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RESUMO

Tendo em vista a contaminacdo ambiental por metais pesados nha
Amazobnia, em especial de residuos metalicos oriundos de areas de mineracao,
investigou-se a acdo toxica do As,;Osz (Tridxido de Arsénio) sobre a espécie
Colossoma macropomum (Tambaqui) exposta a concentracdo de 0,2 mg de
As,0s/L H,0O, em sistema de aquario fechado durante um periodo de 96hs. Foram
utilizados espécimens de tambaquis jovens, que foram previamente
acondicionados e expostos ao metaldide em sistema de aquario fechado, tendo
sido coletadas amostras de tecido retiniano e 6rgaos periféricos como figado e
rins para analises morfolégicas. A determinagédo da bioacumulacdo por arsénio foi
realizada no tecido hepatico através de Espectroscopia de Absorcdo Atémica com
Plasma Induzido (ICP). O tecido retiniano apresentou células da camada
ganglionar com caracteristicas de degeneracdo e necrose; os tecidos hepéatico e
renal apresentaram células parenquimatosas com seus contornos irregulares,
ndcleos reativos e em alguns casos fragmentacdo da cromatina. Os niveis de
arsénio total no tecido hepatico dos animais tratado e controle foram de 0,175 +
0,019 ug/g e 0,019 + 0,008 pg/g, respectivamente. A acdo neurotoxica do trioxido
de arsénio sobre o tecido retiniano mostra que a contaminagdo ambiental do meio
aguatico por este metal6ide pode levar a serias consequéncias na homeostasia
desta espécie uma vez que pode comprometer o sistema visual e assim,
mecanismos de percepg¢do como captura de presas e reagdes de luta ou fuga.
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1. INTRODUCAO

Na Amazonia Brasileira, a exploragdo mineral tem ocasionado danos
severos ao meio ambiente, como a contaminagédo por diversos tipos de metais
pesados, destacando-se entre eles o mercurio dos garimpos (Palheta, 1995;
Lebel, 2000) e o arsénio a partir da exploracdo do manganés no Estado do
Amapé (Casara, 2003). A implementacdo da empresa ICOMI - Indlstria e
Comércio de Minérios S.A iniciada nos anos 50, no entdo Territorio Federal do
Amapa, ao longo de 40 anos ocasionou danos ambientais sérios, como a
formacdo de imensas crateras na Serra do Navio e a descarga de residuos
contaminados com metais pesados, como 0 proprio manganés, ferro e arsénico
no Municipio de Santana — AP (Casara, 2003; BRASIL, 2007). Apesar do
conhecimento da gravidade da situagdo ambiental na regido norte do Brasil,
principalmente por conta da liberacdo gradual do arsénio como elemento
contaminante do minério de manganés, pouco se conhece a respeito do impacto
desta liberacdo e de outros metais pesados no meio amazbénico. Para fins de
estudos toxicoldgicos, os peixes sdo as espécies aquaticas mais estudadas; por
estarem em contato direto com os xenobioticos dissolvidos ou incorporados a
cadeia biol6gica do meio contaminado (Ahmad, 1995). Para esta investigacéo
adotou-se a espécie Colossoma macropomum,, localmente conhecido como
Tambaqui e cuja fisiologia tem sido investigada por pesquisadores da regiao
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(Marcon, 1999). Apesar de sua conhecida toxicidade, o arsénio é utilizado em
diferentes setores da agropecuaria, na producdo de ragdo animal, como
antiparasitario, estimulante do apetite, na formulacdo de pesticidas e herbicidas
(PUC, 2006). O arsénio causa lesdes ro trato gastrointestinal, edema e ruptura
dos vasos sanguineos, congestdo pulmonar, endocardite, além de hepatite e
nefrite, esperados em casos de exposicdo aguda. As lesdes histopatologicas sao
necrose epitelial intestinal, necrose tubular renal e degeneracdo gordurosa
hepética, sempre encontrada em mamiferos. No sistema nervoso de mamiferos, o
arsénénio inorganico pode causar bloqueio no desenvolvimento dos neuritos da
raiz dos ganglios dorsais em ratos (Windebank, 1986). A auséncia de estudos
relacionados a acdo biolégica do arsénio em organismos aquaticos da Amazonia
nos propde a busca da experimentacao a fim de que os mecanismos de interacao
deste xenobidtico X organismo vivo seja elucidada visando aplicagdes com fins de
diagndstico ambiental.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Espécie animal — peixes jovens da espécie Colossoma macropomum, obtidos
na estacdo experimental da Universidade Federal da Amazénia (UFRA) -
Castanhal, foram mantidos em aquarios de vidro durante 15 dias para adaptacao
antes do periodo experimental.

