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Realizou-se experimentos com o peixe
"paulistinha" (Brachydanio rerio), tendo
como objetivo observar o efeito téxico do
organcclorado  endosulfan nas células
hepéticas do peixe. Foram realizados
ensaiocs de toxicidade aguda, sendo

determinado o valor de CL 50 - 96 h de
0,0021083 ML/L e os limites de
confiabilidade estabelecidos entre

0,00175 e 0,00254 uL/L para o animal em
estudo. Durante o experimento os peixes
foram mantidos em meio contaminado num
total de 96 h, observando-se os efeitos
do produto nos hepatécitos a partir das
primeiras 24 horas. As alteragdes
observadas apdés os tempos de exposigdo 24
h, 48 H, 72 h, 96 h forams:
descaracterizagdo da forma celular e da
membrana plasmatica, lateralizagao
nuclear, cromatina condensada na regidoc
central e nicleos picnéticos, grandes
vacliolos citoplasmiticos e necrose focal.
Apbs 48 horas de exposigio as
modificagées permaneceram, havendo
regeneragdo dos hepatécitos. O tecido
apresentou-se mais regular, houve aumento
do citoplasma e a cromatina apresentou-se
mais dispersa. Os resultados indicaram
que o endosulfan é altamente toéxico para
o peixe Brachydanio rerio, e que, apesar
da sua répida degradagdo na &gua, ocorre
o acGmulo nos tecidos apbs a exposigdo ao
pesticida. Estudos adicionais sobre a
toxicidade do endosulfan a longe prazo
seriam necessidrios, uma vez gque algumas
alteragées histolégicas sugerem evolugdo
de neoplasias.
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1 INTRODUGAO

E inegavel a importancia dos agroguimicos na economia
mundial, tendo em vista o continuo crescimento da populacgao
humana. Entretanto, o aumento registrado no consumo destas
substancias tornou-se preocupante. Somente no Brasil o
consumo de pesticidas passou de 27.728 ton em 1970, para
60.188 ton em 1991 (GOELLNER, 1987).

O aumento da utilizagdo de pesticidas, aliado ao
despreparo dos aplicadores e dos envolvidos no seu
transporte e armazenamento, resultou em problemas de
intoxicagdo humana, contaminagdo do solo, ar, agua,
presenga de residuos nos alimentos e bioacumulacgao
(GOELLNER, 1993).

Os problemas relacionados aos efeitos ambientais
adversos dos pesticidas levaram ao desenvolvimento de
metodologias para identificar, previnir e minimizar tais
danos. Para o controle dos agentes quimicos introduzidos no
ambiente, em especial nos ecossistemas aquaticos, é
necessario o uso de técnicas gque possam prever o impacto
destes agentes sobre a biota dos recursos hidricos
receptores.

De particular interesse nos estudos de toxicidade
estdo os peixes, pois ocupam o topo da cadeia alimentar. Os
testes de toxicidade sdoc andlises indispensaveis no
controle da poluigdoc hidrica, pois fundamentam-se na
utilizagdo de organismos vivos que sdo diretamente afetados

pelos pesticidas.
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A toxicidade de varios pesticidas em peixes tem sido
avaliada, e o endosulfan estd entre os produtos que
apresentam maior toxicidade aguda nestes organismos (SWARUP
et al, 1981). O endosulfan é um inseticida organoclorado de
amplo espectro usado contra muitos insetos e acaros e
considerado como ndo persistente no ambiente (TOLEDO e
JONSSON, 1992).

Em peixes, o endosulfan age sobre o sistema nervoso
central (MATTHIESSEN e ROBERTS, 1982), nas brangquias
(DALELA et al, 1979; NOWAK, 1992), em glandulas produtoras
de horménios (SHUKLA e PANDEY, 1986), na concentracido de
proteinas séricas totais (ABIDI, 1990), além de provocarem
alteragdes estruturais nos hepatécitos (RAO et al, 1980).
Desta forma, a intoxicagdo por este organoclorado pode
alterar o comportamento, o metabolismo e © sucesso
reprodutivo dos peixes.

A presente investigacdo teve por objetivo avaliar o
efeito do organoclorado endosulfan no tecido hepatico de

Brachydanio rerio.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados neste experimento exemplares adultos
de Brachydanio  rerio, provenientes da Estacao de
Piscicultura do Estado do Rio de Janeiro, com peso médio de
0,17 gramas e comprimento variando entre 1,5 e 4,0 cm. Os

peixes foram mantidos em tanques de 250 litros, com agua
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previamente purificada, mantida a 25°C por duas semanas

antes do inicio dos experimentos e alimentados com racéao

comercial a base de farinha de peixe duas vezes ao dia.

