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Resumo

O flbor é muito utilizado pelo homem e facilmente encontrado na
natureza. Por isso, varios estudos foram realizados visando a
toxicidade e o seu efeito cumulativo nos tecidos animais. E descrito
que o fluoreto de sédio pode ser empregado no controle do
hospedeiro da esquistossomose (Biomphalaria glabrata). Visando a
preservacdo do meio aquatico, propoe-se a verificacio do efeito do
fluoreto de sédio em peixes (Poecilia vivipara). Dez peixes foram
submetidos a dgua declorinada (GC) e o restante foi submetido a
agua contendo fluoreto de sédio na concentracao de 5 ppm (GE),
por vinte e um dias. Ap6s esse periodo, os animais foram sacrificados
e suas branquias foram retiradas. As branquias foram fixadas, p6s-
fixadas e desidratadas de acordo com o protocolo das técnicas de
histoquimica e analise ultra-estrutural, respectivamente. As pe¢as foram
diafanizadas em xilol. Para observacao histologica das células mucosas
e células do cloro, foi utilizada a técnica de coloracio de Hematoxilina
+ cosina. E para a deteccao histoquimica de glicoconjugados utilizou-
se as técnicas de PA.S., PA.S + amilase salivar, P.A.S. + acetilacio,
P.A.S. + acetilagdo reversivel, alcian Blue (AB) pH 2,5 + metilacao, AB
pH 2,5 + metilacio reversivel, AB pH 2,5 ¢ AB pH 0,5. Observou-se
aumento na secre¢ao de muco e na quantidade de células mucosas do
epitélio branquial, além de diferencas na reatividade histoquimica das
células mucosas do GE comparados ao GC, sugerindo uma resposta
adaptativa desses animais a0 novo ambiente.
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Introducao

O fluor é uma substancioa facilmente
encontrada no meio ambiente. Ele é
amplamente usados em processos
industriais!, em tratamentos de saude bucal?,
em tratamentos de doencas dsseas’, e no
controle biolégico de hospedeiros da

esquitossomose.* Por seu vasto uso, vetifica-
se que sua importancia ambiental é relevante.

Por tamanha importancia, o
conhecimento sobre a absorcao, distribuicio,
eliminacio e toxicidade dos fluoretos nos
tecidos animais, tem impulsionado os estudos
feitos em animais de laboratério.

Devido as a¢Ges anatropogénicas,
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tém-se aumentado as oscilacdes do ambiente
aquatico, permitindo a liberagdo
indiscriminada de agentes poluidores’, o que
afeta diretamente os animais aquaticos.

Esses animais, como os teledsteos,
possuem o epitélio branquial em intimo
contato com a agua. A agua pode receber
diversos componentes quimicos que nela saio
dissolvidos, alterando-a.%™* Forcas fisicas e
abrasivas, invasoes parasitarias e preda¢ao
podem acometer o0s organismos
aquéticos'”'". Um dos mecanismos de
protecao deste epitélio ¢ a secrec¢do de uma
camada de glicoproteinas e glicolipideos®'>".

Tal mecanismo ¢ verificado pelo
aumento do nimero de células mucosas do
epitélio branquial."*

Dessa forma, o epitélio branquial
mostra-se altamente sensivel a variacdes
ambientais do meio aquatico, atendendo a uma
necessidade funcional pela modificacao
quantitativa e constitutiva da sua celularidade.
Tal sensibilidade e capacidade de resposta, tém
capacitado o teledsteo eurialino Poecilia vivipara
como bioindicador no biomonitoramento do
ambiente aquatico.

A partir desses dados, o presente
estudo investigou o grau de toxicidade do
fluoreto de sédio no guaru .

