos e animais, uma vez que se acumula nos tecidos e provoca
envenenamento agudo (WHO, 1984).

Diversos trabalhos tém utilizado o figado na avaliacdo de impactos de poluentes em

peixes, como mostram Neskovic et al. (1996), que relataram a ocorréncia de fibrose e
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congestdo de sinusdides em carpa comDypr{nus carpio) expostos ao herbicida glifosato.

No trabalho de Jiraungkoorskul et al. (2002) no qual tilapgtasioticus) também foram
expostas ao glifosato, foi observado infiltragcdo de leucdcitos, aumento do tamanho dos
hepatocitos com nucleo picnético e presenca de vacuolos em tilapia nos peixes.

Fonseca et al. (2008), a partir dos resultados obtidos em suas pesquisas, indicaram que
o0 2,4-D afeta o cérebro e a atividade da enzima acetilcolineterase (AChE) dos musculos e
alguns parametros metabolicos do sangue e tecidos do peixe piagparan(is obtusidens),
provavelmente devido ao estresse gerado pela toxicidade do herbicida.

AlteracBes histolégicas tipicas de respostas agudas puderam ser encontradas, no
presente estudo, nos individuos de todos os tratamentos, em especial 0s expostos as maiore:
concentracdes do herbicida 2,4-D. Isso pode ser explicado pelo fato dos hepatécitos serem
considerados o primeiro alvo da toxicidade de uma substancia, o que caracteriza o figado
como um excelente biomarcador da poluicao ambiental (ZELIKOFF, 1998).

Vale lembrar que para uma interpretacdo correta dos resultados em avaliacdes
histopatoldgicas € importante perceber que uma condicdo de controle saudavel ndo se
caracteriza pela completa auséncia de quaisquer caracteristicas histopatologicas, de maneira
que os individuos podem apresentar algumas alteragbes moderadas, como pequenas
modificagdes estruturais ou leves reagoes inflamatorias (BERNET et al., 2004; ZIMMERLI,

2007).

A degeneracao hidropica foi observada em todos os tratamentos, com alta frequéncia,
essa alteracao € caracterizada pelo aumento do volume da célula devido ao acumulo de agua ¢
eletrélitos em seu interior (ROBBINS et al., 1989). Em um estudo realizado em 2006 por
Yildirim et al., em que tilapias foram expostas ao inseticida Deltametrin, também foi
observada tal alteracdo nos hepatdcitos nos figados dos peixes.

As areas com citoplasma mais claro se referem as areas com perda de integridade
citoplasmatica e indicam um processo de degradacdo, e sua crescente frequéncia relacionads
ao aumento da concentragdo do herbicida pode indicar a ocorréncia de um processo toxico no
figado.

A perda do limite celular e a deformacédo do nucleo foram caracteristicas encontradas
com frequéncia nos individuos expostos. A desorganizacédo do tecido hepético foi observada
apenas nos individuos expostos a 500 mg/L, ou seja, os individuos presentes no tratamento 2.
Segundo Akaishi et al. (2004), essas caracteristicas sugerem alteracbes drasticas na

distribuicdo de organelas, o que pode trazer consequéncias graves para o funcionamento do
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orgao. Os autores estudaram figados de peixes contaminados com petréleo e puderem detectal
as mesmas alteragdes.

Marinho et al. (2014) avaliou a toxicidade da vinhaca por meio da anélise de figados
de peixe0. niloticus, expostos a diferentes diluicdes de vinhaca (1, 2,5, 5 e 10%) em dois
bioensaios laboratoriais. Na analise histologica, também foram encontradas diversas
alteracdes histopatoldgicas estatisticamente significativas, similares ao presente estudo, tais
como: degeneracédo hidropica, nucleo picnotico, perda da integridade citoplasmatica, perda de

limite celular e desorganizacédo do tecido.
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7 CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos por meio da analise histopatolégica de figado de peixes da
espécid0. niloticus, expostos a diferentes concentracdes do herbicida 2,4-D, pode-se concluir

que:

. As concentracbes 2,5 e 5,0% foram letais aos peixes. Tais mortalidades
provavelmente séo resultados do alto potencial toxico e citotéxico do herbicida
2,4-D.

. Foram encontradas diversas alteracfes histopatoldgicas, sendo elas: perda da
integridade citoplasmética, perda do limite celular, deformag¢do nuclear,
citoplasma vacuolizado, desorganizacao do tecido e degeneracao hidropica. As
alteracOes estatisticamente significativas foram: degeneracdo hidropica e
citoplasma vacuolizado.

. As analises histolégicas nos figados indicaram a ocorréncia de lesbes
histopatoldgicas que podem prejudicar o funcionamento do 6rgdo e assim
interferir diretamente em processos fundamentais para a manutencdo da
homeostase dos peixes.

. O tratamento com o herbicida 2,4-D aparentemente ndo alterou o padrdo
lipidico, o acumulo de polissacarideos, e a presenca de proteinas totais.

. A andlise morfolégica qualitativa constitui uma importante metodologia para
observacdo de alteracbes hepaticas em estudos de toxicologia, sendo suas
interpretacdes corroboradas pelas avaliacdes semiquantitativas.

. A espeécieO. niloticus € um bioindicador eficiente de poluicdo aquatica por 2,4-

D.
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