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Avaliac¢io dos efeitos do Roundup® e da hipoxia sobre os parametros
hematologicos e histologia branquial de Colossoma macropomum (Cuvier, 1818)
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Resumo

Na Amazo6nia o Roundup® (RD) é um herbicida que vem sendo utilizado no combate as ervas daninhas que
crescem ao redor dos tanques de piscicultura. O RD € lixiviado para o ambiente aquético, podendo
comprometer a satde dos peixes. Além do impacto dos herbicidas, os peixes precisam desenvolver estratégias
para lidar com as oscilages nas concentracdes de oxigénio na dgua. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos do RD e posterior hipéxia nos parametros hematoldgicos e na histologia das branquias de
Colossoma macropomum (Cuvier, 1818). Para a realizagdo do experimento os peixes (n = 40) foram separados
em aquarios de vidro individuais e divididos em quatro tratamentos (n = 10), Normdxia (N), Normdxia mais
RD (NRD) (75% da CLso de RD- concentragdo nominal de 15 mg.L?), Hipoxia (H) (1,5 mg.L ) e Hipdxia
mais RD (HRD). Apds 96 h de experimento, os animais foram individualmente retirados dos aquarios e
amostras de sangue foram coletadas por puncdo da veia caudal, com ajuda de seringas heparinizadas para as
analises hematoldgicas, em seguida os animais foram anestesiados em gelo, pesados, mensurados e
eutanasiados por seccao transversal da medula para a coleta das branquias e andlise histopatologica. Nos
pardmetros hematologicos o efeito combinado da hipdxia mais 0 RD (HRD) levou a uma diminuic&o nos niveis
de hematdcrito (Ht) em comparagdo com a hipdxia (H). A hipdxia amplificou os danos histologicos causados
pelo RD, pois 0s peixes expostos a hipdxia mais RD apresentaram danos branquiais irreparaveis de acordo
com o método de andlise utilizado.

Palavras-Chave: herbicida, Colossoma macropomum, hipoxia.

Evaluation of the effects of Roundup® and hypoxia on hematological parameters and gill
histology of Colossoma macropomum (Cuvier, 1818). In the Amazon, Roundup® (RD) is an
herbicide that has been used to control weeds that grow around fish ponds. The RD is leached to the
aquatic environment, which can compromise the health of the fish. In addition to the impact of
herbicides, fish need to develop strategies to cope with oscillations in oxygen concentrations in water.
The present study aimed to evaluate the effects of RD and posterior hypoxia on hematological
parameters and gill histology of Colossoma macropomum (Cuvier, 1818). For the experiment, the
fish (n = 40) were separated into individual glass aquariums and divided into four treatments (n = 10),
Normoxia (N), Normoxia plus RD (NRD) (75% of LCso of RD - nominal concentration of 15 mg.L
1), Hypoxia (H) (1,5 mg.L™?) and Hypoxia plus RD (HRD). After 96 h of the experiment, the animals
were individually removed from the aquaria and blood samples were collected by caudal vein
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puncture using heparinized syringes for hematological analyzes, then the animals were anesthetized
on the ice, measured and euthanized by cross-section in the medulla for the collection of the gills and
histopathological analysis. In the hematological parameters, the combined effect of hypoxia plus RD
(HRD) led to a decrease in hematocrit (Ht) levels compared to hypoxia (H). Hypoxia amplified the
histological damage caused by RD, as fish exposed to hypoxia plus RD had irreparable gill damage

according to the analysis method used.

Key-words: herbicide, Colossoma macropomum, hypoxia.

1. Introducéo

Na Amazonia o herbicida Roundup® (RD), um
formulado com glifosato de isopropilamina
(CsH17H20sP) vem sendo utilizado no combate as
ervas daninhas que crescem ao redor dos tanques
de piscicultura e que é lixiviado para 0 ambiente
aquatico, podendo comprometer a salde dos
peixes. Estudos recentes demonstraram os efeitos
potencialmente negativos dessa categoria de
herbicida nos peixes: danos hepaticos, cerebrais e
musculares, devido as altera¢Ges na atividade da
acetilcolinesterase (MODESTO & MARTINEZ,
2010), alteragbes histopatologicas branquiais e
hepéticas (BRAZ-MOTA et al., 2015) e alteragdes
nos biomarcadores de estresse oxidativo
(TEIXEIRA et al, 2018) dentre outros relatos
(PIRES et al, 2018; WEBSTER et al, 2014;
MARTINEZ & COLUS, 2006; BRAZ-MOTA et
al., 2015).