Materiais e Métodos
a) modelo biologico

Foram utilizados vinte espécimes de
Poecilia vivipara (Cyprinodontiformes,
Poeciliidae) procedentes de riachos da zona
rural de Goiania, Goias, Brasil.

b) constituicao dos grupos experimentais e controles

Os animais foram divididos em
quatro aquarios da seguinte forma:

1. Grupo controle: dez animais foram
mantidos em dois aquatios com 1 (um) litro
de 4gua declorinada, onde foram controladas
as condi¢des padroes: aeracdo, pH 6,9 e
alimentacao “ad libitum” (Tetrafood-
Alemanha)
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2. Grupo experimental: constituido
por dez animais que foram mantidos em dois
aquarios com 1 (um) litro de 4gua declorinada
com fluoreto de sédio a 5 ppm por um
periodo de 21 dias.

c) preparacao de amostras para microscopia de luz

Os animais foram decapitados e deles
retiraram-se as branquias, que foram imersas
por 2 horas em solugio de fixa¢do contendo
aldefdo glutarico a 2 % e paraformaldeido a
4% em tampao fosfato de soédio 0,1M (pH
7,4) As pecas foram desidratadas em
concentracoes crescentes de etanol (70%,
80%, 90% e 100%) e diafanizadas em xilol.
As inclusoes foram feitas em parafina
(Histosec-Merck) e foram obtidos cortes com
5 mm de espessura. Este procedimento foi
realizado para os tecidos a serem estudados
pelos métodos histologicos de rotina e pelos
métodos histoquimicos para deteccao de
glicoconjugados.

Para observagao histolégica das células
mucosas e células do cloro foi utilizada a
técnica de coloracio de hematoxilina + eosina.

Para a detecgdo histoquimica
empregou-se P.A.S. (deteccao de
gliconjugados neutros), associagio PA.S. +
amilase salivar (deteccio do glicogénio), PA.S.
+ acetilagdo (deteccio de grupamentos Vic-
glicol), PA.S. + acetilagdo reversivel (deteccao
de grupamentos Vic-glicol - glicoconjugados
neutros), Alcian blue (AB) pH 2,5 + metilacao
(deteccdo de glicoproteinas acidas), AB pH
2,5 + metila¢ao reversivel (detecciao de
glicoproteinas / glicoconjugados acidos
sulfatados e carboxilados), AB pH 2,5
(deteccao de glicoconjugados sulfatados e
carboxilados) e AB pH 0,5 (deteccao de
glicoconjugados 4acidos sulfatados).

O registro fotografico deste material
foi realizado no fotomicroscépio Olympus
CH-30.

d) preparagao de amostras para microscopia
eletronica de transmissao

Os animais foram decapitados e deles
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retiraram-se as branquias, que foram imersas
por 2 horas em solu¢io fixadora contendo
aldeido glutarico a 2 % e paraformaldeido a
4% em tampao fosfato de sédio 0,1M (pH
7,4) a 4 °C. As amostras foram pos-fixadas
em soluc¢do aquosa de tetréxido de ésmio a
1% por uma hora e, em seguida, lavadas em
agua destilada e submetidas ao acetato de
uranila a 0,5% por uma hora. Posteriormente,
as branquias foram desidratadas em
concentracoes crescentes de etanol e acetona,
infiltradas, e incluidas em resina Spurr.
Secgoes de 70 nm de espessura foram
contrastadas com acetato de uranila a 0,5%?
e citrato de chumbo a 1%”. Este matetial foi
observado a0 Zeiss EM-9S 70 KVa, onde
foram obtidas as eletronmicrografias.

Resultados

Pela andlise da morfologia geral das
branquias, detectamos que no grupo
experimental as lamelas branquiais estavam
colabadas e havia pouco espaco interlamelar
quando comparadas ao grupo controle. Ao
realizarmos o estudo ultra-estrutural do
epitélio branquial, ficou claramente
demonstrado que o pouco espaco
interlamelar se deu devido ao surgimento
de hipertrofia no tecido epitelial em
decorréncia da hiperplasia das células
pavimentosas ¢ do cloro (Figuras 1 e 2),
diferente do observado no grupo controle.

Tabela 1
Dados relativos as andlises histoquimicas de glicoconjugados em células
mucosas do epitélio interlamelar de Guarus (P. vivipara)

Técnicas histoquimicas Grupo Controle Grupo Experimental

P.AS. + T

P.A.S. + amilase salivar ++ ++
P.A.S. + acetilagdo ++ ++
P.A.S.+ acet.reversivel + ++
A.B. pH 2,5 + metilagdo + ++
A.B.pH 2,5 + met.rev. + ++
Alcian blue pH 2,5 + ++
Alcian blue pH 0,5 + +

+ = intensidade dereagdo fraca; + + = intensidade de reagdo forte

Breseghelo, L. etal.

