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RESUMO

O Tucunaré (Cichla sp.) foi utilizado como modelo de estudo do sistema
nervoso. O presente trabalho identificou o efeito do metilmercario (MeHg) nas
células ganglionares na retina deste animal em situagdo experimental. Foram
utilizados 48 exemplares de tucunaré. Os animais foram expostos a doses
crescentes de metilmercario de 0,5 pg/kg, 1,0 pg/kg e 2,0 pug/kg por injecao
intraperitoneal e foram sacrificados com 15 (n=11) e 22 (n=9) dias de
depuracdo. As andlises morfolégicas das células ganglionares foram
realizadas em montagens planas coradas pela técnica de Nissl (n=12) em
animais controle (n=3) e expostos ao MeHg (n=9). Amostras de retina foram
coletados para medicdo dos valores de HgT pela técnica espectrofotometria de
absorcdo atbmica com amalgamacao em laminas de ouro, através do emprego
do monitor de mercurio SP3D (Nippon Instrument Corporation). Os resultados
encontrados demonstram que a técnica de Nissl € eficiente na marcacdo de
células ganglionares de tucunaré. O animal controle apresenta uma média de
203.964 células ganglionares com um pico de densidade de 18.000
células/mm? e um padréo de distribuicdo celular de alta densidade na regido
ventro-temporal e na regido dorsal caracteristico de animais que se escondem
entre as raizes da vegetacdo. Nos animais expostos ao MeHg, embora se
observe um perfil de distribuicdo celular semelhante ao controle, houve uma
diminuicéo significativa (p < 0,001) da densidade de células ganglionares em
todas as doses utilizadas, sendo que o menor valor encontrado foi relativo ao
grupo de 0,5 pg/kg. As andlises de HgT demonstram que o mercurio ao ser
injetado no animal, nos primeiros quinze se concentra na retina e somente
depois tende a se depositar na musculatura. Os resultados encontrados
sugerem que o efeito do MeHg podem ser danosos para 0 animal,

comprometendo a sua interacdo com o meio.

Palavras chave: Tucunaré, retina, células ganglionares, metilmercurio.
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ABSTRACT

The tucunaré (Cichla sp.) was used as organism to study the nervous
system. This study identified the effects of methylmercury in the ganglion cells
of the retina of this animal in experimental parameters. 48 tucunaré were used
in this study. The animals were exposed to increasing doses of methylmercury
(0.5 ug / kg, 1.0 ug / kg and 2.0 ug / kg), by intraperitoneal injection, and were
afterwards sacrified with 15 (n = 11) and 22 (n = 9) day of purification. The
morphological analysis of ganglion cells retina were analysed on flatmounted
and Nissl staining (n = 12) both in control animals (n = 2) and animals exposed
to MeHg (n = 9). Samples of retina were collected for measuring the values of
HgT through atomic absorption spectrophotometry with amalgamation in layers
of gold, through the use of the SP3D monitor for mercury (Nippon Instrument
Corporation). The results show that the technique of Nissl is effective in labeling
ganglion cells of tucunaré. The control animals showed mean density of
203,964 ganglion cells with a peak density of 18,000 cells/mm? and a pattern of
cellular distribution of high density in the ventro-temporal and dorsal regions,
characteristic of animals that are hiding among the roots of vegetation. In
animals exposed to MeHg, although there is a similar profile cellular distribution
compared with controls, there was a significant decrease (p <0.001) in the
density of ganglion cells at all doses tested; the lowest density was found in the
0,5 ug / kg group. The analysis of HgT showed that the mercury injected in the
animal is concentrated on the retina for the first fifteen days, and only then
deposits in muscle cells. These results suggest that the effect of MeHg may be

harmful to the animal, affecting its interaction with the environment.

Key words: Tucunare, retina, ganglion cells, methylmercury.



1 INTRODUCAO
1.1 O SISTEMA VISUAL DE PEIXES

1.1.1 Aluz no ambiente aquéatico

A luz é a parte visivel do espectro eletromagnético que se propaga
através dos diferentes meios até atingir o olho e formar uma imagem sobre a
retina que sera transformada em sinais elétricos e propagada até o coértex
visual onde seré interpretada (Rodieck, 1998).

A luz que chega ao ambiente aquético e contribui para a visdo dos
peixes, depende tanto da superficie da agua como das condi¢cdes abaixo desta
superficie para se propagar. A proporcdo de luz transmitida através da
superficie depende principalmente do angulo de incidéncia sobre a superficie e
0 estado de agitagdo da mesma. Quanto mais deslocados perpendicularmente
forem estes angulos, mais luz é refletida. Uma vez na coluna de agua, a luz
pode ser absorvida ou espalhada pela agua especialmente pelas particulas
suspensas no meio e, dependendo da natureza destas particulas, diferentes
comprimentos de onda sdo absorvidos. Existem quatro grandes classes de
agentes que absorvem a luz no ambiente aquatico: a agua, que absorve
comprimentos de onda principalmente na faixa de luz ultravioleta, verde e
vermelha; as substancias organicas dissolvidas, que absorvem comprimentos
de onda violeta, azul e verde; o fitoplancton e as particulas inorganicas
dispersas no meio aquatico que absorvem diferentes comprimentos de onda
(Sandstrom, 1999) de acordo com a composicado do pigmento.

Aproximadamente 50% da luz que penetra na agua € composta por
comprimentos de ondas maiores que 780nm. A maioria das radiacOes
ultravioleta e infravermelha se extingue nos primeiros centimetros da lamina de
dgua. A radiacdo infravermelha é convertida em calor nos primeiros
centimetros da coluna de agua e os 50% restantes compreendem o0 espectro
visivel, com comprimentos de ondas que variam entre 400 e 700 nm que
representa o espectro visivel para os animais (Pereira e Soares-Gomes, 2002)
(Figura 1).
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Figura 1: Espectro eletromagnético e absorcdo dos diferentes comprimentos de
luz com a profundidade (Pereira e Soares-Gomes, 2002).



Em funcado da penetracdo de luz no ambiente aquético, a lamina de 4gua
pode ser verticalmente dividida em trés zonas ecoldgicas. A zona mais
superficial, denominada de eufética, se estende desde a superficie até alguns
poucos centimetros de profundidade em regibes de &guas turvas e até no
méaximo 150 metros em aguas muito claras, sendo uma regido caracterizada
por uma grande quantidade de luz. A zona seguinte é a disfética, onde se
encontram peixes e alguns invertebrados que ainda conseguem perceber a luz,
embora a luz nesta zona seja relativamente fraca. A regido mais profunda e
mais ampla € denominada de zona afética e se caracteriza por apresentar uma
intensidade luminosa muito baixa para ser detectada por qualquer sistema

bioldgico (Pereira e Soares-Gomes, 2002).

1.1.2 A dptica dos peixes

O sistema visual dos peixes esta organizado de maneira similar a dos
vertebrados terrestres, muito embora 0s peixes apresentem algumas
adaptacdes morfolégicas e fisioldégicas relacionadas ao meio em que vivem
(Hawryshyn, 1997).

O olho é o grande responséavel pela captacdo de luz no meio aquatico
(Figura 2). A optica dos peixes difere dos animais terrestres fundamentalmente
num aspecto que é a falta da interface ar-cornea, que possui um significativo
poder Optico nos vertebrados terrestres, uma vez que a maior parte do poder
de refracdo reside na cérnea. O indice de refracdo da cOrnea dos peixes é
similar ao do meio que os rodeia o que dificulta uma boa focalizacdo dos
objetos, diminuindo em cerca de 80% o poder Optico dos peixes quando
comparado aos animais terrestres (Easter, 1975). Além disso, a cornea dos
peixes pode possuir varios pigmentos coloridos que serve para diminuir 0s
disturbios de imagem e favorecer a camuflagem do animal, protegendo-o

contra ataque de predadores (Lythgoe, 1979; Fernald, 1993).
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Figura 2. Seccédo vertical do olho do peixe (modificada de Nicol,
1989).
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O cristalino dos peixes € extremamente refrativo com intuito de
compensar o papel da cornea, o que faz com que ele seja bastante denso. O
poder refrativo do cristalino € dado principalmente pela aproximacao deste a
retina, ao contrario do que ocorre em vertebrados terrestres, onde o poder de
refracdo €& dado principalmente pela alteracdo da forma do cristalino
(Hawryshyn, 1997).

A pupila nos peixes € muito semelhante a dos mamiferos terrestres,
muito embora nao apresente uma ampla variacdo do seu diametro pupilar que
favorece o controle da quantidade de raios luminosos que chegam até a retina.
Ali (1959), demonstrou em estudos realizados com o salmao do pacifico® que o
animal ndo possuia nenhuma capacidade de alterar o seu diametro pupilar sob
diferentes condi¢gbes luminosas. Charman e Tucker (1973) corroboraram com
estes achados em um estudo realizado com Carassius auratus onde relataram

que eles apresentam uma variagdo muito pequena do didmetro pupilar mesmo

! O autor ndo apresenta o nome cientifico da espécie utilizada.



em condi¢cOes de grande intensidade luminosa. A auséncia de um mecanismo
de controle pupilar em peixes sobre diferentes condicées de luminosidade
parece ser compensado por movimentos dos segmentos externos dos
fotorreceptores em relagcdo a camada pigmentar (resposta retinomotor), onde
os fotorreceptores na presenca de uma grande quantidade de luz tendem a
penetrar na camada pigmentar (Guthrie e Muntz, 1993).