Além do impacto dos herbicidas, o efeito do
estresse  causado  pelas  oscilagbes  nas
concentragcdes de oxigénio na agua precisa ser
avaliados. A hipoxia ocorre quando o oxigénio
dissolvido na agua fica abaixo de um nivel que
pode sustentar a vida de um organismo
(GILMORE et al., 2018). Na Amazdnia é comum
épocas de oscilagcdo do nivel dos rios, onde as
concentracBes de oxigénio dissolvido na &gua
tornam-se um fator critico, principalmente nos
ambientes recém-alagados de varzea e igapo,
guando os rios atingem seus niveis maximos
(JUNK et al., 1989). A condicdo de hipoxia
também é um problema generalizado na
aquicultura, onde a densidade de estocagem é alta,
exigindo o gasto de grandes quantidades de energia
na aeracdo (WANG et al., 2009).

Apesar de o RD ser amplamente utilizado no
Brasil, apenas uma quantidade limitada de
informacgBes esta disponivel sobre seus efeitos
toxicos para peixes de &gua doce nativos e
respostas morfofisioldgicas (ARAUJO etal., 2005;
OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005). Além disso, a

hipéxia ¢ um fendémeno natural na Amazodnia e
precisa ser melhor compreendida, especialmente
em areas onde a biota aquatica recebe influéncia de
contaminantes, como o RD. Entre 0os componentes
presentes no RD, estdo: 360 g/L de glifosato (N-
fosfonometil glicina), um ingrediente ativo
formado por C3HsNOsP; 480 g.L?! de sal de
isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina e
ingredientes inertes que sdo relatados com uma
mistura de surfactantes contendo 684 g.L*! de
Amino Polietoxileno (PEOA).

O tambaqui Colossoma macropomum, é um
peixe nativo da regido amazonica e o peixe nativo
mais cultivado no Brasil (IBGE, 2016). Alteragdes
histopatoldgicas branquiais foram relatadas em
Colossoma macropomum expostos ao RD (BRAZ-
MOTA et al., 2015). A branquia € o 6rgdo mais
externo dos peixes, responsavel pelas trocas
gasosas e idnicas. Devido o seu contato direto com
a agua, qualquer modificagio no seu
funcionamento pode provocar lesbes no
organismo, tornando-a Otima ferramenta para
indicagdo de toxicidade e/ou estresse ambiental
(SCHWAIGER et al., 1997; FERREIRA, 2004;
CAVALCANTE et al., 2008). Nesse sentido, a
histologia € uma ferramenta til, pois as
caracteristicas teciduais dos 6rgaos internos podem
expressar possiveis efeitos toxicos de substancias
as quais o animal é exposto (SCHWAIGER et al.,
1997).

Ndo ha relatos sobre os efeitos da hipdxia
combinada a contaminagdo por RD para as
espécies de peixes amazobnicos cultivados. Com
isso, 0 presente trabalho avaliou os potenciais
efeitos do emprego do herbicida Roundup® e
hip6xia nas respostas  hematoldgicas e
histopatoldgicas do  tambaqui  Colossoma
macropomum.

2. Material e Método
2.1. Coleta e manutencéo de peixes

CAm17


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848617320604#bb0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848617320604#bb0190

Ciéncias Ambientais

Espécimes de  tambaqui (Colossoma
macropomum) foram adquiridos através de um lote
da fazenda Santo Anténio, Rodovia BR-174, km 47
(MD) Presidente Figueiredo-Amazonas
(02°02'46,95701” S 059°37'31,23703" W). Apos a
aquisicdo, os espécimes foram transportados até o
Laboratério de Ecofisiologia e Evolucdo Molecular
(LEEM) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (LEEM-INPA). Os peixes (n = 40)
foram separados e aclimatados (30 dias) até o peso
ideal (81,10 + 11,8 g e 15,11 + 0,30 cm) para 0
inicio do experimento. Os espécimes foram
mantidos em um tanque com circulagdo de &gua
aberta e aeracdo constante. Todos 0s
procedimentos experimentais foram autorizados
pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais do
INPA (CEUA 011/2013-INPA).

2.2. Desenho experimental

2.2.1.  Experimento agudo com
Roundup® e Hipdxia

Ap6s o periodo de aclimatacdo, os peixes foram
realocados em aquéarios de vidro individuais com
capacidade de 5 L. O experimento foi dividido em
quatro tratamentos com 10 aquérios cada:
normoéxia (N), hipéxia (H), norméxia mais RD
(NRD) e hip6xia mais RD (HRD). Para os
tratamentos com RD, a concentragdo subletal
escolhida corresponde a 75% da Clso
(concentracdo nominal de 15 mg.L?) de acordo
Miyazaki e colaboradores (2004). A concentragdo
de oxigénio para hipoxia (concentracdo de 1,5
mg.L de O,) foi previamente estabelecida por
Silva (2016). Para atingir tal concentragdo de
oxigénio, injetou-se nitrogénio gasoso na agua
restando apenas 6 horas para o término do
experimento.

