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Estudo histopatolégico em juvenis de Rhamdia quelen submetidos a

ensaio toxicoloégico com ibuprofeno

RESUMO

O ensaio toxicolégico foi realizado com o objetivo de determinar o potencial téxico do farmaco
ibuprofeno através de alteragdes comportamentais e alteragdes histopatoldgicas em branquias
e figados de juvenis de Rhamdia quelen submetidos a diferentes concentracdes de Ibuprofeno
(0,0; 0,5, 5,0 e 50,0 mg/L). As quais foram determinadas a partir de ensaios agudos com uma
CL50 de 5,0mg/ L. Para cada concentragdo foram feitas quatro réplicas, com quatro exemplares,
cada. O experimento teve duragdo total de 120 horas. Na preparagdo do material foi utilizada
a técnica histoldgica de rotina para inclusdo em parafina, e para as analises as laminas foram
coradas com Hematoxilina e Eosina. Foram evidenciadas alteracGes nos tecidos analisados,
como: Fusdo incompleta de lamelas e aneurisma, entre outras, para as branquias e
vacuolizagdo citoplasmatica e necrose focal, entre outras, para os figados, as quais foram
classificadas em estégios I, II e III, quanto a severidade das lesdes, determinado o Indice de
Alteragdes Histologicas e os Valores Médios das Alteragdes. O farmaco apresentou potencial
toxico para esta espécie, mesmo em concentra¢des baixas, sendo evidenciados danos que vao

de moderados a severos nos figados e branquias dos peixes analisados.

Palavras-chave: Alteracdes histopatoldgicas; Farmaco; Potencial toxico e Rhamdia quelen.



Histopathological study in juveniles of Rhamdia quelen submitted to

toxicological test with ibuprofen

ABSTRACT

The toxicological test was performed to determine the toxic potential of the drug ibuprofen
through histopathological eyepieces in gills and livers of Rhamdia quelen juveniles submitted
to different concentrations of Ibuprofen (0,0; 0,5; 5,0 e 50,0 mg/L). These were determined
from acute tests with an CL50 of 50mg/L. For each of them, four replicates, with four
specimens each. The experiment lasted 120 hours. In preparing the material for the routine
histological technique for inclusion in paraffin, and as analyzes as slides were stained with
Hematoxylin and Eosin. Our analogues were tested, such as: Incomplete lamellae and
aneurysm fusion, among others, for gills and vacuolization, cytoplasmic and focal necrosis,
among others, for livers, which were classified in stages I, II and III for Severity of injuries,
determined the Index of Historical Changes and Average Values of Changes. The drug
presented toxic potential for this species, even at low concentrations, and damages ranging

from moderate to severe in the livers and gills of the fish analyzed were observed.

Keywords: Histopathological changes; Drug; Toxic potential and Rhamdia quelen.
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1. INTRODUCAO

A &4gua é vista como um elemento essencial e insubstituivel para o desenvolvimento
dos organismos e na maioria das vezes tem sua qualidade comprometida de diversas
maneiras, dentre estas se destacam, despejo de efluentes industriais, descarte de f&rmacos em
lixo comum, drenagem de fertilizantes, agrotéxicos, derrames acidentais ou ndo de metais
pesados, compostos organicos e inorganicos, entre outros (RASHED, 2001; GALLI & ABE,
2010). Os potenciais riscos associados a liberacao de poluentes no ambiente principalmente de
farmacos vém se tornando alvo de preocupacdo crescente. Tal preocupagao deve-se a ampla
deteccdo desses compostos em amostras no ambiente natural (DAUGHTON & JONES-LEPP,
2001). Estes farmacos foram desenvolvidos para controlar doengas, aumentar a produgao de
alimentos e a expectativa de vida das pessoas, contudo, a crescente presenca de tais
contaminantes na 4gua tornou-se uma eminente ameaca a saide humana e ambiental,
principalmente ao gerar riscos a biodiversidade dos ecossistemas aquaticos (TUNDISI, 2005).

O ibuprofeno, um fadrmaco comumente utilizado, é indicado para febres, dores leves e
moderadas, e deste modo tem efeito antitérmico, analgésico e anti-inflamatério. O Acido iso-
butil-propano-fendlico (Ci3HisOz) atua inibindo a agdo da enzima ciclooxigenase, que catalisa
a transformacdo de 4cidos graxos em prostaglandinas. Este foirmaco tem venda livre, pode ser
adquirido sem receita médica, e consta na relacao nacional de medicamentos do componente
basico da assisténcia farmacéutica, que contempla os medicamentos e insumos
disponibilizados no Sistema Unico de Satde - SUS (RENAME, 2010).