2.2. Experimentacéo — Os animais foram expostos por um periodo de 96 horas ao
As,03 (trioxido de arsénio) na concentracdo de 0,2 mg/L (ppm), e ndo foram
alimentados durante os ensaios. Foram utilizados 10 individuos, sendo 05
espécimens expostos ao arsénio e 05 espécimens nao-expostos. As condutas de
experimentacdo obedeceram as normas do comité de ética animal do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da UFPA.

2.3. Caracterizacdo do Modelo Bioloégico — os animais foram mantidos em um
aquario de vidro com capacidade para 30 litros de agua, sendo que este recebeu
19 litros e 980 ml de agua (torneira) sendo adicionado em seguida, 0.004g de
trioxido de arsénico(As,03), mais 0.3g de hidroxido de sodio (NaOH) em 20ml de
agua (torneira); totalizando um total de 20 litros no aquario. A concentracao final
de triéxido de arsénico dissolvido na agua foi de 0.2ppm. O aquario foi alimentado
com bomba aeradora durante todo o periodo do experimento e o pH da agua
ajustado para aproximadamente 7,0. O mesmo procedimento foi adotado para os
animais do grupo controle.

2.4. Coleta e analise de tecidos neurais — ao final das 96 horas, os peixes foram
dessensibilizados com agua fria, tendo em seguida a coluna cervical seccionada.
O globo ocular foi enucleado, o segmento anterior removido e a por¢ao posterior
fixada em paraformaldeido (PFA) a 4%, por 24 horas em temperatura ambiente.
Um corte radial foi realizado nas margens nasal e inferior da retina, a fim de se
manter a orientacdo espacial. Apos fixacdo em PFA, as retinas foram gentilmente
dissecadas e desconectadas do nervo 6ptico e da camada de fotorreceptores,
sendo em seguida imersas em solucao de tampéo fosfato (PBS) a 0,1 M, pH 7,2 —
7,4 até a coloracdo pelo método de Nissl. Todas as rtinas foram coradas com
violeta de cresila a 0,1%. O tecido retiniano era desidratado em alcool, clareado
com xilol e montado em laminas de vidro previamente gelatinizadas.

Andlise qualitativa da camada de células ganglionares - A fim de se diferenciar as
células gliais dos neurdnios, foi estabelecido um critério citolégico de acordo com
estudos prévios em mamiferos e empregados em peixes (Fukuda, 1977; Hughes,
1981; Wakakuwa, 1985). Os neurdnios sao classificados pela aparéncia de seus



pericarios que € irregular em sua superficie de membrana; apresenta numerosos
granulos de Nissl no citoplasma e um grande nucleo com nucléolo proeminente.
As células gliais apresentam tamanho menor e forma de microtibulos e mostram
cromatina visivelmente fragmentada (Hughes, 1975).

Fotomicrograpia- foi utilizada uma camara digital (Nikon Coopix 900), adaptada ao
microscopio Nikon Labophot 2 triocular. Uma escala de 50 mm foi usada para
assegurar o tamanho de cada campo estudado.

Analise Quimica de Arsénio Total — a fim de se avaliar a bioacumulacao hepatica,
amostras de figado de cada animal foram colhidas e mantidas sob congelamento
até analise quimica. Para a determinacédo do arsénio em figado, foi pesado 0,39
de cada amostra e efetuado a digestdo em sistema de microondas fechado para
evitar perdas por evaporacdo. Foi utilizado 4mL de HNO3 e 0,3 mL H,O, Foram
inseridos os padrdes dos metais para a curva de calibracdo e a leitura foi efetuada
por Espectrometria de Emiss&do Otica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP —
OES).

Analise Estatistica — O teste t de Student foi empregado para analises
guantitativas pareadas, adotando-se um nivel de significancia de 0,05.

2.5. Coleta e andlise de tecidos ndo-neurais - outros tecidos como figado e rins
foram retirados e mantidos em solucéo de Bouin por 12 horas e posteriormente
incluidas em parafina e coradas por hematoxilina e eosina.

3. RESULTADOS, DISCUSSAO E CONCLUSOES

3.1. ALTERACOES CITOLOGICAS DE NEURONIOS DA CAMADA
GANGLIONAR EM RETINAS DE PEIXES DA AMAZONIA — Colossoma
macropomum (Tambagqui) EXPOSTOS A 0,2 ppm DE TRIOXIDO DE ARSENICO
IN VIVO DURANTE 96 HORAS.

Os achados revelaram citoplasma neuronal denso e vesiculoso,
caracteristicos de tumefagdo celular, nacleo com coloracdo mais densa e
presenca de grumos de material protéico, formando estruturas tipo contas de
rosario em diferentes pontos da retina. As retinas do grupo controle apresentaram
aspecto poligonal preservado, citoplasma abundante, contorno nitido e presenca
de material nuclear homogéneo.