Apo6s 96 horas de exposi¢do, os animais foram
individualmente retirados dos aquarios e amostras
de sangue foram coletadas por puncdo da veia
caudal, com ajuda de seringas heparinizadas, para
analises hematolégicas. Em seguida os peixes
foram anestesiados em gelo, pesados, mensurados
e eutanasiados por seccdo transversal na medula
para a coleta das branquias e analise
histopatoldgica.

Durante o experimento foi feita diariamente a
troca de dois litros de agua de cada aquario, a
medicdo de pardmetros como temperatura,
oxigénio e pH, e as concentracbes de RD
restabelecidas.
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2.3. Procedimentos analiticos

2.3.1. Andlise hematoldgica e glicose
plasmatica

Pardmetros sanguineos como hematdcrito (Ht),
hemoglobina [Hb], contagem total de eritrocitos
(RBC) e concentracdo de glicose plasmatica foram
analisados. Os valores de [Hb], RBC e Ht foram
utilizados para o calculo das constantes
corpusculares: volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e hemoglobina corpuscular média
(HCM).

Os niveis de hemoglobina foram mensurados
utilizando-se 10 ul de sangue diluido em 2 ml do
reagente Drabkin segundo protocolo estabelecido
por Kampen e Zijlstra (1964) em um
espectrofotobmetro  (modelo  UV-Visible
Recording Spectrophotometer-Graphicord) a
540 nm. Para determinar o hematdcrito, amostras
de sangue foram transferidas para tubos de
microhematocrito e centrifugadas durante 10
minutos sendo a leitura do porcentual (%) de
sedimentacdo feita com o auxilio de uma escala
padronizada (NAVARRO & PACHALY, 1994). A
contagem dos eritrdcitos totais (RBC) foi realizada
em camera de Neubauer em microscépio Optico
(Leica DM2015), aumentado em 40x (NAVARRO
& PACHALY, 1994). A concentragdo de glicose
plasmatica foi mensurada através do método
colorimétrico sem desproteinizacdo (GOD-PAP)
usando o kit InVitro®. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (modelo Spectra Max Plus 384)
a 500nm.

2.3.2. Analise histopatoldgica branquial

Ap0s a coleta do segundo arco branquial direito
de cada peixe, as branquias foram imediatamente
fixadas em solugdo ALFAC (etanol 80%, formol
37% e &cido acético) por 24 horas. As amostras de
branquias preservadas foram processadas seguindo
protocolo proposto por Culling e colaboradores
(1985), que consiste em etapas de bateria crescente
de desidratacdo em etanol, diafanizacdo em xilol,
impregnag&o e inclusdo do material em parafina e
posterior preparacao dos cortes histoldgicos para as
andlises histopatoldgicas em microscopia de luz,
realizadas no Laboratorio de Morfologia Funcional
e Histologia - Universidade Federal do Amazonas
(UFAM). Os cortes foram realizados seguindo o
padrdo de espessura de Spum no micrétomo
semiautomatico (Leica RM2245), no plano de
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corte transversal e sagital. Em seguida passaram
por duas baterias de coloracdo, a Hematoxilina de
Herris e Eosina (H&E) para visualizacdo geral da
estrutura do 6rgdo (BANCROFT & GAMBLE,
2002) e o Acido Periodico-Schiff (PAS) para
marcacdo das células mucosas (PINKY et al.
2008). Apos essas etapas, a analise histopatologica
foi feita analisando dois cortes para cada espécime
(MICHALANI, 1980).

Os danos do tecido branquial foram mensurados
semiquantitativamente por meio do indice de
alteracdes histolégicas (IAH). O indice ndo leva
em consideracdo a frequéncia de ocorréncia das
alteracdes, mas sim o grau de severidade das lesdes
de acordo com seu estagio (Estagio I, 11 ou IlI),
seguindo os protocolos estabelecidos por Poleksic
e Mitrovic — Tutundzic (1994) adaptado por Silva
(2004).