Os raios luminosos que penetram no olho convergem até a retina e séo
transformados em impulsos neurais. Estas mensagens saem do olho através
das fibras do nervo Optico e séo levadas as areas visuais no cortex cerebral.
Em teledsteos, a maior parte de fibras nervosas que saem de um olho se
projetam para o lado contralateral do cérebro (Hawryshyn, 1997), onde a
informacdo proveniente da retina adquire propriedades espaciais mais
complexas e se associa a informacdes provenientes do cerebelo e outras areas

corticais .(Figura 3).

Tectum éptico

Cerebelo

Telencéfalo

Nervo dptico

Figura 3: Projecéo central da via visual em peixes (Modificado de Guthrie e
Muntz,1993). NGL: nucleo geniculado lateral; NR: nucleo rotundus; DMO:
nacleo oOptico dorsomedial; PT: nucleo prétectal; GPV: nucleo geniculado

medial; C: nucleo cortical.



1.1. 3 Aretinados peixes

A retina é a porcdo do sistema nervoso central responsavel pela
transducdo de informacdo luminosa em informacdo neural, localizada na
por¢cdo posterior do globo ocular tem sua origem embrionéria no tubo neural.

A retina estd organizada em uma estrutura laminar formada por
camadas nucleares, onde se encontram 0s corpos celulares de diferentes
células, intercaladas por camadas plexiformes onde ocorrem o0s contatos
sinapticos entre os grupos celulares.

A energia luminosa é transformada em impulsos elétricos através de
uma rede neuronal que se inicia com os fotorreceptores e, através da
participacdo direta das células bipolares e da modulacdo feita pelos
interneurdnios (células horizontais, amacrinas e interplexiformes), ativa as
células ganglionares que conduzirdo as informacdes para os nudcleos visuais
enceféalicos via nervo optico.

Os fotorreceptores sdo as primeiras células a receber informacdes
luminosas e a transforma-las em energia neural. Existem dois tipos de
fotorreceptores, os cones e o0s bastonetes. Os cones contribuem para visdo na
presenca de luz ou fotopica e os bastonetes sdo ativados em baixos niveis de
luminosidade e mediam a visdo escotopica. Os cones sdo encontrados
organizados aos pares (cones duplos), sozinhos ou em pequenos grupos com
intuito de otimizar a visao fotdpica (Nicol, 1989). Os bastonetes se encontram
agregados em grupos de dez a vinte células com a finalidade de acentuar a
sensibilidade a luz.

O padrdo de organizacdo de fotorreceptores na retina de peixes esta
relacionado principalmente com o habitat do animal e seu estilo de vida. Peixes
noturnos, crepusculares, de grandes profundidades ou de locais de grande
turbidez, possuem uma retina com énfase a sensibilidade luminosa, enquanto
que peixes que vivem em condi¢des fotopicas tém uma retina voltada para a
acuidade visual (Sandstrom, 1999).

As células bipolares favorecem a comunicagdo vertical entre o0s
fotorreceptores e células ganglionares, e esta comunicagdo pode ser de forma
direta ou mediada pelas células horizontais e améacrinas que formam as redes

neuronais laterais. Existem dois tipos de células bipolares, de trés a cinco tipos



de células horizontais e seis ou mais tipos de células ganglionares em
diferentes espécies de teledsteos (Cajal, 1893; Wagner et al., 1998).

Na maioria dos teledsteos existe uma regido de alta densidade celular
denominada de fovea, além de uma variedade de outras regides que também
apresentam uma alta densidade celular dependendo da espécie do animal. Em
Perca sp., por exemplo, existe de quatro a cinco vezes mais cones no
quadrante temporal da retina do que em outras regides (Ahlbert, 1968).

Algumas vezes, existe uma faixa horizontal proeminente ou faixas de
especializacdo celular que podem estar relacionadas com os habitos ou
comportamentos do mesmo. Munk (1970) discutindo a ocorréncia e o
significado destas faixas, concluiu que elas poderiam estar associadas a
deteccdo de objetos no oceano. Collin e Pettigrew (1988 a,b) estudando a
retina de dez espécies de peixes de corais, também concluiram que as
espécies que possuiam uma faixa horizontal bastante marcada habitavam
regides de mar aberto e possuiam uma visao desobstruida da areia e da agua,
enguanto que espécies com uma area de alta densidade celular diferente da

faixa horizontal, viviam restritas a locais sem vista para o oceano.

1.1. 4 As células ganglionares

O estudo de células ganglionares é fundamental para a compreensao do
funcionamento do sistema visual, jA que estas células limitam a acuidade
espacial. As células ganglionares recebem sinais de diferentes células
bipolares e células amacrinas e enviam seus impulsos para o cérebro onde
estes serdo interpretados (Rodieck, 1998). A retina dos vertebrados
caracteriza-se pela distribuicdo desigual das células ganglionares (Rodieck,
1973), com a presenca de regides com densidade celular mais alta, onde a
visdo tem maior resolugdo espacial. Em peixes, o estudo da distribuicdo de
células ganglionares tem demonstrado ser uma eficiente ferramenta na relacao
entre topografia celular e habitat (Hawryshyn, 1997).

Varios estudos sobre células ganglionares foram realizados em peixes,
com intuito de analisar a distribuicdo das células ganglionares marcadas por

diferentes técnicas em diversas espécies de teledsteos, buscando relacionar os



locais de maior densidade de células com o nicho e o habitat do animal (Tabela

1).

Tabela 1: Sumério dos trabalhos realizados com a topografia de

ganglionares de peixes

AUTOR

ESPECIE

HABITAT

REGIAO
DA
RETINA

células

DENSIDADE
CELULAR

Ito e Murakami (1984)

Mednick e Springer

(1988)

Collin e Pettigrew
(1988a)

Collin e Pettigrew
(1988b)

Collin (1988)

Collin e Partridge
(1996)

Sebasticus marmoratus
Novadon modestus

Carasius auratus

Halophryne diemensis
Pomacanthus semicircularis

Amblyglyphidon curacao
Parapercis cylindrica
Cephalopholis miniatus

Balistoides conspicillum

Choerodon albigena
Aulostoma chinensis

Lethrinus chrysostomas

Gymnocranius bitorquatus

Rhinobathus batillum

Myctophum punctatum
Lamoanyctus macdonaldi
Xenodermichthyes copei
Howella sherborni
Scopelarchus michaelsarsi
Argyropelecus aculeatus
Argyropelecus sladeni
Searsia koefoedi
Rouleina attrita
Conocara murrayi
Bathytroctes microlepis
Alepocephalus rostratus
Synaphobranchus kaupi
Platytroctes apus
Bathypterois dubius
Serrivomer beani

Demersal

Nada ativamente a meia
agua

Demersal

Cavernas e fendas
Cavernas e saliéncias
sobre o coral

Plantas dos corais
Areia do coral
Cavernas e saliéncias
sobre o coral

Areas abertas ao longo da
borda do coral

Areas proximas ao coral
Calha do coral ao longo
da borda

Espécies semi-pelagicas
de mar aberto

Areas abertas do coral

Lagoas rasas
Sobre a areia

Temporal
Faixa horizontal

Temporal

Temporal
Faixa horizontal

Ventro-temporal
Ventro-temporal
Dorso-temporal
Temporal

Temporal

Faixa horizontal
Dorso-temporal
Faixa horizontal
Dorso-temporal
Faixa horizontal
Temporal

Faixa horizontal
Dorso-temporal
Faixa horizontal

Temporo-dorsal
Margem nasal

Periferia
Periferia
Temporal
Temporal
Centro-lateral
Centro-lateral
Centro-lateral
Temporal
Temporal
Temporal
Temporal
Temporal
Nasal

Ventral
Temporal
Nasal
Temporal
Nasal
Periferia

1,0 x 10°
2.3x 10

5.0 x10®

0.7 x 10*
0.4 x 10*

1.4x 10*
3.0x 10*
4.0 x 10*
4.7 x 10*

5.1 x 10*
3.5x 10*
8.3 x 10*
5.0 x 10*
4.6 x 10*
1.4 x 10*
5.0 x 10*
4.0 x 10*
6.3 x 10*
2.0x 10*

4.5x 10°
55x 10°

19.4 x 10°
17.1 x 10°
24.3 x 10°
24.5x 10°
46.6 x 10°
50.6 x 10°
30.0 x 10°
23.8x 10°
27.4x 10°
11.2 x 10°
30.8 x 10°
24.6 x 10°
12.6 x 10°
6.3 x 10°

26.2 x 10°
5.3 x 10°

7.8 x 10°

7.3x 10°

12.5 x 10°



Tabela 1: Continuacao

AUTOR ESPECIE HABITAT REGIAO DENSIDADE
DA CELULAR
RETINA

Collin, Hoskins e Argyropelecus affinis Demersal Nasal 34.0 x 10°

Partridge (1997) Argyropelecus gigas Demersal Nasal 31.3x 10°
Argyropelecus aculeatus Demersal Nasal 419 x 10°
Argyropelecus sladeni Demersal Centrolateral 30.0 x 10°
Argyropelecus hemigymnus Demersal Centrolateral 33.0x 10°

Collin, Hoskins e Scopelarchus michaelsarsi Mesopelagico Centrolateral 56.1 x 10°

Partridge (1998)

Ito et al. (1999) Acipenser transmontanus Demersal Temporal/nasal

Bozzano e Collin Scyliorhinus canicula Béntico Temporal 2.3x10°

(2000) Galeus melastomus Bentopelagico Temporal/nasal 2.5x 10°
Etmopterus spinax Mesopelagico Central 0.9 x 10°
Isistius brasiliensis Pelagico Temporal 15x 10°
Hydrolagus mirabilis Bentopelagico Temporal/nasal 1.9x 10°
Galeocerdo cuvieri Pelagico Central 1.9x 10°
Hemiscyllium ocellatum Béntico Central 1.8x 10°
Raja bigelowi Béntico Temporal/nasal 2.2x10°