O ibuprofeno apresenta boa absorcao oral, com aproximadamente 80% da dose
absorvida no trato gastrintestinal. O inicio da acdo em humanos ocorre em cerca de 15 a 30
minutos, com meia-vida de eliminacao de 1,8 a 2,0 horas. A biotransformacao é hepatica e a
excrecdo praticamente se completa em 24 horas apds a ultima dose, sendo menos de 1%
excretado na forma inalterada (IBUPROFENO, 2011).

Tendo em vista o elevado consumo deste medicamento e sua eliminacdo para o meio
aquatico, sua presengca foi detectada em corpos hidricos onde as concentragdes registradas em
aguas de superficie no Reino Unido foram de 5,0pg/L (ASHTON et al., 2004). J& no Brasil
foram detectadas concentragdes que variam de pm/L a nm/L de ibuprofeno, tanto em aguas
superficiais, quanto em estacoes de tratamento de esgoto (BILA & DEZOTTI, 2003).

De acordo com o contexto acima, se enquadra a toxicologia aquatica ou ecotoxicologia,
que é a ciéncia que estuda os efeitos dos compostos quimicos sobre os organismos aquaticos
(RAND et al., 1995), e pode ser uma ferramenta importante para a avaliacdo dos impactos de

poluentes sobre a biota aquatica (LOMBARDI, 2004). Outra ferramenta importante e
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comumente utilizada para avaliar o potencial téxico de substancias que estdo presentes na
agua, sdo os exames histopatologicos, reconhecidos cada vez mais como um instrumento
valioso para a avaliacdo de impacto de poluentes ambientais em peixes (TEH et. al., 1997). As
branquias sdo muito utilizadas por serem os primeiros érgaos em contato com os poluentes
nas aguas, representando um bom 6rgao para investigagao da toxicidade aquatica (BARRETO,
2007). Outro 6rgao comumente utilizado, de acordo com Hinton e Lauren (1990), é o figado
pela sua importancia na biotransformacdo de xenobiontes (MADUENHO & MARTINEZ,
2008).

Os peixes tém sido amplamente utilizados como modelos experimentais, tanto em
avaliagdes de saude dos ecossistemas aquaticos como em estudos toxicolégicos
(FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2007, FONTANETTI et al., 2012). A espécie de peixe em
foco, o Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae) é uma espécie amplamente distribuida na
América do Sul e Central, ao leste dos Andes e entre a Venezuela e o Norte da Argentina
(SILFVERGRIP, 1996). O cultivo desta espécie na regido sul do Brasil tem aumentado em
virtude do seu crescimento acelerado inclusive nos meses mais frios, o que caracteriza uma
boa resisténcia ao manejo (CARNEIRO, 2002 & FRACALOSSI et. al., 2002). E um bagre
bentonico, especulador do substrato, que se alimenta de insetos terrestres e aquaticos,
crustdceos, restos vegetais, além de peixes como os lambaris e os guaris e possui habitos
noturnos (CASATTI et al., 2001, BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO 2004, CASATTI &
CASTRO 2006, OYAKAWA et al., 2006).

Diante deste contexto, este trabalho teve como objetivo, determinar o potencial téxico
do ibuprofeno e avaliar as alteracdes histolégicas em branquias e figados de juvenis da espécie
Rhamdia quelen (Jundid) submetidos a ensaios toxicolégicos com diferentes concentracdes de

Ibuprofeno.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local
Os ensaios toxicolégicos foram realizados no InPAA - Instituto de Pesquisa em

Aquicultura Ambiental, da Universidade Estadual do Oeste do Parana.

2.2. Animais

Os Juvenis de jundia foram adquiridos em uma piscicultura comercial e transportados
até o InPAA, em sacos plasticos com aeracdo, e ap6s um periodo de uma hora, foram estocados
em tanques para aclimatacdo por 20 dias, todos com aeradores, estes peixes foram alimentados
uma vez por dia com ragdo comercial (40% proteina), o comprimento médio dos peixes foi de
12,50 £ 1,42cm e peso médio de 17,80 + 5,32g. Durante este periodo foram monitorados os

valores de temperatura, pH e oxigénio.