No estagio | as alteracdes ndo sdo consideradas
muito severas, ndo afetando o funcionamento do
orgdo. No estagio Il as alteracBes sdo moderadas
comprometendo o funcionamento do 6rgdo, as
alteracOes sdo lesdes reversiveis, mas se mantidas
em exposi¢do cronica podem levar a alteragdes
graves. No estagio Ill as alteracbes sdo severas
comprometendo o funcionamento do érgédo sendo,
irreversiveis.

2.3.3. Analise estatistica

Os dados obtidos com as analises dos
pardmetros hematologicos e das alteragdes
histopatoldgicas estdo expressos como média e
erro padrdo da média para cada tratamento. A
andlise estatistica foi executada usando o teste
ANOVA de dois fatores, as médias foram
comparadas pelo teste Tukey tendo como fatores a
concentracdo de oxigénio (normoxia e hipoxia) e a
contaminacdo ou ndo por Roundup® para
determinar as diferencas entre os tratamentos e o
grupo controle. As diferencas foram consideradas
significativas para os valores de P < 0,05. As
analises foram realizadas utilizando o programa
Sigma Stat 3.5 (ZAR, 1984).

3. Resultados e Discussao

No presente estudo, ndo houve mortalidade dos
peixes durante a exposi¢do subletal ao RD no
tratamento em normodxia e normoxia e RD (N x
NRD). Ja no tratamento em hipdxia e em hipoxia e
RD (H x HRD) a mortalidade observada foi de um
e quatro peixes respectivamente.
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Os peixes submetidos a normdxia nao
apresentaram diferenca em relacdo aos peixes em
normodxia e RD (N x NRD) na comparagéo entre as
variaveis hematolégicas (Hb, Ht, RBC, HCM,
VCM e CHCM) (Tabela 1). Em um trabalho
recente sobre o efeito de RD em pardmetros
histopatoldgicos e sanguineos de C. macropomum
sem influéncia da hipoxia (BRAZ-MOTA et al.,
2015), os valores obtidos para Hb, HCM e CHCM
aumentaram em relacdo ao grupo controle, e
nenhuma diferenca significativa entre as variaveis
RBC, Ht e VCM foi observada entre todos os
grupos. Num estudo com carpa (Cyprinus carpio)
qguando exposta as concentracdes de 3, 5, 7 e 12
ppm de RD por 16 dias houve diminui¢do nos
parametros Hb, Ht e RBC, e aumento nos valores
das constantes corpusculares VCM, HCM e
CHCM (GHOLAMI-SEYEDKOLAEI et al.,
2013). Os niveis de Ht ndo apresentaram alteracéo
no bagre (Rhamdia quelen) submetido a
concentracéo subletal de glifosato (0,730 mg.L?),
nome comum do produto comercial Roundup®,
correspondente a 10% da CLso por 96h (KREUTZ
et al., 2011). J& a piava (Leporinus obtusidens)
exposta a diferentes concentracdes de RD (2, 6, 10
ad 20 mg.L?) apresentou uma diminuicdo nos
parametros hematoldgicos avaliados (Hb, Ht e
RBC) (GLUSCZAK et al., 2006). A analise
hematoldgica é uma ferramenta eficaz que permite
verificar a saude do animal estressado em curto
espaco de tempo (ZHYDENKO, 2008) no entanto,
em peixes 0s estudos evidenciam que as respostas
hematoldgicas estdo relacionadas a espécie de
peixe, ou seja, € espécie especifica, tendo relagdo
com as concentragdes do contaminante, tipo de
surfactante e tempo de exposicéo.

Também ndo houve diferenca nos valores dos
parametros Hb, RBC, HCM, VCM e CHCM na
comparagdo entre 0s peixes expostos a hipoxia (H
x HRD). A concentragdo de Hb foi maior nos
peixes submetidos a hipéxia (H) quando
comparados com os peixes em normdxia (N) (P =
0,008). O Ht diminuiu nos animais do tratamento
HRD quando comparados com os do tratamento H
(P = 0,006). No presente trabalho, o nimero de
eritrécitos (RBC) aumentou nos peixes em hipoxia
(H) quando comparados com 0S expostos a
normoxia (N) (P = 0,040), 0 mesmo ocorreu com 0
HCM (P = 0,047). Os niveis de Ht, Hb, e VCM
também aumentaram em C. macropomum expostos
somente a hipoxia (H), quando comparados com
normoxia (N). O tambaqui é uma espécie de peixe
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Amazdnico com a capacidade de regular os niveis
de Ht e Hb se adaptando a baixas concentragcGes de
oxigénio (VAL, 1996). Em teledsteos, 0 aumento
do hematécrito pode surgir de contragdes
esplénicas, aumentando assim o ndmero total de
hemacias em circulacdo (Lai et al. 2006 ); o
aumento do nivel de Ht observado no tambaqui
pode ser decorrente da contragdo esplénica, pois a
concentragdo de Hb também aumentou seguida do
HCM. O aumento do RBC possivelmente resulta
no aumento na circulacdo de eritrocitos imaturos
(SARAVANAN et al., 2011). Evento semelhante
foi registrado em carpas (Cirrhinus mrigala) sob
exposicéo por 72 h a hipdxia crénica (0,5 mg L™ de
oxigénio dissolvido) sendo suficiente para
potencializar fisiologicamente com valores de
RBC, Hb e Ht aumentados (P < 0,05)
(VARGHESE et al, 2018).