A utilizacdo do tecido retiniano na avaliacdo da exposicdo animal a
xenobidticos tem sido aplicada a partir de estudos em mamiferos (Palheta, 2003).
Os mecanismos neurais tem sido amplamente investigados quando na presenca
de xenobidticos (WARFVINGE & BRUUN, 199); observa-se alteracbes nos
mecanismos de neurotransmissdo de células de despolarizacédo rapida, como a
atividade das células ganglionares, o que pode modificar as respostas centrais de
mecanismos de luta ou fuga, assim como a percep¢ao ambiental da presenca de
presas naturais (Palheta, 2003).

Neste estudo, a exposicdo aguda de Colossoma macropomum a
concentragdes de 0,2 ppm de arsénico ocasionou alteracées morfolégicas no nos
neurbnios da camada ganglionar. A modificacdo estrutural de neurdnios desta
camada pode comprometer mecanismo de transmissao de sinais no circuito visual
e, a longo prazo, a sobrevivéncia da referida espécie em ambiente natural, uma
vez que as células de grande calibre sdo as responsaveis pela conducdo dos



impulsos rapidos responsaveis pelas reacfes de captura de presas, luta ou fuga
(HUGHES, 1975).

3.2. EFEITOS DO TRIOXIDO DE ARSENICO EM FiGADO E RIM DA ESPECIE
Colossoma macropomum — Tambaqui, EXPOSTA AGUDAMENTE.

A avaliagédo histopatoldgica pela coloracdo tradicional hematoxilina-eosina,
revelou o tecido hepatico com focos de necrose litica, tumefacdo celular e células
colunares apresentando nucleos reativos. As amostras dos animais do grupo
controle ndo apresentaram alteracdes morfoldgicas dignas de nota (FIGURA IVB).
O parénquima renal apresentou as membranas celulares dos tubulos proximais e
distais com seus nucleos reativos e presenca de tumefacao celular.

3.3. CONCENTRACOES DE ARSENIO TOTAL EM FIGADO DE Colossoma
macropomum EXPOSTO AO TRIOXIDO DE ARSENIO

Os niveis observados na Tabela 1 indicam a quantidade absorvida e
armazenada no figado pelos peixes tratados apds 96 horas de exposicdo ao
Trioxido de Arsénico. Comparando as concentragbes observadas no grupo
tratado com aquelas do grupo controle, verifica-se diferenca de até 10 vezes na
bioacumulacédo apresentada pelo grupo tratado. O test —t de Student foi < 0,05,
apresentando uma diferenca estatistica significativa entre os dois grupos.

TABELA | — Concentracdes de Arsénio Total em Colossoma macropomum apés
96 horas de experimento.

Concentracdes de Arsénio Total (ug g -) em Figado de Colossomo macropomum

Peixe Tratado Conc.(ug g -) Peixe controle Conc.(ug g -)

tl 0,202 c1 0,009
t2 0,185 c2 0,009
t3 0,144 c3 0,016
t4 0,179 c4 0,026
t5 0,169 c5 0,026
Média (DP) 0,175+ 0,019 Média (DP) 0,019+0,008

A maior parte dos dados sobre os efeitos do arsenio em peixes esta
baseado em testes de toxicidade aguda por 96 horas, e alguns poucos tém
avaliado os efeitos sub-letais no crescimento, comportamento, fertilizacdo e
eclosédo de ovos (Nichols et al, 1984). A toxicidade letal do arsénio trivalente
(As203 - 96h LCsp) para peixe de agua doce, varia na ordem de 10,8 a 91,0
mg/litro (WHO, 2001), sendo que para o salmao juvenil Oncorhynchus
tshawytscha, esta concentragdo foi estimada experimentalmente em 25,1,
mg/litro, variando entre 19.3-32.7 mg/litro seguindo exposi¢cdo em modelo estéatico
(Hamilton & Buhl, 1990). O mesmo autor cita concentracdes letais de arsenito de
sédio variando de 42.1-57.9 mg/litro para experimentos com alevinos de salmé&o
Oncorhynchus kisutch. No presente estudo o objetivo néo foi a determinacéo de
concentracdo letal, mas sim a avaliacdo da toxicidade a partir de baixas
concentracbes quando comparadas com dados de toxicidade aguda em outras
espécies aquatica. Verificou-se que em baixas concentra¢c@es de 0,2 mg Tridxido
de Arsénio /L, durante 96 hs, o tecido retiniano da espécie Colossoma
macropomum, em especial os neurénios da camada ganglionar sdo afetados pela
presenca desse metaldide, 0 que pode ocasionar importantes alteracbes na
homeostasia neural desta espécie, como a captura de presas, mecanismos de
luta e fuga, e bioacumulacéo hepatica do As,03 .
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