Mangrum e Dowling Danio rerio Bentopelagico Ventrotemporal 37.0x 10°

(2002)

Douglas et al. (2002) Liposarcus pardalis Demersal Dorso ventral 18.6 x10°

Bailes et al. (2006) Neoceratodus forsteri Demersal

Oliveira et al. (2007) Anableps anableps Faixa horizontal 18.0 x 10°

(hemiretina ventral)

O padrdo de distribuicdo de células ganglionares do Sebasticus
marmoratus e Novadon modestus foi analisado por Ito e Murakami (1984) em
montagens planas de retina utilizando a coloracdo de Nissl. Os autores
observaram a existéncia de uma é&rea de alta densidade celular localizada na
regido temporal, um possivel indicativo de visdo binocular. Além disto,
utilizaram marcacdo com peroxidase de raiz forte para classificar
morfologicamente as células ganglionares, levando em consideracéo tamanho,
forma, localizacdo do corpo celular, assim como o padrdo de arborizacéo
dendritica. Estes autores encontraram seis diferentes tipos de células
ganglionares assim classificados: 1) tipo I, células com corpo celular pequeno,
arredondado ou oval, com um diminuto campo dendritico localizado na camada
plexiforme interna; 2) tipo Il, células semelhantes ao tipo I, mas com o campo
dendritico mais proximo a camada de células ganglionares na regido mais
interna da camada plexiforme interna; 3) tipo lll, células com corpo celular de

tamanho médio e dendritos amplamente espalhados na camada plexiforme



10

interna, mas com poucas ramificacdes; 4) tipo IV, células com corpo celular
largo, com dendritos bastante ramificados, espalhados em uma area reduzida
da camada plexiforme interna; 5) tipo V, células com corpo celular largo, de
varios formatos, deslocados na camada nuclear e dendritos estendidos em
todas as direcfes da camada plexiforme interna, ocupando uma grande area; e
6) tipo VI, células com corpo celular bastante grande, com a arvore dendritica
confinada em uma area triangular e trés ou quatro ramificacfes se estendendo
para a periferia da retina.

Utilizando as técnicas de coloracdo com azul de metileno e cresil violeta,
Mangrum e Dowling (2002) observaram a distribuicdo de células ganglionares
na retina do Danio rerio, encontrando valores médios de 12.000 células/ mm?
na retina dorso-nasal e um pico de densidade celular localizado na regido
ventro-temporal de 37.000 células/mm?. A localizacdo deste pico de densidade
celular estaria relacionada ao habito alimentar do animal que captura o
alimento que se encontra flutuando na superficie da agua utilizando um espaco
visual superior e frontal. Os mesmos autores através da técnica de marcacao
retrograda do nervo o6ptico por granulos de Dil (Dil C18) identificaram onze
tipos diferentes de células ganglionares em retina de Danio rerio baseados nos
critérios de comprimento, largura do corpo celular, profundidade de
estratificacdo na camada plexiforme interna, espessura da estratificacao,
largura total da arvore dendritica e padrédo de ramificacdo na arvore dendritica
(Figura 4).

A distribuicdo de células ganglionares na retina do Carasius auratus foi
investigada por Mednick e Springer (1988) através da técnica da aplicacao da
lisina-cobalto no nervo éptico do animal por vinte e quatro horas. O numero de
células ganglionares diminui com o0 aumento da area da retina, ou seja, retinas
de tamanhos pequeno e grande (comprimento do animal variando de 2 a 9 cm),
diferem na percentagem de células ganglionares encontradas na camada de
células ganglionares, no entanto, em ambos 0s tamanhos, a maior densidade é
encontrada na regido temporal com valores totais de 75% de células
ganglionares nas retinas menores e 50% de células ganglionares nas retinas
maiores, o restante de células da regido temporal possivelmente sejam células

amacrinas deslocadas.
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Tipo | Diagrama Esquematico

Figura 4: Células ganglionares em retina da Danio rerio (Modificada de

Mangrum e Dowling, 2002)

A andlise das células ganglionares de cinco espécies de peixes
encontrados em recifes de corais foi realizada por Collin e Pettigrew (1988b),
utilizando a técnica de marcacao pela coloracdo de Nissl em montagens planas
de retina, onde perceberam que animais que possuiam uma maior densidade
de células ganglionares localizadas em uma faixa horizontal,
caracteristicamente habitavam regides do recife mais voltadas para o mar
aberto. Em contrapartida, em outro estudo realizado pelos mesmos autores
(Collin e Pettigrew,1988a), com outras espécies de peixes, notaram que as
espécies que possuiam areas de alta densidade celular que nédo fosse
localizadas em uma faixa horizontal, normalmente eram encontradas em areas
mais circunscritas do recife.

Collin (1988) estudou a retina duplex de Rhinobathus batillum e

encontrou um padrdo de distribuicdo de células ganglionares em duas
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camadas, com uma grande propor¢cdo de células ganglionares deslocadas
encontradas na camada plexiforme interna. A analise topogréafica das células
ganglionares revelou que existem duas regides de grande densidade celular, a
margem nasal e a regido temporo-dorsal. A presenca destas duas areas de
densidade celular pode estar relacionadas com o0 aumento da visédo
panoramica do meio ambiente o que contribui para a natureza predatéria do
animal. A marcacéao retrégrada com lisina-cobalto revelou trés tipos celulares:
células pequenas, com corpo celular entre 20 a 50 um?; células grandes, com
corpo celular entre 80 e 300 pm? e células gigantes com corpo celular maior
que 300 um?.

A densidade de células ganglionares através da coloracdo de Nissl em
dezesseis espécies de peixes do fundo do mar de diferentes profundidades,
habitats e zonas foticas foi observada por Collin e Partridge (1996). Nas
espécies mesopelagicas, a densidade celular aumenta na retina marginal,
realcando a visdo periférica. Algumas espécies bénticas, possuem uma area de
alta densidade na retina temporal com o gradiente de células centro-periferia
na proporcdo de 30:1. Estes dados sugerem que os peixes do fundo do mar
usam uma regido especifica do campo visual para acuidade visual, 0 que pode
ser uma vantagem para deteccdo e localizacdo de fontes de Iluz
bioluminescentes.

A avaliacdo da topografia das células ganglionares em retina de dez
espécies de peixes do fundo do mar que possuem olhos tubulares foi estudada
por Collin et al., (1997). Olhos tubulares sdo olhos imoéveis que possuem um
grande e esférico cristalino e subentende um grande campo visual binocular
direcionado dorsalmente ou rostralmente. Sao derivados de olhos néo
tubulares laterais e sdo compostos por uma fina retina principal onde ocorre a
focalizacdo da imagem, direcionando a visédo binocular e uma retina acessoria,
lateral relacionada com a visdo monocular lateral. A distribuicdo de células foi
analisada em montagens planas de retina. Em todas as espécies, a retina
principal apresentou um aumento de densidade celular no sentido centro-
perifera na proporcao de 60:1, o que favorece a visao binocular.

A retina do Scopelarchus michaelsarsi, um peixe mesopelagico com

olhos tubulares foi estudada por Collin, Hoskins e Partridge (1998). Os autores
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identificaram uma regido de alta densidade de células ganglionares na retina
principal, localizada na regidao centrolateral. O padrao de distribuicdo das
células ganglionares sugere a percepcdo da presa em movimento o corrobora
com o habito do animal que se alimenta de presas que se encontram a meia
agua.

O padrao de distribuicdo de células ganglionares em retina de Acipenser
transmontanus foi analisado por Ito et al. (1999) em células marcadas por Nissl,
onde areas de maior densidade forma encontradas na retina temporal e nasal e
uma densa faixa de células ganglionares foi observada no eixo horizontal, entre
as areas de alta densidade. A densidade de células na retina dorsal é
extremamente baixa o0 que sugere uma acuidade visual reduzida no campo
visual ventral.

Bozzano e Collin (2000) examinaram a distribuicdo de células
ganglionares em oito espécies de elasmobranquios de diferentes
profundidades e hébitos. Na maioria das espécies, a andlise topografica, revela
uma faixa horizontal proeminente ao longo do meridiano dorsal da retina em
conjunto com uma ou mais regibes de alta densidade. O aumento de
densidade nesta regido sugere uma maior acuidade visual no campo de visao

ventral do animal.

1.2 INTERVENCAO ANTROPICA NO AMBIENTE AQUATICO

Os efeitos adversos das atividades humanas sobre o ambiente
representam uma grande preocupacdo, principalmente a contaminacao
ambiental por substancias quimicas em virtude de um aumento nha
industrializacdo e dos usos intensivos dos recursos naturais pela agropecuaria,
silvicultura e mineragao (Fernicola e Oliveira, 2002). O aumento das emissoes
de poeiras e de gases inorganicos e organicos € uma ameacga para 0 ambiente
e para a saude humana (Teles et al., 2002), assim como, 0 aumento da
emissdo de metais toxicos e de alguns compostos quimicos organicos
persistentes (POPS), representam perigo ndo somente para 0S organismos
humanos como para toda a vida selvagem (Fernicola e Oliveira, 2002).