Peixes expostos a hipoxia mais RD (HRD)
apresentaram um aumento nos niveis de glicose
plasmatica quando comparados com 0s animais do
tratamento H (P < 0,005). Ja a concentragdo de
glicose plasmatica foi maior nos espécimes
contaminados com RD (NRD) quando comparados
com os peixes em normadxia sem o contaminante (P
= 0,005). Em resposta ao estresse, 0 organismo se
prepara para minimizar os efeitos do agente
estressor. Hormoénios como catecolaminas e
cortisol sdo liberados, seguidos do aumento dos
niveis de glicose (VAL et al., 2004). No presente
trabalho, os peixes expostos a norméxia mais RD
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(NRD) apresentaram maiores niveis de glicose
plasmatica do que 0s expostos somente a norméxia
(N). C. macropomum submetidos a hipdxia mais
RD (HRD) também apresentaram maiores niveis
de glicose quando comparados com os peixes do
tratamento em hipdxia (H). O contaminante RD
teve um efeito estressor em C. macropomum, que
combinado com a hipoxia foi ainda mais evidente.

Langiano e Martinez (2008) observaram um
aumento nos niveis de glicose plasmatica em P.
lineatus exposto a 10 mg.L™* de RD por 24h e 96
h. Existem outros herbicidas ja identificados na
literatura que afetam os niveis de glicose, por
exemplo, juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) cronicamente expostas ao verapamil (0,5,
27 € 270 pg.L), com cloridrato de verapamila (80
mg), apresentaram aumento nos niveis de glicose
(LI et al., 2011). Rhandia quelen exposto ao
herbicida clomazone (0,5 e 1,0 mg L%), com
ingrediente ativo clomazona (500 g.L) também
apresentaram aumento nos niveis de glicose.

De acordo com Almeida-Val e colaboradores
(2006), a maioria dos peixes Amazoénicos estd
sujeita a oscilagBes nos niveis de oxigénio da agua,
apresentando alteragdo nos niveis de glicose. O
ciclideo Astronotus crassipinnis, por exemplo,
apresentou aumento na glicose plasmatica quando
em baixas concentragdes de  oxigénio,
provavelmente devido a ativagdo da glicogenolise
hepatica, demonstrada pela queda dos niveis de
glicogénio no figado.

Tabela 1 - Parametros hematoldgicos do tambaqui (Colossoma macropomum) submetidos a diferentes concentragdes de
O; e contaminagdo por RD. Os valores sdo apresentados como média * erro padrdo da média (SEM). Letras minusculas
representam diferencas significativas (p <0,05) entre os diferentes tratamentos (N x NRD e H x HRD). O asterisco
representa diferenca significativa (p <0,05) entre os tratamentos N x H e NRD e HRD.

Tratamento [Hb] Ht RBC VCM HCM CHMC Glicose
(9/dL) (%) (10%/mm?®) (um?) (P9) (%) (mg/dL)
Norméxia
(N) 6,41 +0,5° 283+10% | 1,48+0,07% | 1872+ 4,8% | 433+2:8% | 230+1,1? 54,0 + 6,42
Normoxiae | 6,80+ 0,62 273+10% | 1,43+0,03% | 187,4+59% | 47,1+3,3 | 251+1,78 96,2 +7,5°
RD (NRD)
Hipoxia 169 +
(H) 8,27+0,3*" | 32,0+0,9* O, 08; 197,6 +6,9% | 50,8+ 1,8 | 25,7+0,62 35,4 +6,8°
Hipoxia e 7,71+0,22 27,6 +1,0° 1 52’+ 0.09° 182,9+8,6% | 51,0+2,4% | 27,9+0,7% | 144,2 + 20,0
RD (HRD) meEE

Na avaliacdo histopatoldgica das branquias de
C. macropomum, os peixes do tratamento em
hip6xia mais 0 RD (HRD) foram os mais afetados,
pois apresentaram danos irreparaveis do 6rgéo, de
acordo com o indice de alteragdes histopatoldgicas

(IAH =117,87 + 33,87). Os peixes dos tratamentos
em NRD e em H apresentaram danos histol6gicos
das branquias classificados como alteractes
severas no 0rgdo (Tabela 2), sendo elas: hipertrofia
e hiperplasia do epitélio lamelar, descolamento

CAm20



Ciéncias Ambientais

epitelial, proliferacdo de células cloreto e edema,
consideradas respostas ao agente estressor, pois
indicam a ativacdo funcional do oOrgdo de
osmorregulacdo.