Este estudo foi realizado em duas fases:

Determinagdo da CL 50: Através de biocensaio semi-

estdtico, foil determinada a CL50 do organoclorado
endosulfan, comercializado com o nome de Cupinicida
Super, para o Brachydanio rerio. O0s testes foram
realizados em recipientes de vidro de 5 litros, contendo
10 exemplares em cada e mais uma réplica de todas as
concentragdes. Utilizou-se diferentes concentracdes do
inseticida em quatro recipientes, ou seja, 0,0005; 0,001;
0,003; 0,005uL/L, e em outros dois recipientes foram
dispostos os peixes controle. Diariamente, a &gua foi
trocada a fim de se manter constante as concentracdes de
02 e do endosulfan. O numero de exemplares mortos
observados apbés 24 h, 48 h, 72 h e 96 h serviu de base
para posterior estudo estatistico feito pelo método

"Trimed Spearman Karber" (HAMILTON et al, 1978).

Experimento Aqudo 96 h: Uma vez estabelecida a cCL50,

decidiu-se pela dose subletal correspondente a 50% da
CL50 (0,001uL/L) para se investigar os efeitos do
organoclorado endosulfan no tecido hepatico de B. rerio.

Os experimentos foram realizados nos mesmos recipientes
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utilizados para a determinagdo da CL50, mas dispostos da
seguinte maneira: dois recipientes com animais controle e
dois contaminados com 0,001uL/L de endosulfan, todos eles

com 10 exemplares cada.

Para cada periodo de exposigao (24h, 48h, 72h e 96h)
utilizou-se cinco animais contaminados e cinco animais para
controle. Estes foram removidos e mortos através de seccdo
medular. Apdés isolado, o figado fol imediatamente colocado
em solugdo fixadora de Bouin (BUCHERL, 1962) por 8 horas.
Apdés a fixagcdo, o material foi submetido a sucessivas
lavagens em alcool 70% e submetido a procedimento
histolégico de rotina: desidratagdo em série gradual de
etanol, diafanizagdo em xilol e inclusdoc em parafina. As
secgbes obtidas foram de 2 a 3 um de espessura e as laminas
coradas em Hematoxilina e Eosina (BUCHERL, 1962), para
posterior observagdo em microscépio oéptico. Tanto o
material controle como o contaminado seguiram rigorosamente

o mesmo procedimento.

3 RESULTADOS

De acordo com a literatura, os estudos
histopatolégicos concentram-se no figado e branquias, ja
gue estes orgdos tém sido alvos fregiilentes dos efeitos

téxicos de pesticidas em peixes.
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De modo geral, verificou-se gue o endosulfan provocou
alteragdes do estado metabdélico do figado. Algumas dessas
alteragdes estudadas por SINGH, SRIVASTAVA (1981); HURTY,
DEVI (1982) e VERNA et al (1983), sao caracterizadas pela
diminuigdo do glicogénio com consegiiente elevagiao de
glicemia e diminuigdao do contetdo de proteina do figado.

As células hepaticas observadas no controle
caracterizaram-se por apresentar forma poligonal, nacleo
evidente com cromatina dispersa, citoplasma vacuolizado,
tecido regular e homogéneo.

Apoés os tempos de exposigao ao pesticida foram

observadas as seguintes alteracodes:

* Em 24 h de exposicdo as células apresentaram os nucleos
alterados, com menor tamanho e mais compactados. O tecido
apresentou-se disforme, com presenga de regides
totalmente necrosadas, vacuolizagdao intensa e moderada,
lateralizagdo nuclear e perda de organizagao dos corddes

hepaticos;

Apés 48 h o peixe criou certa tolerancia ao produto, pois
os nacleos, as células e os tecidos apresentaram-se mais
regulares. Observou-se ainda intensa vacuolizagdo em
algumas areas, mas com aumento do citoplasma. Os nlcleos
ja menos compactados apresentaram a cromatina mais

dispersa;
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* Em 72 h foram observadas as partes do figado mais
afetadas, ficando as regides periféricas com poucas
alteragdes. Vacuolizagdo intensa em algumas regides |,
contrastando com regides pouco vacuolizadas. Nlcleo
picnético, mas Jja& apresentando a cromatina menos

condensada, além de regides necrosadas;

* Apdés 96 h os nldcleos apresentaram-se mais semelhantes aos
do controle, mas a vacuolizagdo permaneceu em Varias
regides. Algumas células apresentaram tendéncias para
normalidade, havendo reorganizagdao dos hepatdcitos;
outros continuaram apresentando lateralizagdo nuclear,
mas com a cromatina mais dispersa. Pontos de necrose

ainda presentes.

Durante a realizagdo do ensaio foram observadas
alteragdes no comportamento dos peixes expostos ao
endosulfan. Em doses letais a maioria dos peixes apresentou
alta motilidade natatéria na superficie do frasco, além de
reagirem a estimulos externos e apresentarem alguns pontos
hemorragicos pelo corpo. Ja em doses subletais nao
ocorreram alteragoes morfolégicas externas, nem

comportamentais.

4 DISCUSSAO

A escolha da espécie Brachydanio rerio para a

realizagao deste estudo de avaliagao toxicolégica
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fundamentou-se ndo s6 na recomendagaoc por organismos
internacionalmente aceitos, mas também na facil
disponibilidade, boa adaptagdo as condig¢des laboratoriais e
baixo custo desses organismos.