A biota aquética esta constantemente exposta a uma infinidade de

substancias toxicas lancadas no ambiente, oriundas de diferentes fontes de
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emissdo. A descarga de lixos toxicos provenientes de efluentes industriais, dos
processos de drenagem agricola, dos derrames acidentais de lixos quimicos e
dos esgotos domésticos lancados em rios e mares contribui para a
contaminagcdo dos ecossistemas aquaticos com uma ampla gama de agentes
toxicos, como chumbo, o cddmio e o mercurio que ao serem liberados no
ambiente causam um grande impacto ecologico principalmente porque séo
assimilados na cadeia trofica, trazendo muitas vezes danos irreversiveis aos
organismos expostos (Azevedo, 2003).

O mercario (Hg) € um metal toxico com um amplo espectro de acgao
sobre os tecidos dos vertebrados. As relagOes diretas entre as atividades
profissionais que utilizam o metal comecaram a ser investigadas apds o uso
indiscriminado de mercurio e seus derivados. Atualmente, conhecem-se melhor
os efeitos nocivos dos compostos organicos do metal para a salde humana e

de outros animais (Azevedo, 2003).

1.3 MERCURIO

Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, 0 crescimento das
atividades econémicas e industriais tem aumentado de maneira proporcional a
utilizacdo de mercurio (Hg) e seus derivados e, consequentemente, da
contaminacgdo do ambiente (Olivero et al., 1997).

Uma das possiveis vias de exposicdo ao mercurio na espécie humana é
através da ingestdo de alimentos intoxicados, principalmente peixes?®. Isto se
torna um problema agravante em comunidades onde esta € a base da
alimentacdo (Bidone et al.,, 1997). Uma evidéncia para esta afirmativa foi
proveniente de estudos realizados por Malm et al. (1990) em duas populacdes
proximas as areas de garimpo, onde quantidades elevadas de Hg s&o lancadas
no ambiente. Em ambas as populac¢des, observou-se que o nivel de mercurio
total presente no cabelo de individuos estava acima dos aceitaveis pela WHO
(1990). Para os individuos oriundos de uma regido de garimpo no estado do
Mato Grosso, os valores encontravam-se na faixa de 0,4 a 6,3 ppm (média de

2.4 p.p.m de mercario), enquanto que em individuos oriundos da regidao do

% 0 que depende principalmente da cinética do Merciirio em ambientes aquéticos e ndo de
caracteristicas intrinsecas dos peixes.
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Tapajos estes valores estavam entre 10.0 a 31.8 ppm (média de 18.7 ppm de
mercurio). A grande diferenga na concentracdo de mercurio total encontrada
nas duas populacdes foi relacionada ao fato de que somente na Regido do
Tapajés a base de alimentacdo protéica da populacdo era o pescado,
tornando-se evidente a relacdo direta entre a quantidade de mercurio
encontrado e o consumo de peixes contaminados.

Varios estudos foram feitos para se investigar o nivel de mercurio em
diferentes espécies de peixes da regido (Tabela 2). Agaki et al (1995),
analisaram a concentracdo de mercurio total (HgT) e metilmercurio (MeHg) em
cabelo humano e exemplares de peixes em cinco vilas localizadas na Bacia do
Rio Tapajos (Rio Teles Pires, Rio Rato, Brasilia Legal, Itaituba, Santarém). No
Rio Teles Pires, o jau apresentou o maior valor de HgT, 3,82 ng/g; no Rio Rato,
o maior valor encontrado foi de 1,60ng/g em peixe-cachorro; na vila de Brasilia
Legal, o tucunaré apresentou os maiores valores de HgT, 1,16 ng/g ; na vila
localizada proxima a ltaituba, o maior valor encontrado foi de 1,0 ng/mg em
filhote e na vila proximo ao municipio de Santarém, os valores de HgT
estavam baixos, sendo que o maior quantidade de HgT foi encontrada no
apapa e foi de 0,39 ng/mg.

Os niveis de Hg nas principais espécies de peixes utilizadas para o
consumo humano no reservatério de Tucurui e Rio Moju foi determinado por
Porvari (1995). As concentragdes mais altas de Hg foram encontradas nos
peixes predatorios (piranha: 2,6+0,91 mg Hg/kg, N = 15; pescada: 1,2+0,58 mg
Hg/kg, N = 33 e tucunaré: 1,1+0,81 mg Hg/kg, N = 53). Estes valores estdo
acima do permitido que é de 0,5 mg Hg/kg (WHO, 1976) e 1,0 mg Hg/kg
(ANVISA, 1998) em peso fresco de peixes.

Em trabalhos realizados na comunidade do posto indigena de Sai Cinza,
Reserva Munduruku, municipio de Jacareacanga, Brabo et al. (1999),
verificaram que a concentragdo média de mercurio nos peixes carnivoros foi de
0,293 ug Hg/g (DP = 0,104). Deste grupo, o barbado (N = 03), o surubim (N =
01) e a traira (N = 07) apresentaram as concentracfes medias mais altas entre
os intervalos de 0,322 a 0,419 pg Hg/g. O tucunaré (N = 17), apresentou
valores médios entre 0,267 e 0,049 ug Hg/g. Neste estudo, também
demonstrou-se que o pescado representa a dieta basica diaria em 100% dos

individuos entrevistados, sendo consumido no minimo trés vezes por dia.
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Apesar do pescado consumido pela populacdo de Sai Cinza estar com as
concentragbes médias abaixo das consideradas prejudiciais a saude humana,
0S autores sugerem que a frequéncia e a quantidade/dia ingerida sao
componentes essenciais na avaliacdo do risco de intoxicacdo por mercurio.

As concentracdes totais de mercurio em diferentes espécies de peixes
no municipio de Itaituba foi avaliado por Santos et al. (2000) na bacia do rio
Tapajés. Altas concentracdes de mercuario foram encontradas nas espécies
carnivoras na faixa de 112,4 -2250 pg Hg/g, enquanto que em peixes
dentritivoros, herbivoros e omnivoros, os niveis achados estavam entre 3,2 e
309,8 ug Hg/g, valores aceitaveis pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO,
1976). Dentre as espécies carnivoras, o surubim (N = 10) e a dourada (N = 10)
tiveram as maiores concentracbes de mercurio, sendo que o surubim
apresentou a melhor relagdo concentracdo de mercurio/peso do animal. No
tucunaré (N = 10), também foram encontradas elevadas concentracdes de
mercurio, (214,4 — 610,5 pg Hg/g, com uma média de 375,9 £155,3 ug Hg/qg).

1.4 O MERCURIO NO SISTEMA NERVOSO

O sistema nervoso de vertebrados € bastante afetado pela intoxicacdo
mercurial e muitas vezes este quadro é irreversivel. Em varias espécies
estudadas, o mercurio demonstrou ser um elemento neurotoxico, com evidente
prejuizo no desenvolvimento embrionério e fetal, resultando no dano cerebral e
comprometimentos comportamentais e cognitivos em seres humanos
(Carpenter, 2001).

Em ratos expostos ao cloreto de metilmercurio (MeHg), observou-se o
aparecimento de lesdes nos nervos periféricos, nervos sensoriais, estruturas da
espinha dorsal e células cerebelares, onde o principal mecanismo de dano foi a
apoptose (Nagashima,1997).

Em trabalhos realizados com intuito de avaliar a distribuicdo de mercurio
organico e inorganico em diferentes tecidos de cérebro, rim, figado e pele da
doninha e da lontra, observou-se que a maior concentracdo de metilmercurio

era encontrada no cérebro destes animais (Evans et al., 2000).
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Tabela 2: Concentracdo de mercurio total (HQT) em diferentes espécies de

peixes
AUTOR ESPECIE | ESTRATEGIA LOCAL NUMERO DE | CONCENTRACAO
T ] ) I 0
Agaki et al Piraiba Predador Rio Teles Pires 3,82 ng/mg
(1995) Peixe- Predador Rio Rato - 1,60 ng/mg
cachorro Rio Tapajés -
Tucunaré Predador (Brasilia legal) - 1,16 ng/mg
Filhote Predador Rio Tapajés - 1,0 ng/mg
Apapa Predador (Itaituba) 0,39 ng/mg
Rio Tapajés
(Santarém)
Porvari Piranha Predador Bacia do 15 2,6 mg/kg
(1995) Pescada Predador Tocantins 33 1,2 mg/kg
Tucunaré Predador 53 1,1 mg/kg
Brabo etal Tucunaré Predador Jacareacanga 17 0,322 a 0,419 pg/g
(1999) Surubim Predador 01 0,322 a 0,419u9/g
Traira Predador 07 0,322 a 0,419ug/g
Barbado Predador 03 0,267 a 0,049ug/g
Santos et  Surubim Predador Itaituba 10 215,0 a 1757 ug/g
al (2000) Dourada Predador 10 212,0 a 13560ug /g
Tucunaré Predador 10 214,4 a 610,5 pg/g
Filhote Predador 10 112,4 a 891,8 ug/g
Pesacada Predador 10 331 a 2250 ug/g
branca Predador 10 476,7 al226,1 ug/g
Sarda

Fémeas gestantes de primatas foram expostas ao vapor de mercurio a
diferentes concentracdes e diferentes nimeros de dias. Os filhotes foram
sacrificados em intervalos de tempo variaveis entre um més e trés anos, 0s
olhos foram analisados e constatou-se que por¢cdes ndo mielinizadas dos
neurdnios estavam altamente carregadas com depdésitos de mercuario, como as
paredes de capilares, as células gliais, e o epitélio pigmentar, levando a um
dano potencial a retina neural (Warfvinge e Bruun, 1996).