Sakuragui e colaboradores (2003) afirmam que
hipertrofia no epitélio lamelar aumenta a barreira
de difusdo entre a d4gua e o sangue, reduzindo a
capacidade de difusdo do tecido quando
submetidos ao estresse (Figura 1 e 2 . De acordo
com Wegner e Graham (2010) em sua revisdo
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sobre os trabalhos de respiracdo branquial de
George M. Hughes, a ventilacdo branquial em
ambientes com pouco oxigénio ou sob demandas
energéticas altas, 0s peixes necessitam de grandes
areas de superficie branquial para aumentar o
consumo de oxigénio e evitam comprometer o
equilibrio entre resisténcia e custo ventilatorio
atraves do espessamento dos filamentos branquiais
e das lamelas secundérias seguido da diminuicao
da area de superficie dos mesmos.

Tabela 2 — Alteragdes histologicas branquiais com seus respectivos estagios de comprometimento funcional (I, 11 e 111),
e a média e desvio padréo de ocorréncia destas alteragdes em C. macropomum expostos a hipoxia e/ou Roundup®, durante

periodo de 96 h.

Tratamentos

Classificacdo das lesbes Estégio Normoxia Normdxia + RD Hipoxia Hipoxia + RD
Hiperplasia do epitélio lamelar | + ++ ++ +
Hipertrofia do epitélio lamelar | + ++ + ++
Fuséo das lamelas | 0+ 0+ + +
Dilatacéo capilar | 0 0 0 0
Descolamento epitelial | 0+ ++ + +
Constricéo capilar | + + + ++
Proliferacdo de células cloreto | 0+ ++ + ++
Proliferacéo de células | i 0 0 0
mucosas
Edema | 0 0 0+ +
Parasitas | 0 0 0 0
Ruptura epitelial (hemorragia) 1 0+ ++ + +
Aneurisma Lamelar 1 0 0+ + +
Necrose Il 0 + + +
Indice de alteragoes 458+ 1,03 61,41 + 1,35 65 + 1,99 117,87 + 33,87

histol6gicas (I1AH)

. x fox Funcionamento  AlteracGes severas
Nivel de alteragdo do 6rgéo

normal do érgdo no 0rgdo

AlteracGes
severas no 0rgao

Danos irreparaveis
no 0rgao

Nota: 0 = ausente; 0+ = pouco frequente; += frequéncia moderada; ++ = frequente; +++ = muito frequente.

Segundo Cengiz e Unlu (2002), a fusdo lamelar
pode constituir um mecanismo de protecdo do
peixe, pois decorre do aumento da adesdo entre as
celulas epiteliais e o sistema de sustentacdo das
células pilares, associado ao colapso da integridade
da estrutura da lamela secundéria, diminuindo a
area de exposicdo das lamelas ao agente toxico.
Outras alteragdes, como a ruptura do epitélio
lamelar, aneurisma e necrose, correspondem aos
danos mais graves causados pela exposicdo ao
herbicida sobre o tecido e, portanto, representam
lesGes que podem culminar no comprometimento
do 6rgao.

A proliferagdo de células cloreto no tratamento
com o contaminante (NRD) pode ser um dos
possiveis desencadeadores das alteragdes mais

severas, como mostra a Figura 1. Essa célula é
responsavel pelas trocas ibnicas, absorvendo 0s
fons Cl- e Ca* e sua proliferagcdo nas branquias
causa um aumento na distancia de difusdo agua-
sangue, menor absor¢do de &gua e trocas gasosas
(PERRY, 1997).