Comparamos o grupo controle com
o grupo experimental no que se refere as
reagoes histoquimicas para deteccdo de
glicoconjugados e, constatamos diferentes
reagbes. Pois, enquanto as células mucosas
interlamelares (do tipo 1) foram reativas
ao AB pH 2,5 no grupo experimental, estas
tiveram rea¢ao moderada no grupo controle
(Figuras 3 e 4 e Tabela 1). As células mucosas
tipo 1II de ambos os grupos foram
moderadamente reativas ao AB pH 0,5
(Tabela 1), indicando uma maior presenca
de glicoconjugados carboxilados. Frente ao
AB pH 2,5 + metila¢do e o AB pH 2,5 +
metilacdo reversivel as células mucosas de
ambos os grupos apresentaram reatividade,
confirmando a presenca de glicoproteinas/
glicoconjugados 4acidos carboxilados como
conteddo dos granulos das células mucosas.

Por meio da analise utilizando o PA.S
(Figuras 5 e 6) e PA.S. + amilase salivar, o
grupo controle e o grupo experimental
apresentaram positividade nas células
mucosas (Tabela 1), indicando a presenca de
glicoconjugados neutros do grupamento 1
- 4 vic - glicol e a auséncia de glicogénio.

No P.A.S. + acetilacido reversivel
(Tabela 1) constatamos uma varia¢do na
intensidade da reatividade do contetdo dos
granulos das células mucosas grupo controle
comparado ao grupo experimental tanto da
regido interlamelar quanto da regido do
rastelo demonstrando a presenca de radicais

Figura 1

Eletronmicrografia de transmissao daregiao intermedidria do filamento,
nota-se presenca de células do cloro comreticulo endoplasmético liso
(seta), internamente o capilar (asterisco maior) margeando outros tipos
celulares onde observam-se células muito esparsas demonstrando
hipertrofia (asterisco menor). 6.000 X
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Figura 2

Eletronmicrografia de transmissdo de células da superficie epitelial, células
pavimentosas, daregido intermedidria do filamento, observam-se
micropregas (seta maior) com muitas vesiculas volumosas denotando
hiperplasia (asterisco maior), o citoplasma apresenta-se muito alterado
(asterisco menor) e, o ntcleo (setas menores) com suas caracteristicas
estruturais bem preservadas. 16.000 X

Figura 3

Fotomicrografia das branquias de peixe submetido ao fltor 5 ppm,
observamese células mucosas fortemente alcian-blue-reativas (setas largas).
Reagao: A.B.pH 2,5.205 X

do grupamento vic-glicol e de
glicoconjugados e glicoproteinas neutras.

Discussao

Pelas andlises morfolégicas das
branquias do GE comparado ao GC, ficou
demonstrado que o flior causou hipertrofia
e hiperplasia das células mucosas apenas no
sentido de aumentar o metabolismo para
uma maior producdo de muco, sem causar
letalidade, alteracdes diferentes das
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Figura 4

Fotomicrografia da regido do meio do filamento do grupo controle
(GO). Observa-se que houve reatividade moderada nas células mucosas
(seta). Reagdo: A.B.pH 2,5. 205 X

Figura 5

Fotomicrografia daregido do arco branquial do GC com filamentos
apresentando reatividade moderada (setas), indicando a presenca de
glicoconjugados neutros do grupamento 1-4 vic-glicol . Reagao: PAS.
205X

observadas em casos de intoxica¢do por
mudancas da composi¢ao dos corpos
d’agua.” Para diagnosticar quio intensa havia
sido a resposta ao uso cronico de fluoreto
de sédio, realizamos andlises histoquimicas
que possibilitassem a detec¢do de
glicoconjugados e viabilizassem uma analise
da intensidade de reacdo, quando
comparassemos as células provenientes de
animais do grupo controle com as do grupo
experimental, considerando que o dnico
agente interveniente fosse a adi¢do de

Braz ] vet Res anim Sci 41(4) 2004
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Figura 6

Fotomicrografia daregido central do filamento branquial do GE
apresentando vérias células moderadamente reativas (setas), reagao
semelhante ao GC, demonstrando que nao houve alteragdo dos
glicoconjugados. Reagdo: PAS. 205 X

fluoreto de sédio a agua do grupo
experimental.