Varios estudos foram realizados em diferentes espécies de peixes para
avaliar o efeito do mercurio sobre estes animais. Em peixes, o MeHg, penetra

rapidamente no organismo e é assimilado pelas visceras e branquias, se liga



18

as células sanguineas e é transportado para todos os 6rgaos (Wiener e Spry,
1996). O sistema nervoso central é o principal alvo do mercurio, sendo que a
maior quantidade de mercurio é encontrada no cérebro (Ginblin e Massaro,
1973; Hawryshyn e Mackay, 1979; Olson et al., 1978), excedendo
enormemente os valores encontrados na musculatura (Miettinen et al., 1970),
provavelmente devido a alta concentracdo de grupos sulfidrilas que se ligam de
forma irreversivel com o MeHg (Manalis e Cooper, 1975). Os olhos também
sao afetados pelo o MeHg, levando a uma diminuicdo na sensibilidade visual,
alterando tanto a via fotépica quanto a via escotdpica em peixes expostos ao
MeHg (Hawryshyn e Mackay, 1979). O MeHg também altera o comportamento
de fuga frente ao predador, aumentando a vunerabilidade de predacdo do
animal, contribuindo significativamente para modificacdes na cadeia alimentar
(Webber e Haines, 2003).

1.4.1 O mercdrio no sistema visual

A intoxicacdo severa por MeHg provoca déficits visuais em humanos
caracterizados por limitagcdo do campo visual (Cavalleri et al., 1995; Lebel et al.,
1996; Lebel et al., 1998; Cavalleri e Gobba, 1998; Damin, 2000; Silveira et al.,
2003; Urban et al.,, 2003; Silveira et al., 2004; Ventura et al., 2004; Canto-
Pereira et al., 2003; Ventura et al., 2003a; Ventura et al., 2003b; Ventura et al.,
2003c; Ventura et al., 2005; Simdes, 2004; Lago, 2005; Santana, 2006).

Existem poucos relatos na literatura dos efeitos do MeHg sobre a retina
de peixes. Hawryshyn e Mackay (1979) e Hawryshyn et al., (1982) foram os
primeiros a evidenciarem que na retina de truta arco-iris houve uma diminuicéo
da sensibilidade visual, tanto na visédo fotOpica como na visdo escotopica, apos
injecOes peritoneais de cloreto de MeHg por kilo de peso, com doses variaveis
entre 0; 2,3; 4,6 e 6,2 mg/kg (Hawryshyn e Mackay, 1979) e 1,9; 4,6; 6,2 mg/kg
(Hawryshyn et al., 1982), aplicadas anteriormente as nadadeiras pélvicas.
Alguns estudos relatam seu efeito danoso no nervo oOptico, camada nuclear
interna e células ganglionares (Merigan,1979 e Castodi et al., 2003).

Em um trabalho realizado com trairas (Hoplias malabaricus) (Bonci et
al.,2006) expostas em laboratorio a doses de 2 e 6 ug/g de MeHg, demonstrou

que o MeHg altera de forma dose-dependente a densidade de células
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amacrinas imunoreativas a parvalbumina, além de diminuir a densidade de
células bipolares imunoreativas a PKCa . sugerindo que o MeHg possa estar
influenciando no processamento retiniano da visdo escotdpica do animal. A
traira por ser um peixe de habitos noturnos, prefere locais com bastante
vegetacdo e agua turva, sofreria assim alteracdes significativas no
processamento da informagao visual.

Também nesta espécie, o efeito do MeHg na amplitude de respostas a
luz dada pelas células horizontais foi avaliado. A intoxicagéo foi realizada por
injecdo intraperitoneal (0.01; 0.05; 0.1; 1.0; 2.0 e 6.0 mg/kg. ) e trofica (0.75 (N
= 1 retina), 0.075 (N = 8 retinas) ou 0.0075 (N = 4 retinas) mg/kg por kilo de
peixe). Os resultados encontrados sugerem que a intoxicagdo com MeHg afeta
a resposta eletrofisiologica das células horizontais, aumentando ou reduzindo a
amplitude em comparacdo aos animais controle, sendo que estes efeitos
podem estar relacionados com a dose e/ou 0 modo de administracdo, ja que a
amplitude de resposta foi mais baixa que nos controles em individuos expostos
a concentracdes de 0,01, 0,05 e 0,1 mg/kg e nenhuma resposta foi registrada
em doses de 1,0, 2,0 e 6,0 mg/kg. Na administracao tréfica, amplitude de
resposta foi mais alta que em individuos controle nas exposicées de 0,075 e
0,0075 mg/kg e menor em individuos expostos a 0,75 mg/kg (Tanan et
al.2006).

1.5 O TUCUNARE COMO MODELO DE ESTUDO

Existem cerca de diferentes 200 espécies de peixes com importancia
comercial na Amazoénia (Ferreira et al.,1998). O tucunaré é um peixe nativo da
regido amazonica pertencente a familia Cichlidae que € constituida por varios
géneros e espécies distribuidas na Africa e Américas do Sul e Central
(Machado-Allison, 1977). Na regido amazobnica, do Pantanal e Araguaia, 0
género Cichla é popularmente conhecido como tucunaré, constituida por varias
espécies: Cichla ocellaris (tucunaré agu ou tucunaré comum), Cichla temensis
(tucunaré pinima ou tucunaré .sp. (Ferreira et al., 1998) (Figura 5).

O tucunaré é um predador por exceléncia (Machado, 1983) e usa a visédo
como um instrumento essencial no seu comportamento de predacéo. (Zaret,

1980). Além disso, o animal apresenta carne muito saborosa tornando-se uma
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importante fonte para comercializacdo (Ruffino e Isaac, 1995, Castilhos et. al,
2001).

Em vérios peixes, foram realizados estudos sobre os efeitos do mercurio
em processos de absorcao intestinal e distribuicdo subcelular (Olson et al.,
1978); nefrotoxicidade (Trump et al.,1975), toxicologia enddcrina (Joy e
Kirubaragan, 1989), histopatolégicos em branquias, epitélio olfativo, figado e
rim (Oliveira Ribeiro et al., 2002), sistema nervoso e musculos (Hawryshyn e
Mackay, 1979) e sistema visual (Hawryshyn et al., 1982). Em tucunaré,
entretanto, todos os trabalhos relacionados ao mercurio sdo voltados para
somente a investigacao dos processos de bioacumulacao e biomagnificacdo do
MeHg, ndo havendo relatos de possiveis alteracées morfoldgicas nos tecidos

assim como tais alteracdes podem modificar a ecologia do animal.

Figura 5:Cichla sp.(Modificada de img.mercadolivre.com.br/jm/img?s=LIB&f=87607238_388.jpg).
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2 OBJETIVOS

2.1. Geral
Identificar alteracdes quantitativas de células ganglionares na retina do

tucunaré sob o efeito de MeHg em situacédo experimental.

2.2 Especificos

Descrever o padrao de distribuicdo das células ganglionares na retina de

tucunaré controle através de técnica de coloracéo de Nissl;

Comparar o numero de células ganglionares na retina de animais

controles e expostos em laboratorio a diferentes doses de metilmercurio;

Medir e relacionar as concentracdes de mercurio total (HgT) em amostra

de retina.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 48 exemplares de tucunaré (Cichla sp.) provenientes da
Piscicultura Sdo Geraldo (Sertdozinho/SP). Os animais foram climatizados por
um periodo de quinze dias em quatro aquarios de vidro com dimensdes de 45
centimetros de comprimento por 25 centimetros de largura e 35 centimetros de
altura, mantidos em ciclo de 14 horas de luz por 10 horas de escuro, com
temperatura ambiente de 27°C, pH de 7,3 e 4gua reconstituida (ABNT2) antes
de serem expostos ao metilmercario.

O MeHg (Sigma) utilizado na exposicdo dos animais foi diluido a partir
de uma solucdo estoque de 100 mg/ml dissolvida por agitacdo em &agua
destilada e acondicionada a temperatura de 20°C na geladeira. Toda
manipulagéo do MeHg foi realizada com uso de EPIs e a temperatura de 22°C
para evitar a evaporacao durante o0 uso.

ApoOs a climatizacdo, os animais foram expostos em laboratorio a doses
crescentes de MeHg preparadas por diluicdo a partir da solucdo estoque nas
concentracdes de 0,5; 1,0 e 2,0 pg/kilograma do animal.

A exposicado dos animais ao MeHg foi realizada por via intraperitoneal
uma unica vez. Apés a intoxicac¢do, os animais foram separados em grupos de
acordo com a dose injetada (0,5; 1,0 e 2,0 pug/kg), com 12 individuos por dose,
mais o grupo controle (CTR), também composto por 12 individuos que foram
expostos a solucdo salina, totalizando os 48 exemplares utilizados neste
estudo. Todos os animais foram mantidos nas mesmas condi¢cdes descritas
previamente.

Aproximadamente 40% da amostra morreu em até 24 horas ap0s a
exposicdo. Dos animais restantes, onze foram sacrificados com 15 dias de
depuracéo e nove com 22 dias de depuracéo. As retinas (n=40) de 20 animais
foram utilizadas em estudo morfolégico de células ganglionares (n=32) e
quantificacdo de mercurio total (HgT) (n=8).

A intoxicagao dos peixes em laboratoério foi desenvolvida no Laboratorio
de Psicobiologia e Psicopatologia Experimental, sob orientacdo do Prof. Dr.

Amauri Gouveia Junior do Departamento de Psicologia da Faculdade de



23

Ciéncias da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
(UNESP/Bauru).

Os procedimentos experimentais foram feitos em obediéncia as normas
da ARVO (The Association for Research in Vision and Ophthalmology) e
SBNEC (Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento).