2.3. Ensaio toxicolégico

Os ensaios toxicolégicos foram realizados somente para a fase juvenil, sendo que foi
utilizada concentracao de ibuprofeno de 5,0mg/L, CLso obtida como resultado em ensaios
agudos realizados anteriormente a este experimento, e sendo adotada como concentracao de
referéncia, as outras duas concentracdes foram de 0,5 e 50,0 mg/L (concentracdes 10 vezes
menor e maior que a de referéncia), e o grupo controle, conforme GHELFI (2014). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro concentragdes (0,0; 0,5;
5,0 e 50,0mg/L de Ibuprofeno) e quatro repetigdes, sendo que cada aquario continha 4
exemplares, e cada peixe foi considerado uma unidade experimental. Os aquarios (Figura 1)

tinham volume de 08 litros o que deu uma densidade de 0,5peixe/L.

Figura 1. Ensaio toxicolégico com juvenis de Rhamdia quelen.
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No inicio os exemplares foram medidos e pesados e tiveram sua alimentacao suspensa
durante todo experimento, o que favoreceu a absor¢ao do farmaco pelos organismos. Durante
esse periodo os aqudrios receberam aeragdo artificial.

Durante o Ensaio toxicolégico, foram realizadas observagdes, quanto ao
comportamento dos individuos e presenca de lesdes cutaneas. Os parametros fisicos e
quimicos da dgua foram verificados no inicio, meio e final do experimento.

Ao final do experimento, os exemplares que restaram foram analisados e anestesiados
com benzocaina (100mg/L), e depois realizada a biometria (medidos e pesados) com auxilio
de ictidometro e balanga digital.

O experimento teve duragdo de 120 horas, sendo feita a correcdo das concentragdes a
cada 24h, quando ocorreu a substituicdo do volume total de cada aquario, com as mesmas

concentragdes iniciais (COSTA, 2016).

2.4. Processamento histol6gico

Os peixes foram submetidos a uma incisao ventral do poro urogenital até o opérculo,
para facilitar a retirada das visceras. Para as branquias, foram separados o segundo arco
branquial direito e para os figados, foram retirados fragmentos dos 6rgaos, ambos os tecidos
foram fixados em formol 4% por 24 horas e posteriormente estocados em alcool 70% por 30
dias (ROCHA et. al., 2010). Ap6s a fixacdo, as amostras foram desidratadas em concentragdes
crescentes de etanol, desde 70% até etanol absoluto, diafanizadas em xilol, infiltradas e
incluidas em parafina (DA JANSEN, 2014). Em seguida, obtiveram-se cortes transversais de
6um de espessura com o auxilio de um micré6tomo Olympus cut 4055, sendo, os mesmos,
corados com hematoxilina-eosina (HE). Para a leitura das laminas foi utilizado um

microscopio e as fotografias foram tiradas em fotomicroscopio Olympus DP71.

2.5. Analises de Dados

As alteragdes histolégicas foram quantificadas nas branquias e figados, onde foram
determinados 5 cortes para cada animal, sendo analisados 5 campos aleatorios para cada corte.
A incidéncia e distribuicdo das lesdes foram avaliadas de acordo com os seguintes critérios:
O=auséncia de lesdes (0 - 10%); O+=raramente presente (11% a 25%); +=Presente (26% a 50%);
++=Freqiiente (51% a 75%) e +++=LesOes altamente freqiientes (76% a 100%); conforme
Paulino et al (2014)..

As alteragdes histopatolégicas foram avaliadas semiquantitativamente de duas

formas: a) Indice de Alteragao Histopatolégica (IAH), com base na severidade de cada lesao.
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Para tanto, as alteracdes foram classificadas em estdgios progressivos quanto ao
comprometimento das funcdes do 6rgdo: alteragdes de estagio I, que ndo comprometem o
funcionamento do 6rgao; de estagio II, mais severas e que prejudicam o funcionamento normal
do 6rgdo; e de estagio III, muito severas e irreversiveis (adaptado de Poleksic & Mitrovic-
Tutundzic, 1994). Um valor de IAH foi calculado para cada animal através da férmula: IAH
=100T+ 101 Y11 +102 ) I1I, onde L, IT e I1I, correspondem aos estagios respectivamente. O valor
médio de IAH foi dividido em 5 categorias: 0-10 = funcionamento normal do tecido; 11-20 =
danificacdo leve a moderada do tecido; 21-50 = modificacio moderada a severa do tecido; 51-
100 = modificagdo severa do tecido; maior que 100 = danificacdo irreparavel do tecido; e no b)
pelo Valor Médio de Alteragdo (VMA), com base na incidéncia de lesdes, de acordo com
Schwaiger et al. (1997). Para tanto, atribuiu-se um valor numérico para cada exemplar
analisado, conforme a escala: grau 1 (auséncia de alteragdo histopatolégica); grau 2 (Pequenos
focos); grau 3 (Focos moderados); grau 4 (Lesdes frequentes) e grau 5 (Lesdes amplamente

distribuidas).