De acordo com estudos do conteddo
de muco em células, verificamos que ha
maior intensidade de glicoconjugados
neutros no grupo controle e maior
intensidade de glicoconjugados acidos
carboxilados no grupo experimental. Esta
observacao confirma a alteracao do
conteudo dos glicoconjugados das células
mucosas, semelhante ao que acontece no
sistema digestério e urinario de peixes,
anfibios, répteis, aves e mamiferos.”'® Como
o muco 4acido é mais denso, atribui-se a ele
a maior capacidade de protecio e
lubrificagao artificiais, quando as células
mucosas destes 6rgiaos sao expostos a
agentes abrasivos e irritantes.'”"

No periodo de exposigdo nio se
constatou sintomas de intoxicacio ao
fluoreto de sédio como: aparéncia apatica,

Breseghelo, L. etal.

perda de peso, movimentos violentos,
perambulagio errante, perda de equilibrio e
tetania’, apenas verificou-se uma resposta
celular no sentido de adapta¢do ao meio para
o retorno da homeostasia, detectada
sobretudo pela secreciao celular de muco
com caracteristicas de protecdo das
superficies teciduais.

Alguns estudos utilizaram o fluoreto de
maneira determinada e controlada e nio
constataram a¢ao toxica nos usuatios da dgua™.
Estudos citoquimicos tém-se demonstrado
eficazes na identificacdo e caracterizacao de
células de peixes® para uso como modelos
biol6gicos aquaticos que se prestem na detecgao
de variacbes ambientais diversas.

Os efeitos relativos a intoxicag¢ao pelo
fldor em animais e plantas s6 sdo vistos em
uso prolongado, excessivo e inadequado
deste elemento.”

Conclusao

Como nao houve mortalidade dos
peixes durante o petfodo de experimentagao,
com o uso de tratamento cronico, com
valores acima dos recomendados pela
OMS"para uso desta substincia e, que
observamos somente respostas celulares
adaptativas do peixe ao novo ambiente,
entendemos que a concentracio de 5 ppm
de fluoreto de sédio nio ¢ letal e nido
apresenta para o guaru danos significativos
ao comportamento do animal e as estruturas
teciduais e celulares do mesmo.
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Abstract Key-words:
Fluorine is an element much used by man and easily found in nature. Chloride cells.

. . .. . . Fluorine.
Some studies have been catried out on the toxicity of fluorine and its Gills.

cumulative effect on animal tissues. Sodium fluoride is described as
being used in controlling the host of schistosomiasis (Biomphalaria

Mucous cells.
Schistosomiasis.

glabrata). With a view to preserve the aquatic environment, it is
proposed to verify the effect of sodium fluoride on fish (Poecilia



Efeitos do fluoreto de sédio no epitélio da branquia do peixe Guaru (poecilia vivipara) 279

vivipara). Ten fishes were divided into two groups. The first group
was exposed to freshwater with sodium fluoride with a concentration
of 5 ppm for a period of 21 days; the second group was exposed to
freshwater. After 21 days the animals were sacrificed and their gills
removed and processed according to histochemical/histologic
methods and ultrastructural study. The gill leaflets were diaphanized
in xylol. Histologic analyses using hematoxyline-cosin identified
branchial epithelium and revealed mucous and chloride cells. The
histochemical methods to detect glycoconjugate contents of mucous
cells used: PA.S, PA.S. + salivar amylase; P.A.S. + acetylation ; PA.S.
+ reversible acetylation; Alcian blue pH 2.5; Alcian blue pH 0.5; Alcian
blue pH 2.5 + methylation; and Alcian blue pH 2.5 + reversible
methylation. An increase in secretion of mucus and an alteration to
the content of the granules were also observed, suggesting behavior
changes of mucous type to enable these animals to adapt to the

environment, thus altering the concentration of sodium fluoride.
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