A tabela 3 apresenta um resumo dos animais utilizados neste trabalho,
com comprimento, peso e dose de metilmercurio (MeHg) utilizada. Somente em
60% destes animais (n= 12), destacados em negrito, foi possivel a realizacéo
de todos os procedimentos experimentais, sendo os demais descartados da

andalise.

3.2 PROCEDIMENTOS MORFOLOGICOS

3.2.1 Enucleacéao, disseccdao e fixacado da retina

Os animais foram anestesiados e ap0s a seccdo medular, o cérebro foi
destruido com o auxilio de um espinalador e os olhos enucleados. A referéncia
do plano dorsal foi realizada com a aplicacdo de um alfinete histolégico na
superficie esclero/corneana, antes da retirada do olho para posicionar a retina
do animal. O globo ocular foi retirado cuidadosamente com o auxilio de uma
tesoura de ponta romba até o completo desprendimento do olho, com a secc¢éo
do nervo éptico.

Os procedimentos de disseccao da retina foram realizados utilizando-se
um estereomicroscépio (Carl Zeiss) em baixo aumento e instrumentos para
cirurgia oftalmoldgica. Com auxilio de pingas e bisturi, inicialmente foi retirada a
calota anterior, tomando-se o cuidado de ndo perder a orientacdo da retina do
animal, a seguir, foram realizados cortes radias para a visualizagéo de todas as

camadas da retina.
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Tabela 3: Animais utilizados, comprimento, peso e dose de MeHg

ANIMAL MASSA COMPRIMENTO DOSE MeHg

(gramas) (centimetros) | UTILIZADA (ug/kg)

TC050204J 4,6 6,6 CTR*
TC050204K 7,8 7,1 CTR
TCO050211L 6,8 7,0 CTR
TC050211M 3,6 6,0 CTR
TC090108E 4,0 6,3 CTR
TCO050204A 8,0 8,5 0,5
TC050204B 5,8 6,7 0,5
TC050204C 5,0 7,0 0,5
TCO050211N 7,7 7,5 0,5
TC0502110 8,0 7,8 0,5
TC050204G 4,5 7,0 1,0
TC050204H 6,2 7,0 1,0
TC050204I 7,6 8,0 1,0
TCO050211P 8,4 7,9 1,0
TC050211Q 6,1 7,2 1,0
TCO050211R 5,8 7,4 1,0
TC050204D 9,5 8,2 2,0
TCO050204E 6,0 7,8 2,0
TCO050204F 7,1 8,2 2,0
TC050211S 5,6 7,8 2,0

*CTR: Animal controle
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As retinas foram fixadas por imersdo em solugdo fixadora de
paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato 0,1M por 3 horas a temperatura
ambiente, sendo depois armazenadas em tampao fosfato 0,1M e mantidas sob
refrigeracdo até o momento de sua utilizacdo ou com formaldeido diluido em
solucédo salina 0,9% na proporcao de 1:9, sendo armazenadas neste fixador a

temperatura ambiente até o momento da utilizacao.

3.2.2 Montagens Planas

Nas montagens planas foram utilizadas 32 retinas. O humor vitreo foi
retirado o mais completamente possivel ja que grandes quantidades deste
material acumulam-se muito ao corante prejudicando a visualizacdo das
células. Depois de fixada, a retina foi montada em |amina gelatinizada com
meio de montagem de Fol, procurando-se desfazer todas as dobras existentes.
A seguir, um papel filtro embebido em solucéo de formaldeido 10% foi colocado
sobre a retina e sobre ele uma laminula de vidro, formando um sanduiche,
sendo o conjunto disposto em uma cuba com uma solugdo de nove partes de
alcool etilico absoluto para uma de formaldeido, por 12 horas para o completo

aplanamento da retina.

3.2.3 Método de Nissl

O Método de Nissl foi realizado para a quantificacdo da populacéo total
de células ganglionares.

Para a coloracdo com acetato de cresil violeta, apds o desmonte do
sanduiche, a retina passou pela seguinte bateria de coloracao:

a) Etanol 95% - 2 minutos

b) Etanol 100% - 2 minutos

c) Etanol/xilol - 2 minutos

d) Xilol — 2 minutos

e) Etanol 100% - 2 minutos

f) Etanol 95% - 2 minutos

g) Etanol 70% - 2 minutos

h) Etanol 50% - 2 minutos
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i) Agua destilada - 30 segundos

J) Acetato de cresil violeta 0,3% — 1 a 10 minutos, controlado no
microscopio o tempo de coloragao

k) Agua destilada (lavagem rapida) — 30 segundos

[) Etanol 70% - 1 minuto

m) Etanol 70% + 3 gotas de &cido acético - 1 minuto

n) Etanol 95% - 1 minuto

o) Etanol 100% - 1 minuto

p) Etanol/xilol — 5 minutos

g) Xilol - 1 minuto

r) Montagem entre lamina e laminula com Permount

3.2.4 Andlise microscopica

A analise dos resultados foi realizada em microscopio O6ptico de
fluorescéncia (Olympus BX41) e uma lupa (Olympus SZX12) dotados de uma
maquina digital (E-500 Olympus) com 8.0 megapixel. As imagens foram
capturadas e processadas em computador com auxilio dos programas Image J
1.40G (Wayne Rasband National Institutes of Health, USA), Microsoft Office
Excel 2007 (Microsoft). Ao fim das contagens os valores encontrados geraram
mapas de distribuicdo celular ao longo de toda a retina através da utilizacdo do
software DeltaGraph 5.0 (Delta Point, Monterey, CA , USA).

3.2.5 Estimativa da densidade celular

Para a estimativa da densidade celular, primeiramente, eram originados
mapas de contornos das retinas antes e apds o processamento histoldgico com
o material ja montado e auxilio de um ampliador fotografico (Opemus 6
Standard, Meopta), estes mapas foram digitalizados com um scanner de mesa
(Genius) e salvos em formato JPEG e trabalhados no Image J para o calculo
da area da retina.

Também foram gerados mapas de contornos retinianos em papel
milimetrado para auxiliar nas contagens das células ganglionares. Nestes

mapas, montados de acordo com as coordenadas XY do microscopio, foi
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marcado 0 ponto zero na retina, sobre o nervo Optico, e definiu-se a
excentricidade como uma determinada distancia de uma célula ao ponto zero
da retina, expresso em milimetros (mm). As contagens foram realizadas ao
longo de toda a retina, em intervalos regulares de 1mm. Ao fim das contagens,
0 numero de células foi convertido para células por milimetro quadrado,
utilizando-se a seguinte equagdo matematica:

Células/mm?=ntimero de células encontradas x area da gradicula (63,02)
em mm?.

O namero total de células ganglionares foi obtido pela soma dos valores
de densidade celular estimado pelas contagens ao longo de toda a retina.

3.3 ANALISE DE HgT

A andlise de Hg total (HgT) presente nas amostras se deu através
espectrofotometria de absorcdo atdmica com amalgamacdo em laminas de
ouro, através do emprego do monitor de mercario SP3D (Nippon Instrument
Corporation). A técnica utilizada neste equipamento é a solubilizacdo das
amostras em acidos sob aguecimento, reducdo com cloreto estanhoso e
posterior leitura dos contetdos de Hg por fluorescéncia atdmica. A atomizacao
direta das amostras se deu por aguecimento das mesmas a temperatura de
800 °C com posterior leitura do gas formado no analisador de Hg.

Todos o0s instrumentais utilizados durante o procedimento foram
previamente lavados em permanganato de potassio, sabdo neutro e agua
destilada, ficando por cerca de 12 horas em &cido nitrico livre de Hg (SIGMA),
antes das amostras serem submetidas a analise de Hg.

As retinas foram dissecadas e armazenadas a —20 ° C em tubos de
vidro lavados conforme descrito anteriormente.

O material a ser analisado era pesado e colocado em um recipiente
sobre uma camada de Hidroxido de Célcio (Ca(OH),), sobre ele, acrescentava-
se uma camada de Hidroxido de Calcio + Carbonato de Sadio (Na,COs), outra
de Hidroxido de Aluminio (AlI(OH)3) e mais uma de Hidroxido de Calcio +
Carbonato de Sédio. A seguir a montagem era levada ao espectrofotbmetro e

em cerca de quinze minutos o material era quantificado. Todas as analises
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foram realizadas em conjunto com a andlise de padrbes de referéncia
internacional.

Todos os procedimentos de espectofotometria foram realizados no
Laboratério de Toxicologia do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade

Federal do Para.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos, tanto dos animais controle como dos animais
tratados por metimercurio foram analisados estatisticamente utilizando o
programa Minitab 13.0 (Globaltech). Para as analises morfologicas, dado o
pequeno tamanho das amostras, uma analise de reamostragem das diferencas
entre as medianas de cada grupo foi feita através de 1000 re-amostras por
"bootstrapped” foram geradas e a diferenca entre as medianas foi calculada. A
partir dos valores criticos para a estatistica H do teste de Kruskal-Wallis, p-
valores associados foram calculados. Nas analises relativas as medidas de

MeHg foi utilizado o teste T de student com valores de significancia de p<0,01.