2.6. Analise Estatistica

Para analisar os resultados (médias + DP) de IAH e VMA obtidos para os animais de
cada grupo analisado, foi utilizada uma andlise de varidncia (ANOVA) com teste “a
posteriori” de Tuckey para comparagdo entre os grupos, sendo considerados significativos

valores de p<0,05, com o auxilio do software SigmaPlot 11.0.

3. RESULTADOS

3.1. Parametros Fisicos e quimicos da agua

A qualidade da 4gua durante o periodo experimental, ndo apresentou nenhuma
mudanga significativa (tabela 1). Dos experimentos realizados a concentracdao de 0,5mg/L
apresentou o menor valor de OD e a concentracdo de 50,0mg/L apresentou o maior valor de

pH.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo dos pardmetros fisicos e quimicos da dgua nos diferentes
tratamentos durante o Experimento.

Parametros - Fisicos Controle IBF IBF IBF
Quimicos 0,0mg/L 0,5mg/L 5,0mg/L 50,0mg/L
Temperatura (C°%) 25,0 25,0 25,0 25,0
pH 6,9940,14 7,0410,20 7,08%0,09 7,1340,08
OD (mg/L?) 6,4710,24 6,6410,30 6,71+0,10 6,77%0,05
Saturagaode 0, (%)  72,20+2,35 72,07+1,81 71,97+0,54 71,23+0,42

3.2. Alteragdes comportamentais e Lesdes cutaneas

Durante os ensaios toxicolégicos, com juvenis de jundia, foram observadas
alteragdes comportamentais e visuais nos peixes expostos as diferentes concentracdes de
Ibuprofeno, tais como: natacao errdtica, movimentacdo rapida do opérculo, saltos para a
superficie, alguns peixes raspavam-se contra as paredes dos aquarios, e outros apresentavam
letargia ou se mantinham préximos aos aeradores, ja como altera¢des visuais, houve lesoes
cutaneas, evidenciadas por pontos vermelhos em torno da cabeca e necrose tecidual (Figura
2). Os peixes do grupo controle apresentaram um comportamento normal do inicio ao fim do
experimento. A taxa de mortalidade, para todos os tratamentos, com excecao do grupo

controle, foi de 40%.

Figura 2 - Lesdes cutdneas: (a) necrose tecidual e (b) pontos avermelhados na cabeca.

3.3. Branquias:
As analises histopatologicas realizadas nas branquias dos individuos submetidos a
diferentes concentracdes de ibuprofeno, indicaram a presenca de diferentes tipos de alteracdes

morfolégicas. Contrastando com a imagem de um filamento branquial sem alteracoes
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histolégicas (Figura 3a), foram registradas fusdo incompleta de lamelas (Figura 3b); fusao
completa de lamelas (Figura3c); aneurisma (Figura 3d); levantamento do epitélio da lamela
(seta vermelha) e hiperplasia do epitélio lamelar (seta verde) (Figura 4a); espessamento
descontrolado do tecido proliferativo (seta azul) e ruptura do epitélio da lamela (seta branca)
(Figura 4b); desarranjo lamelar (Figura 4c) e presenca de parasito (Figura 4d).

As alteragdes observadas foram classificadas quanto ao grau de severidade e
comprometimento das fun¢des branquiais, sendo a maioria de estagio I, seguida por alteracdes

de II e de estagio III com a presenca de aneurisma (Tabela 2).

Tabela 2 - Histopatologia em Branquias de juvenis de Rhamdia quelen, submetidos as
diferentes concentragdes de Ibuprofeno. Classificagdo por estdgio, quanto a severidade e
ocorréncia das lesdes. O=ausente (0-10%); O+=raramente presente (11-25%); +=presente (26-

50%); ++=frequente (50-75%) e +++=altamente frequente (76-100%).