O sargo de Wuchang (Megalobrama
amblycephala) exposto a hipoxia (2 mg.L™) por 4
e 7 dias, foi capaz de alterar a area de superficie
respiratdria em resposta a hipoxia e a variacdo nas
temperaturas (10 e 25 °C). Wu e colaboradores
(2017) relataram constricdo capilar no ciprinideo
em hipoxia. Assim como, reducdo significativa na
concentracdo de cloreto plasmatico ([CI]) e
aumento significativo (P < 0,01) na contagem de
eritrocitos (RBC) e Hb.
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O peixe-gato listrado  (Pangasianodon
hypophthalmus) foi exposto a diferentes
temperaturas (27 e 33 °C) e diferentes niveis de
saturacdo de ar (de 92% até 35%) de PO, 55 mmHg
durante seis semanas no trabalho de Phuong e
colaboradores (2017), para estimar o impacto
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concentragcdes revelaram aumento de dilatagéo
capilar na maior saturagdo, isso se deve para a
manutencdo do peixe através da ventilagdo
constante. O mesmo ocorreu no presente trabalho
pelo aumento significativo de Hb nos espécimes
expostos ao tratamento Hipoxia.

negativo da temperatura sob hipoxia. As

RO
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Figura 1 - Alteraces histopatoldgicas das branquias de C. macropomum expostos a Normoxia (N) e Normdxia + RD
(NRD). A- Normdxia. Coloragdo: H&E; B- Proliferacdo de células cloreto (seta fina) em NRD, H&E; C- Constricdo
capilar em NRD (seta grossa), H&E; D- Edema (cabeca de seta branca), descolamento epitelial com fuséo lamelar
D (cabeca de seta preta), H&E.
e B Vel D
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Figura 2 - AlteracGes histopatologicas das branquias de C. macropomum expostos a Hipdxia (H) e Hipdxia e RD (HRD).
A- Hiperplasia do epitélio lamelar (seta fina) e edema (cabeca de seta branca) em Hipoxia. B- Aneurisma lamelar (cabeca
de seta preta) e edema (cabeca de seta branca) nos dois tratamentos. C- Descolamento epitelial (circulo) em HRD. D-
Edema (cabeca de seta branca), constricdo capilar (seta grossa) e aparecimento de célula mucosa (seta fina longa) em

HRD. Coloragdo: H&E.

Shiogiri e colaboradores (2012) verificaram um
aumento nas células cloreto e outras alteracdes de
estagio I, na menor concentragdo de RD-Ready
(30, 35 e 40 mg L%, em Piaractus
mesopotamicus apds exposicdo em curto prazo
(48h). Neste caso, a utilizagéo de outro tipo de RD
(RD Ready) influenciou as respostas da morfologia
das branquias pela maior concentracao de glifosato
e surfactante respectivamente (480 e 648 g.L) na
sua formulacdo, enquanto o presente trabalho
possui 360 e 480 g. L%, respectivamente.

Jiraungkoorskul e colaboradores  (2002)
encontraram alteracbes, como hipertrofia e
hiperplasia do epitélio lamelar, edema e aneurisma
em tilapias (Oreochromis niloticus) expostas a
CLso de Roundup®em jovens (17,5, 17,1, 16,9 e
16,8 mg.L!) e adultos (46,9, 44,4, 40,0 e 36,8
mg.LY) por 24, 48, 72 e 96 h, respectivamente.
Comparando os valores encontrados no presente
trabalno com os espécimes de tambaqui, as
alteragdes histopatol6gicas apresentaram
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similaridades aos encontrados em tildpia quando
estes foram expostos por 48h, como edema e
aneurisma. Thophon e colaboradores (2003)
referem-se a presenca de edema acompanhado pelo
descolamento do epitélio lamelar como sendo um
primeiro sinal patolégico em peixes.

Os peixes expostos ao tratamento controle
(Normoxia) apresentaram proliferagdo de células
mucosas nas lamelas secundarias, responsaveis
pela secrecdo de mucossubstancias, fato esse que
ndo foi observado no tratamento em hipdxia. Este
altimo apresentou proliferacdo de células de
cloreto como prioridade para o peixe, sugerindo
que qualquer aumento na producdo do muco
dificultaria a regularizagdo osmotica. Essas
alteracdes foram identificadas utilizando o método
do Acido Periodico-Schiff (PAS), que evidencia a
presenga de mucosubstancias com hexoses neutras,
acucares e/ou cidos sialicos, como mostra a figura
3A.
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Figura 3 - Visdo geral de branqwas de C. macropomum com reagao posmva de células mucosas pelo método de PAS
(Periddico de Schiff). A- Normdxia, com proliferacdo de células produtoras de muco (*); B- Hipdxia.