4 RESULTADOS

4.1 O OLHO DO TUCUNARE

Os olhos do tucunaré estdo localizados na cavidade orbital, situados
lateralmente ao corpo do animal e apresentam um diametro antero-posterior
menor quando comparados aos animais terrestres. Os olhos sédo formados por
trés camadas dispostas concentricamente. A mais externa, é formada por uma
camada fibrosa denominada de esclera e na sua por¢cdo mais anterior,
encontra-se uma camada transparente denominada de cOrnea; a camada
média é formada pela coroide e camada mais interna é camada nervosa
denominada de retina, responsavel pela transducéo da luz em sinais neurais
gue sao conduzidos para fora do olho para as areas mais centrais do sistema
nervoso através do nervo Optico. Junto a estas camadas encontra-se o0

cristalino, o responsavel pelo maior poder refrativo da luz sobre a retina. Na
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figura 6, se observa o olho do tucunaré em uma vista anterior, onde a cornea
foi seccionada para exposicéo da retina (Figura 6.A) e cristalino (Figura 6.B), e

em uma vista posterior, para a visualizacdo do nervo optico (Figura 6.C).

1/

-

Figura 6: Olho de tucunaré controle (TC090108H). A cdérnea foi seccionada
para a visualizagcdo do interior do globo ocular. (A) Vista anterior do olho de
tucunaré. A seta esta evidenciando a retina (nervo 6ptico). (B) Vista anterior do
olho de tucunaré. A seta estd mostrando o cristalino. (C) Vista posterior do olho

de tucunaré onde a seta evidencia o nervo optico.
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4.2 A RETINA DE TUCUNARE

Na visualizacdo de retinas de tucunaré aplanadas se observa um nervo
Optico oval continuo a uma fissura embrionaria (processo falciforme) na porcéo
ventro-temporal da retina. O processo falciforme é uma extensdo da cordide e
prové a retina de nutrientes, em retinas sem o epitélio pigmentar € possivel
visualizar o feixe de fibras nervosas convergindo para o nervo o6ptico (Figura 7).
Esta é uma regido bastante delicada, dificultando a disseccéo da retina, pois se
encontra bastante aderida a cordide.

A organizacdo da retina do tucunaré € semelhante a dos vertebrados
superiores, invertida e com uma estrutura laminar organizada em camadas
nucleares, onde se encontram os corpos celulares e camadas plexiformes que
fazem contatos sinapticos com outras células (Figura 8). Dentre as camadas de
corpos celulares, distingue-se a camada nuclear externa (CNE), a qual contém
0os corpos celulares dos fotorreceptores (cones e bastonetes), a camada
nuclear interna (CNI), contendo os corpos celulares das células bipolares, das
células horizontais e das células amacrinas e a camada de células
ganglionares (CCG) que contém os corpos celulares das células ganglionares e
das células amacrinas deslocadas. As camadas plexiformes sdo a camada
plexiforme externa (CPE), onde ocorrem o0s contatos sinapticos entre os
fotorreceptores, células bipolares e horizontais e a camada plexiforme interna
(CPI), onde ocorre as conexdes entre as células bipolares, células amacrinas e

as células ganglionares.
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Figura 7: Retina de tucunaré (TC 090108ED CTR) em montagem plana. A seta
evidencia o nervo Optico ovalado, continuo ao nervo Optico observa-se o

processo falciforme. N: nasal; V: ventral. Escala = 50mm.
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Figura 8: Seccdo transversal de retina de tucunaré (TC050204J) com
espessura de 20um corada pela técnica de hematoxilina e eosina. As
abreviacdes indicam as camadas da retina: CSEF — camada dos segmentos
externos dos fotorreceptores; CNE — camada nuclear externa; CPE — Camada
plexiforme externa; CNI — camada nuclear interna; CPl — Camada plexiforme
interna; CCG — camada de células ganglionares; CFN — camada de fibras
nervosas. Escala = 50 pum.
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4.3 MARCACAO DAS CELULAS GANGLIONARES EM RETINA DE
TUCUNARE

A técnica de Nissl corou as células ganglionares na retina de tucunaré. A
marcacdo das células ganglionares foi restrita ao corpo celular, onde se
observou uma forma irregular e a presenca de humerosos corpusculos de Nissl
devido a presenca de grandes quantidades de reticulo endoplasmatico rugoso
e numerosos polirribossomas livres que sao corados por corantes basicos e
apresentam-se como machas basdéfilas. Além da presenca destes corpusculos,
0 nucleo e o nucléolo também foram facilmente identificados no material
visualizado.

Outro grupo celular também foi corado pela técnica de Nissl,
possivelmente as células amacrinas deslocadas, no entanto, a forma de
marcacao das células amacrinas difere a das células ganglionares no que diz
respeito a ndo visualizacdo dos elementos descritos anteriormente. Na Figura
9, se observa a marcacao do corpo celular das células ganglionares em animal
controle (TC050211J CTR) em montagem plana de retina, na seta escura, € na
seta clara a marcagao de uma célula amacrina deslocada.

O tamanho do corpo celular das células ganglionares varia de acordo
com a regido da retina, proximo ao nervo 6ptico (1 mm de excentricidade) se
observa a presenca de células com corpo celular pequeno e nas regifes mais
periféricas (3 mm de excentricidade), o corpo destas células é maior,
caracterizando pelo menos dois tipos distintos de células ganglionares (Figura
10).
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Figura 9: Montagem plana de retina de tucunaré controle (TC050211J CTR)

marcada pela técnica de Nissl. Regido retiniana central, 2mm dorsal ao nervo
optico. O plano de foco esta na camada de células ganglionares, evidenciando
a marcacdo do corpo celular (seta escura). Observa-se ainda a marcacao de
outro grupo celular, a célula amacrina deslocada (seta clara). Escala = 50um
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Figura 10: Montagem plana de retina de tucunaré controle (TC050211M CTR)
marcada pela técnica de Nissl. O Plano de foco esta na camada de células
ganglionares, evidenciando a marcacdo do corpo celular (setas) na porcao
ventral da retina. (A) Regido central a 1mm de excentricidade do nervo oOptico.
(B) Regido periférica a 3 mm de excentricidade do nervo Optico. Escala =

50um.
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4.4 DENSIDADE DE CELULAS GANGLIONARES EM RETINA DE
TUCUNARE

4.4.1 Numero total de células ganglionares

O numero total de células ganglionares foi estimada para cada retina
pela soma das densidades em cada ponto da retina, para animais controle
(CRT) e tratados com diferentes doses de MeHg (0,5, 1,0 e 2,0 ug/Kg). O
namero total médio de células ganglionares encontradas no animal controle
(n=3) foi de 203.964+28.742 células; nos animais tratados com 0,5ug/Kg (n=3)
foi de 140.745+26.670 células, onde se observou o menor valor de densidade
encontrado; nos animais tratados com 1,0ug/Kg (n=3), o valor médio
encontrado foi de 159.735+45.998 células e nos animais tratados com dose de
2,0ug/Kg (n=3), o valor foi de 189.341+ 24.002cé€lulas (Figura 11). O percentual
de perda de células ganglionares em relacdo ao grupo controle foi de 31% no
grupo de 0,5ug/Kg, 22% no grupo de 1,0ug/Kg e de 7% no grupo de 2,0ug/Kg.
A andlise estatistica acusou uma diferenca significativa entre os grupos (a <
0,001). O poés-teste (teste de Tukey) indicou diferencas entre todos os grupos

entre si e em relagéo ao controle.
4.4.2 Densidade média das células ganglionares

A densidade média de células ganglionares foi calculada baseada no
namero total de células em funcdo da area da retina. A maior densidade média
foi encontrada em um individuo controle (TC050211M O.E) com 5.565+109
células/mm? e a menor densidade encontrada foi em um animal tratado com
0,5 pg/Kg (Tc050211N O.E) com 2.668+904 células/mm?. Na tabela 4 estdo os

valores de densidade média de cada retina.
4.4.3 Variacdo de densidade das células ganglionares

A variacdo foi observada a partir dos valores médios para cada grupo.

Os valores encontrados variam a partir do nervo optico. No meridiano naso-
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temporal, inicialmente, os valores diminuem na regido nasal a 2mm de
excentricidade e depois aumentam gradativamente na periferia nos animais
controle e tratados com as doses de 1,0 e 2,0 ug/Kg, ja nos animais tratados
com a dose de 0,5 pg/Kg, embora estes valores diminuam a 2mm de
execentricidade, eles se mantém constantes na periferia. Na regido temporal se
observou um aumento de densidade a partir do nervo Optico em direcdo a
periferia. Na regido temporal foram encontradas as maiores densidades em
todos os grupos. No grupo de 0,5 pug/Kg, o valor médio encontrado foi de 5.507
células/mm?; nos animais tratados com 1,0 ug/Kg, o valor médio encontrado foi
de 5.580 células/mm? e no grupo de 2,0 pg/Kg, o pico de densidade foi de
6.247 células/mm?. No animal controle o pico de densidade foi de 8.445
células/mm? (Figura 12).

No meridiano dorso-ventral, os valores médios aumentam a partir do
nervo optico em direcdo a periferia em todos os grupos, tanto na regido dorsal
com na regido ventral. No grupo de 0,5 pg/Kg, entretanto, estes valores
diminuiram na periferia a partir de 3 mm de excentricidade do nervo éptico,
enquanto que nos outros grupos estes valores se mantiveram constantes. O
pico de densidade do animal controle (8.016 células/mm?) e dos grupos de 0,5
(4.933 células/mm?) e 2,0 (5.466 células/mm?) pg/Kg foi localizado na regido
na regido ventral. No grupo de 1,0 pg/Kg, este valor foi de 4.790 células/mm?
na regido dorsal (Figura 13).

Na figura 14 se observa o perfil de distribuicdo de densidade de todos os
grupos no meridiano naso-temporal e dorso-ventral. Esta distribuicdo foi
montada baseada na média de todos os grupos. Os maiores valores de
densidade encontrados em ambos os meridianos foram relativos ao grupo
controle. O perfil de distribuicdo € semelhante em todos 0s grupos expostos ao
MeHg.