Histopatologia Estagios Controle 0,5mg/L  5mg/L  50mg/L
Desarranjo lamelar I 0 +++ 4+ 4+
Fusédo incompleta de lamelas I 0 ++ +++ +++
Fusao completa de lamelas | 0 + ++ +++
:;?T\]/slnat?mento do epitélio | 0 ot .t s
Hiperplasia do epitélio lamelar I 0 ++ + 4+
Presenca de parasito I 0 0 0 0
Ruptura do epitélio da lamela I 0 ++ ++ +++
Espessamento descontrolado do I 0 N . e

tecido proliferativo
Aneurisma I 0 ++ +++ +++
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Figura 3. Fotomicrografias de branquias de juvenis de Rhamdia quelen submetidos as diferentes
concentragdes de ibuprofeno, filamento branquial sem alteragdes histolégicas, destacando-se
as lamelas primdéria e secundaria (a); fusao incompleta de lamelas (b); fusdo completa de
lamelas (c); aneurisma (d). Coloracdo HE.
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Figura 4. Fotomicrografias de branquias de juvenis de Rhamdia quelen submetidos as diferentes
concentracdes de ibuprofeno, levantamento do epitélio da lamela (seta vermelha) e hiperplasia
do epitélio lamelar (seta verde) (a); espessamento descontrolado do tecido proliferativo (seta
azul) e ruptura do epitélio da lamela (seta branca) (b); desarranjo lamelar (c); presenca de
Parasito (d). Coloragao HE.
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O Indice de alteracdes histolégicas - IHA, permitiu a comparagao da severidade das
lesdes branquiais nos peixes submetidos as diferentes concentracdes de ibuprofeno,
mostrando que houve diferenca significativa entre o grupo controle (0,0mg/L) e os demais
grupos; ja os grupos (0,5; 5,0 e 50,0mg/L) apresentaram o mesmo indice de lesdes, nao
diferindo entre si (Figura 5a).

Os valores de VMA - Valores Médios de Alteragdes calculados para os peixes nas
concentracdes 0,0; 0,5, 5,0 e 50,0mg/L, indicam a incidéncia de lesdes nas branquias dos
individuos analisados, entretanto, as lesdes observadas no grupo controle (0,0mg/L) foram
somente, pequenos focos, podendo estar diretamente relacionadas a transicdo de ambientes,
entre piscicultura e tanques para ambientagdo. Enquanto que houve diferenca significativa na
frequéncia das lesdes entre os demais grupos (0,5; 5,0 e 50,0mg/L) e mais expressivas em

relagdo ao grupo controle (Figura 5b).
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L 0.5 mglL 5 mgll 50 mglL CTL 0.5 mglL Smgl 50 mglL
Grupos grupos

Figura 5. Indice de Alteracdes Histolégicas (IAH) e Valores médios + desvio padrdo de
alteracoes (VMA). Grupo Controle (CTL); N=06 animais/grupo. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas.
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3.4. Figado

As analises histopatoldgicas realizadas em figados de juvenis de Rhamdia quelen
submetidos a diferentes concentragdes de ibuprofeno, indicaram a presenga de diferentes tipos
de alteragdes morfolégicas. Contrastando com a imagem de figado sem alteragdes histologicas
(Figura a), foram registrados: hipertrofia nuclear (Figura 5b); vacuolizacdo nuclear (seta
amarela), vacuolizacao citoplasmatica (seta preta), hipertrofia nuclear (seta verde) (Figura 5c);
congestao vascular (Figura 5d); necrose focal (Figura 6a); presenca de melanomacréfagos
(Figura 6b); hiperemia (Figura 6c); degeneracdo citoplasmaética (seta preta) e nicleo na
periferia da célula (seta branca) (Figura 6d).

As alteracdes observadas foram classificadas quanto ao grau de severidade e
comprometimento da fungdo hepatica, sendo a maioria de estidgio I e II, com excecdo da

necrose que é de estagio III (Tabela 3).

Tabela 3 - Histopatologia em figados juvenis de Rhamdia quelen, submetidos a diferentes
concentracdes de Ibuprofeno. Classificagdo por estagio, quanto a severidade e ocorréncia das
lesdes. O=ausente (0-10%); O+=raramente presente (11-25%); +=presente (26-50%);

++=frequente (50-75%) e +++=altamente frequente (76-100%).