A curta persisténcia de residuos de endosulfan no meio
ambiente e consegilientemente em sistemas bioldgicos, tem
sido o motiveo da substituigdo de pesticidas organoclorados
por este composto (MATTHIESSEN et al, 1982).

A absorgdo dos pesticidas soliveis em agua por peixes
processa-se principalmente pelas branquias e seus efeitos
podem ser melhor observados nas células do filgado, por
tratar-se de orgao bastante irrigado e mais susceptivel a
acdo de produtos quimicos.

Observou-se no figado de B. rerio gque as zonas
periféricas nao foram afetadas pelo produto quimico, o gque
nao aconteceu com a regiao central que teve as células
degeneradas, sugerindo que ha maior irrigagao no tecido na
parte central do 6rgdao. Segundo alguns autores, no tecido
hepatico ocorre degeneragao lipidica, caracterizada por
esteatose microgoticular, gque pode estar associada a
inibigao da enzima Mg+!? AtPase pelo endosulfan (DALELA et
al, 1978; SHARMA, 1988). Sabe-se que gualgquer lesdao que
prejudique a respiragdo celular e conduza a diminuigdo de
ATP, resulta em menor wutilizagao de acidos graxos,
originando maior actmulo lipidico intracelular (COTRAN et
al, 1989).

Apés 48 horas de exposigao ao produto, o peixe criou

certa tolerancia ao endosulfan, havendo regeneragao
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celular, sendo possivel delimitar a membrana celular de
alguns hepatécitos. Nos nicleos, a cromatina encontrou-se
um pouco mais frouxa, havendo reorganizagao celular. Porém,
a incidéncia de focos de necrose para estas exposigdes foi
muito baixa. 0s dados revelaram gque a ocorréncia da
esteatose independe da quantidade de endosulfan presente
nos tecidos.

Pode-se dizer que quanto a degenerag¢do do endosulfan,
comparando-se duas espécies diferentes e de tamanhos
distintos, a susceptibilidade ao produto & maior em peixes
menores, devido & pequena camada lipidica que apresentam. A
camada lipidica mais proeminente funciona como barreira
para a penetragdao do inseticida (JONSSON, 1991). Logo,
estudos de bioconcentragdo com peixes como o paulistinha
sdo de extrema importancia, pois a toxicidade de pesticidas
para peixes é pouco estudada em paises em desenvolvimento.

Comparando-se os dados obtidos com o0s de outros
estudos, observou-se gue os valores da CL50 diminuem de
acordo com o tempo de exposigdao do animal ao produto

quimico.

5 CONCLUSAO

O endosulfan & altamente toéxico ao peixe Brachydanio
rerio, apresentando valores de CL50 - 96 h igual a
0,0021083 uL/L e limites de confiabilidade entre 0,00175 e

0,00254 pL/L.
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0 figado de peixe é um dos principais alvos de acgao de
pesticidas, tornando-se evidente sua agdo apdés curto
periodo de exposigéo.

Exposigdes & concentragdes subletais do pesticida
endosulfan provocaram alteragdes histopatolégicas no tecido
hepatico do B. rerio, predominando mudangas caracteristicas
de exposigdo a métodos a longo prazo, evidenciando a
necessidade de estudos histopatolégicos adicionais apos
exposigao croénica.

Apés 48 horas de exposigdo ao produto quimico, o
animal criou tolerancia ao produto, observando-se
organizagdo nuclear do tecido hepatico com algumas células
tendendo para a normalidade.

Observou-se alteracdes significativas apdés os tempos
de exposigdo ao pesticida, como a vacuoclizacgdo que sugere o
acimulo de material como lipidio e glicogénio, necrose em
varios pontos e lateralizagao dos nicleos. Estas
observacdes merecem investigagao posterior para gque possa
ser feita avaliagdo dos problemas dgue estas alteragodes

acarretariam aos individuos.

Abstract

Experiments have been carried out with the "zebra fish" (Brachydanio
rerio) aiming to observe the toxic effect of organochlorine Endosulfan
in liver cells. Acute toxicity, tests showed value, for CL50 96 h egual
to 0.0021083 pL/L and limits of confidence between 0.0175 and 0.00254
L/L for the experimental organism. During the experiment the fish have
been kept in contaminated environment for 96 h, observing the effects
of the product in liver cells from the first 24 h on. The changes
observed after the exposition times 24 h, 48 h, 72 h, 96 h were:
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significative changes in the original of the celular shape and in the
plasmatic membrane; nuclear lateralization, condensed cromatine in the
central area and other picnotic cores, large citoplasmatic vacuolos and
focal necrosis. After 48 hours of exposition the changes remained, but
there has been regeneration of liver cells; the tissues turned more
regular, citoplasm has increased and the cromatin was scattered. The
results showed that Endosulfan is highly toxic for the fish
Brachydanio rerio, and despite its fast degradation in the water, it
happens the backlog in the tissues after the exposition to the
pesticide. Additional studies on the endosulfan toxicity are necessary,
once some histologic disturbance suggest neoplasm evolution.
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