A presenca de ruptura epitelial, aneurisma e necrose encontrada nos grupos expostos a hipéxia e Roundup®
apresentou maior intensidade em relacdo ao tratamento Normoxia (Tabela 2). E a andlise quantitativa das
lesdes branquiais (Figura 4) mostrou que os animais expostos ao Roundup® em todos os tratamentos foram os
mais afetados, com valores médios de IAH de 61,41 + 1,35 (NRD) e de 117,87 + 33,87 (HRD), indicando a
ocorréncia de alteragGes severas e danos irreparaveis no 6rgdo, respectivamente. Ja o valor médio de IAH para
o0 tratamento somente em hipdxia (65 + 1,99) indicou a ocorréncia de alteracdes severas no 0rgéo.
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Figura 4 - Indice de danos histopatologicos das
brénquias de C. macropomum submetidos a Normdxia
(N); Normoxia e Roundup® (NRD); Hipoxia (H);
Hipoxia e Roundup® (HRD). As letras indicam
diferenca estatistica na comparacdo pela presenga do
RD. (*) indica diferenca estatistica na comparacéo
considerando concentragéo de O,. (®) significa outliers
que ndo entraram na estatistica e ndo passaram no teste
de normalidade e variancia.

De acordo com Karlsson-Norrgren e
colaboradores (1985), hipertrofia e hiperplasia do
epitélio lamelar, fusdo lamelar, constri¢édo capilar e
proliferacdo de células cloreto funcionam como
mecanismos de defesa, pois diminuem a area de
superficie vulneravel da branquia e/ou aumentam a
barreira de difusdo ao poluente. Tais respostas
dificultam o acesso do contaminante ao sangue
prejudicando, contudo, a realizagdo de trocas
gasosas (MCDONALD & WOOD, 1993).

LesBes histopatologicas similares, mas em
maior frequéncia, foram encontradas nos peixes
expostos a hipéxia com 1,5 mg.L* de O, (Figura 1
e 3), como hiperplasia e hipertrofia do epitélio
lamelar, fusdo lamelar, constricdo capilar,
proliferacdo de células cloreto, edema e
principalmente as de estagios Il e 1l (Tabela 2).
Essas lesdes influenciam na manutencdo
metabolica do organismo, na qual o peixe pode
apresentar em casos severos a presenca de
aneurismas. Em outros casos, as alteracdes
significam o extravasamento de sangue no interior
da lamela, causando um rompimento das células
pilares e consequente dilatagdo dos canais
sanguineos (WINKALER et al., 2008).

Mustafa e colaboradores (2011) relataram essas
alteracBes quando expuseram carpas (Cyprinus
carpio) as condigdes de normoxia, com hipoxia e
hiperdxia nas concentracdes de 7,10 £ 1,04, 1,80 +
1,10 € 12,30 £ 0,50 mg.L* de O, respectivamente,
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por 30 dias, com a concentracdo de hipdxia maior
gue a usada no presente trabalho. Ambos os peixes
usados como objeto de estudo tém tolerancia a
hipéxia e apresentaram mudangas branquiais na
tentativa de regularizar as trocas gasosas e
sanguineas, como espessamento da lamela
priméria e aneurismas resultando em fusdo da
lamela secundaria e consequente blogueio na
absorcdo, bioconcentracdo e excrecdo de
substancias toxicas (AMEUR, 2015).

N&o ha trabalho descrevendo os efeitos da
hipéxia combinada ao RD nas espécies de peixes
da Amazobnia. Somente o experimento recente de
Braz-Mota e colaboradores (2015) que analisaram
0s pardmetros hematol6gicos e histopatoldgicos do
RD sem hipdxia corroboram as observagdes
realizadas no presente trabalho, registrados como:
hiperplasia, aneurisma e ruptura do epitélio lamelar
e proliferacdo das células de cloreto causadas por
75% de RD (15 mg L™ de glifosato).

4. Concluséo

O presente estudo demonstrou os efeitos toxicos
do herbicida Roundup® em C. macropomum, sendo
intensificado pela hipdxia, exigindo gasto de
energia para tentativa de constante protecéo contra
0 contaminante, além do aumento de células
responsaveis pelo transporte de oxigénio
disponivel no momento. As alteragbes teciduais
confirmam o impacto de ambos o0s agentes,
principalmente em conjunto, 0S quais causaram
danos irreparaveis nas branquias pelo aumento e
modificacdo de ceélulas reguladoras do sistema
fisioldgico, na tentativa de minimizar os efeitos do
contaminante.

O trabalho teve como finalidade desenvolver
uma andlise pratica e aprofundada de um
organismo afetado sob estresse, indicando a
necessidade de pesquisas mais acentuadas acerca
dos mecanismos respiratérios em funcdo da
disponibilidade de oxigénio e da presenga de
contaminante, como o Roundup®.
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