Histopatologia Estagios Controle 0,5mg/L  5mg/L  50mg/L

Atrofia nuclear I 0 ++ ++ 4+
Hipertrofia nuclear I 0 + ++ +++
Vacuolizacdo citoplasmatica I 0 ++ ++ +++
Centros de Melanomacréfagos I 0 0+ ++ +++
Nucleo na periferia da célula I 0 + + ++
Degeneracdo citoplasmatica 1 0 ++ ++ ++
Vacuolizagdo nuclear I 0 + + +

Hiperemia ] 0 + + ++
Congestao vascular 1| 0 + + +

Necrose focal I 0 ++ ++ 4+
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Figura 6. Fotomicrografias de figados de juvenis de Rhamdia quelen submetidos a diferentes
concentragdes de ibuprofeno: figado sem altera¢des histoldgicas (a); hipertrofia nuclear (b);
vacuolizacdo nuclear (seta amarela), vacuolizacdo citoplasmatica (seta preta) e hipertrofia
nuclear (seta verde) (c); congestdo vascular (d). Coloragdo HE.
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Figura 7. Fotomicrografias de figados juvenis de Rhamdia quelen submetidos a diferentes
concentragdes de ibuprofeno, necrose focal (a); presenca de melanomacréfagos (b); hiperemia
(c); degeneracdo citoplasmatica (seta preta) e niicleo na periferia da célula (seta branca) (d).
Coloracao HE.
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O Indice de Alteracdes Histolégicas - IHA, permitiu a comparacéo da severidade das
lesdes hepéticas nos peixes submetidos as diferentes concentracdes de ibuprofeno, para tanto,
houve diferenca significativa entre o grupo controle (0,0mg/L) e os demais grupos; ja os
grupos (0,5; 5,0 e 50,0mg/L) apresentaram o mesmo indice de lesdes (Figura 8a), ndo diferindo
entre si.

Os resultados de VMA - Valores Médios de Alteragdes nas diferentes concentracoes
(0,0; 0,5; 5,0 e 50,0mg/L), indicam a incidéncia de lesdes nos figados sendo que as lesdes
observadas no grupo controle (0,00mg/L) foram somente, pequenos focos, podendo estar
diretamente relacionadas a transicdo de ambientes, entre piscicultura e tanques para
ambienta¢do. Sendo assim, diferiram significativamente na frequéncia das lesdes em relagao
aos demais tratamentos (0,5; 5,0 e 50,0mg/L). No tratamento com maior concentragdo de
ibuprofeno (50,0mg/L), as alteracdes foram bastante expressivas, e diferiram estatisticamente

dos demais tratamentos (Figura 8b).
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Figura 8. Indice de Alteracdes Histologicas (IAH) e Valores Médios + desvio padrdo de
Alteragdes (VMA)). Grupo Controle; N=06 animais/grupo. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas.
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4. DISCUSSAO

4.1. Branquias

A perda da modelagem, como um desarranjo lamelar e consequente apoptose
filamentar foram constantes nas branquias expostas ao organofosfato, em estudos realizados
com Orechromis niloticus (VIRGENS et. al., 2015). Neste trabalho, em consequéncia da exposicao
ao farmaco, o desarranjo lamelar foi presente, e essa alteracdo dificulta o fluxo de 4gua,
comprometendo as trocas gasosas.

A fusdo de lamelas é outra lesdo importante e decorre da hiperplasia das células
epiteliais das lamelas e filamentos branquiais, de modo que o grau da fusdo depende da
intensidade e localizacdo da hiperplasia. Assim, a fusdo serd parcial se a hiperplasia se
restringir a base do filamento ou somente a uma porcao das lamelas. No entanto, se a
hiperplasia estiver presente ao longo dos filamentos, a fusdo das lamelas sera completa
(MELETTT et al., 2003), o que resulta na restricdo da passagem da dgua entre as lamelas,
dificultando a fungdo respiratéria do érgao.

A hiperplasia do epitélio lamelar, acompanhada de fusdo completa ou incompleta das
lamelas ocorreu em resposta a agdo persistente do farmaco, e foi registrada com muita
frequéncia nos cortes histolégicos, de forma focal disseminada. O levantamento do epitélio
da lamela, ocorreu provavelmente em decorréncia de alteracdes edematosas, o que foi
observado frequentemente nas lamelas branquiais, estas lesdes também foram observadas por
GUERRA- SANTOS et al. (2012). A elevacdo epitelial é uma das primeiras alteracdes que
ocorrem quando o animal esta sob algum tipo de estresse (WINKALER et. al., 2008).

Os resultados do IAH, permitiram observar que as lesdes causaram danos severos as
branquias. Essas alteracoes, segundo Poleksic & Mitrovic-Tutundzic (1994), ndo esgotam a
capacidade de funcionamento dos érgaos, podendo regredir, caso seja eliminado o agente
agressor, no caso o ibuprofeno, entretanto, caso haja persisténcia, essas lesdes podem induzir
a perda da funcao do 6rgao. Neste mesmo sentido, a hiperplasia do epitélio da lamela, embora
nao comprometa a fungdo do 6rgao, pode com sua evolucao, provocar alteracdes edematosas
e assim levar a morte do peixe por asfixia. Esse tipo de alteragdo é extremamente prejudicial
as branquias e a atividade fisiol6gica dos peixes.

A ruptura do epitélio da lamela é uma das alteragdes de estagio II, essas mudancas sdo
mais severas e comprometem a fungdo da branquia; em caso da melhoria da qualidade da
agua, essas lesdes podem ser repardveis, mas, se o nivel de poluicdo aumentar, podem

progredir para o terceiro estagio (POLEKSIC E MITROVIC - TUTUNDZIC, 1994). Para a
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espécie Rhamdia quelen, essa alteragdo foi altamente frequente para o grupo de maior
concentracdo testado com o farmaco.

Em dois dos peixes analisados houve presenca de parasitas, entre as lamelas
secundarias, sendo levado em consideracdo o fato de os exemplares serem adquiridos de
piscicultura comercial, o que pode causar danos estruturais graves, como cistos entre as
lamelas, inflamagao e possivelmente um aumento no espessamento descontrolado do tecido
proliferativo (SCHALCH et al., 2006; CAMPOS et al., 2011). A maioria das infestagcdes por
ectoparasitos induz hiperplasia das células mucosas no tecido branquial (HINES & SPIRA,
1974).

O colapso do sistema de células pilares, resulta geralmente em aneurisma, em
consequéncia da presenca de um agente estressor na agua, prejudicando a integridade
vascular com a libera¢do de grande quantidade de sangue, empurrando o epitélio lamelar para
fora (HINTON & LAUREN, 1990), o que pode levar a ruptura do epitélio lamelar. Em resposta
ao ibuprofeno, a perda da modelagem das lamelas secundérias, ocorreu em consequéncia da
desestruturacao do filamento lamelar.

De acordo com Da Jansen (2014), as lesdes observadas no tecido branquial de
Centropomus undecimalis, sdo alteragdes que podem prejudicar o fluxo sanguineo, reduzindo
as trocas gasosas, o que compromete a fungao primordial das branquias, além de prejudicar a
manutengdo do equilibrio acido-base e osmético do animal. Neste estudo lesdes encontradas
em Rhamdia quelen comprometem a funcdo respiratéria do 6rgdo de maneira parcial ou

completa.

4.2. Figado

O papel que o figado desempenha é de neutralizacao e eliminagdo de substancias
toxicas do organismo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Portanto, a eliminagdo reduzida
dessas substancias pelo 6rgao, causa danos a nivel de hepatdcitos, o que pode resultar em
atrofia e hipertrofia nuclear, vacuoliza¢do citoplasmatica, deslocamento do ntcleo para a
periferia das células e consequentemente lesdes mais severas, classificadas como estédgio III.

Em estudos realizados por Ferreira (1992), com avaliacao de toxicidade de efluentes
liquidos do sistema integrado de tratamento do Polo Petroquimico do Sul, sobre a
morfogénese de larvas de Pimephales promelas, também foi observada vacuolizacdo dos
hepatocitos, assim como os resultados obtidos neste estudo, ja que na andlise dos figados de

Rhamdia quelen foiencontrada vacuolizagdo de alguns dos hepatocitos, demonstrando que a
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presenca de um agente estressor, pode provocar esse tipo de alteracdo também, neste caso o
ibuprofeno.

Em trabalhos com teledsteos realizados por Maduenho & Martinez (2008), que
submeteram os peixes a exposicdo por inseticida, foi observada a presenca de agregados de
melanomacréfagos, hipertrofia celular e nuclear e nicleos dos hepatécitos deslocados para a
periferia. Todas correspondentes as alteragdes encontradas nos figados de Rhamdia quelen,
submetidos neste estudo ao farmaco ibuprofeno.

Centros de melanomacréfagos foram observados no figado e no tecido hematopoiético
do rim e bago dos peixes examinados por ROBERTS (2001). Deste modo, a ocorréncia de
centros de melanomacréfagos, para os peixes expostos as concentracdes de 0,5; 5,0 e 50,0mg/L
de Ibuprofeno, indica um aumento na produgao de linfécitos, em decorréncia de um processo
infeccioso ocasionado pelo farmaco.

No entanto, alteracdes histol(’)gicas provocadas por contato com um agente estressor,
podem constituir um evento negativo para os peixes (TAKASHIMA & HIBYIA, 1995), a
grande intensidade de lesdes nos exemplares que foram submetidos ao tratamento com
Ibuprofeno, podem sugerir que, a exposicdo prolongada ao farmaco, levou a evolugdo de
lesdes para um estagio mais severo, como a degeneracao citoplasmaética dos hepatocitos.

Estas alteracoes podem resultar na degeneracao inicial dos processos intracelulares dos
hepatocitos, uma vez que o figado realiza importantes fungdes no processo de desintoxicagao
do animal (DUTTA et al., 1993; HASCHEK & ROUSSEAUX, 1996). Nesse estudo, foram
encontradas alteragdes em nivel de citoplasma e ndcleo nas células dos figados dos peixes
submetidos ao tratamento com o farmaco, o que compromete o desempenho deste 6rgao, uma
vez que, alteracdes na granulacdo citoplasmatica dos hepatécitos, provoca reducdo da
eficiéncia do figado, podendo causar o mau funcionamento de outros o6rgdos, e
consequentemente levar a morte do peixe.

A hiperemia é caracterizada pelo aumento do fluxo sanguineo no 6rgao, e foi
observada por Silva (2004) em estudos de alteragdes histopatolégicas de peixes como
biomarcadores da contaminacao aquaética.

No trabalho realizado com andlises histopatolégicas de figados de Piaractus
mesopotamicus, varias das lesdes observadas sdo conhecidas como hepatodistrofias, por
exemplo, a hipertrofia de hepatdcitos, congestdo e necroses estdo relacionadas aos processos
de intoxicagdo sendo que a extensdo e gravidade da lesdo é proporcional ao tipo, duragdo e

severidade da agressdo e estado fisioldgico da célula envolvida (ROBBINS & COTRAN, 2005).
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O que condiz com as lesdes encontradas neste estudo, onde juvenis de Rhamdia quelen foram
submetidos a diferentes concentracdes do anti-inflamatério ibuprofeno.

Tanto os peixes examinados em experimentos, quanto os encontrados em ambientes
naturais, estdo sujeitos ao ataque de agentes biolégicos e quimicos, podendo resultar em
diferentes graus e tipos de lesdes (CAMPOS et al., 2008). Para os peixes examinados neste
ensaio toxicolégico, as lesdes foram de moderadas a severas de acordo com o Indice de
Alteragdes histolégicas (IAH), e foram mais expressivas na concentracdo mais elevada
(50,0mg/L de Ibuprofeno).

O figado dos peixes é especialmente susceptivel a acdo de produtos quimicos gragas a
lentidao do fluxo sanguineo em relacdo ao débito cardiaco. Além disso, o fluxo biliar é cerca
de 50 vezes mais lento em peixes que em mamiferos, tornando mais vagarosa a depuracgdo de
produtos toxicos (GINGERICH, 1982). Portanto, os elementos téxicos, incluindo os farmacos,
que sao levados até o figado pela corrente sanguinea desempenham efeitos nos hepatdcitos
por maior tempo se comparado com a depuracdo dos mamiferos, se tornando mais suscetiveis
até mesmo em exposi¢do a concentragdes mais baixas, o que condiz com as lesdes encontradas
em Rhamdia quelen, mesmo nas concentracdes menores.

Segundo De La Torre et al. (2005), os 6rgaos de animais que sao utilizados para estudos
histolégicos informam o potencial de impacto que a espécie sofre a exposicdo por poluentes
em determinados ambientes. Dependendo do grau de variagdes de mudancas quimicas e
fisiolégicas, pode resultar em alteracdes histopatolodgicas, levando a formagao de lesdes nas
células, nos tecidos ou 6rgaos (HINTON & LAUREN, 1990; HINTON et al., 1992). As lesodes
encontradas nos figados de Rhamdia quelen, demonstram que o farmaco apresenta potencial
toxico, o que compromete o funcionamento adequado deste 6rgao, podendo levar o individuo

a morte.
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5. CONCLUSAO

Os resultados da presente andlise permitem afirmar que tanto em baixas, quanto
em concentra¢des mais elevadas, e no tempo de exposicao testado, o ibuprofeno causou danos
reversiveis e irreversiveis aos peixes, porém, em doses maiores as lesdes classificadas em
estagio I, II e III, foram em sua maioria de ocorréncia altamente frequentes, podendo resultar
na morte desses peixes. Portanto, nossos resultados comprovam, através do ensaio

toxicolégico realizado, o potencial toxico do f&rmaco ibuprofeno para a espécie Rhamdia quelen.
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