A partir da densidade de células ganglionares foram gerados mapas de
isodensidade. Em cada grupo, foi escolhida a melhor retina que representava
dos resultados. No animal controle, TC050211MO.E (Figura 15) se observa um
padrao de distribuicdo na regido ventro-temporal e um pico de densidade na
regido dorsal. O pico de densidade celular encontrado no animal controle foi de

18.000 células/mm?. Em todos os grupos tratados foi observado um padréo de
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distribuicdo celular semelhante ao do controle na regido ventro- temporal e um
pico na regido dorsal, com um pico de densidade semelhante para todos os
grupos expostos de 6.000 células/mm?. As figuras de 16 a 18, representam 0s

animais de 0,5 pug/Kg (TC050211NO.D), 1,0 ug/Kg (TC050211R0O.D) e 2,0
ng/Kg (TC050211S0.D) respectivamente.

NUMERO TOTAL DE CELULAS GANGLIONARES

250 +

= = N
(= o (=]
o (=} o

Numero Total de Células (x103)
(8]
o

CTR

0,5 1
Dose de MeHg (Hg/kg)

Figura 11: Numero total células ganglionares em fungédo das doses de MeHg
administradas. Os valores encontrados foram obtidos a partir das médias em
cada grupo. Nos grupos tratados, os valores obtidos demonstram ser menores
gue no grupo controle e entre os animais tratados, os expostos a dose de
0,5ug/Kg (n=3) apresentaram a menor densidade celular.
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Tabela 4: Densidade média (células/mm?) em funcdo do nimero total de

células ganglionares (células/mm?) e area retiniana (mm?)

DOSE MeHg | NUMERO TOTAL | AREA RETINIANA DENSIDADE

UTILIZADA DE CELULAS (mm2) MEDIA
(ne/ke) (células/mm?) (células/mm?)
TC050211J 0.D* CTR 224288 42 5340
TCO50211M O.E** CTR 183640 33 5565
TC090108E 0.D CTR 126192 38 3323
TC050204B 0.E 0,5 171540 40 4288
TC050204C 0.D 0,5 125284 45 2784
TCO50211NO.D 0,5 125410 47 2668
TC050204H 0.D 1,0 146395 45 3253
TC050211P O.D 1,0 210928 66 3195
TC050211R0.D 1,0 121881 55 2708
TCO50204E O.E 2,0 213134 50 4262
TC0502115 0.D 2,0 165135 49 3370
TC050204F 0.D 2,0 s 49 3872

*Q.D: Olho direito
**Q.E: Olho esquerdo
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Figura 12: Densidade de células ganglionares em funcéo da distancia do nervo
optico (excentricidade) no meridiano naso-temporal, para 0s grupos controle e
tratados com diferentes doses de MeHg em retina de tucunaré. Os valores
encontrados foram obtidos a partir da média por grupo onde se observa que 0s
valores variam a partir do nervo 6ptico aumentando na periferia. (A) Controle;
(B) 0,5ug/kg; (C) 1,0pg/kg e (D) 2,0pg/kg.
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Figura 13: Densidade de células ganglionares em funcéo da distancia do nervo
Optico (excentricidade) no meridiano dorso-ventral, para os grupos controle e
tratados com diferentes doses de MeHg em retina de tucunaré. Os valores
encontrados foram obtidos a partir da média por grupo onde se observa que 0s
valores variam a partir do nervo 6ptico aumentando na periferia. (A) Controle;
(B) 0,5ug/kg; (C) 1,0pg/kg e (D) 2,0ug/kg.
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Figura 14: Perfil de distribuicdo de densidade de todos os grupos no meridiano

naso-temporal (A) e dorso-ventral (B).Os valores foram obtidos a partir da

média por grupo.
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Figura 15: Mapa de isodensidade para células ganglionares na retina de
tucunaré controle (TC050211MO.E). O mapa foi gerado a partir dos valores de
densidade celular de células ganglionares onde se observa um padrdo de
distribuicdo na regido ventro-temporal e um pico de densidade na regido dorsal.
Pico de densidade=18.000 células/mm?. Nimero total de células ganglionares
= 183.640 células. Area da retina = 42 mm?. Escala 50mm.
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Figura 16: Mapa de isodensidade para células ganglionares na retina de
tucunaré tratado com dose de 0,5 pug/kg (TC050211NO.E). O mapa foi gerado a
partir dos valores de densidade celular de células ganglionares onde se
observa um padrédo de distribuicdo na regido ventro-temporal e um pico de
densidade na regido dorsal. Pico de densidade = 6.000 células/mm?. Nimero
total de células ganglionares = 125.410 células. Area da retina = 47 mm?>.
Escala 50mm.
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Figura 17: Mapa de isodensidade para células ganglionares na retina de
tucunaré tratado com dose de 1,0 pg/kg (TC050211R0O.E). O mapa foi gerado a
partir dos valores de densidade celular de células ganglionares onde se
observa um padrdo de distribuicdo na regido ventro-temporal e um pico de
densidade na regido dorsal. Pico de densidade = 6.000 células/mm?. Nimero
total de células ganglionares = 121.881 células. Area da retina = 55 mm?.

Escala 50mm.
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Figura 18: Mapa de isodensidade para células ganglionares na retina de
tucunaré intoxicado com dose de 2,0 pg/kg (TC050211S0O.D). O mapa foi
gerado a partir dos valores de densidade celular de células ganglionares onde
se observa um padréo de distribuicdo na regido ventro-temporal e um pico de
densidade na regido dorsal. Pico de densidade = 6.000 células/mm?. NGimero
total de células ganglionares = 165.135 células. Area da retina = 49 mm?.

Escala 50mm.
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4.5 CONCENTRACOES DE MERCURIO TOTAL (HgT) EM TUCUNARE
4 5.1 Retina

A andlise de Hg total (HgT) presente nas amostras de retina se realizou
através espectrofotometria de absorcdo atdmica com amalgamacdo em
laminas de ouro. Esta técnica, no entanto, foi bastante dificil de ser realizada
em retina, ja que o tecido ndo podia ser fixado, para ndo alterar o resultado,
com isso a retina precisava ser congelada. Durante o descongelamento, uma
boa parte do tecido se degradava, entretanto, ainda foi possivel a analise em
sete retinas descritas a seguir. Na tabela 5, encontra-se o resumo das retinas
analisadas, dose do grupo, tempo de depuracdo e quantidade de HgT. Vale
ressaltar o valor encontrado na retina TC050204D0O.D, pois a quantidade de
HgT medida foi tdo elevada que os valores estéo descritos em PPM (partes por
milh&o). Os resultados encontrados demonstram que a maior concentracdo de
HgT foi nos animais sacrificados com quinze dias de depuracédo (Figura 19)
para a dose de 0,5pg/kg. Os resultados né&o puderam ser analisados

estatisticamente devido ao tamanho amostral ser baixo.

Tabela 5: Quantidade de HgT na retina em funcdo da dose e tempo de
depuracéo

ANIMAL DOSE MeHg TEMPO DE QUANTIDADE DE
(ng/kg) DEPURACAO (DIAS) HgT (ppb)
CTR 15 108

TC050204J O.E

TC050211L0.E CTR 22 106
TC050204A0.E 0,5 15 171
TC050211P0O.D 0,5 22 115
TC050204GO.E 1,0 15 152
TC050211Q0.E 1,0 22 43

TC050204D0.D 2,0 15 4,53 (ppm) *
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Figura 19: Quantidade de HgT encontrado na retina de tucunaré. Os maiores

valores foram encontrados nos animais que apresentaram um tempo de

depuracdo menor (15 dias). O maior valor encontrado foi no grupo intoxicado

com dose de 2,0 pg/Kg. Em vermelho se encontra um valor acima dos

encontrados no eixoy.
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5 DISCUSSAO

5.1 O ANIMAL EXPERIMENTAL

O animal utilizado como modelo experimental neste estudo foi o peixe
amazonico tucunaré (Cichla sp.). Varios fatores contribuiram para escolha do
mesmo, entre eles o fato do tucunaré ser um predador por exceléncia
(Machado, 1983) o que contribui para a sua posi¢cao na cadeia trofica e o fato
de usar a sua visdo como um instrumento essencial no seu comportamento de
predacdo (Zaret, 1980). Além disso, o animal apresenta carne muito saborosa
tornando-se uma importante fonte para comercializacdo, servindo como
alimento para a populagéo ribeirinha (Ruffino e Isaac, 1995, Castilhos et. al,
2001, Kehrig et al., 2008).

O tucunaré também é considerado um bom indicador de mercario em
estudos no ecossistema amazonico, principalmente por sua facilidade de
obtencéo e pelo fato de ser encontrado em areas contaminadas por mercurio
(Kehring et al., 2008). Porém, a obtencéo de alevinos desta espécie € inviavel
na regido, o que dificultou a realizacdo deste trabalho, sendo necesséria a
aguisicdo dos alevinos em outra regido, pois ndo ocorre nenhuma forma de
reproducdo em cativeiro, sendo a abundancia encontrada de tucunarés relativa
aos peixes nativos do ambiente.

A utilizacdo de retinas de tucunaré como modelo de estudo demonstrou
ser viavel devido principalmente a facilidade de obtencéo do tecido neural.

A retina de tucunaré possui um padrdo semelhante aos descritos para
outras espécies de peixes teledsteos (Collin e Pettigrrew, 1988b;Collin et al.,
1998; Wagner et al., 1998) com a presenca do processo falciforme na porcéo
ventro-temporal da retina que finaliza em um nervo Optico alongado na regiédo
central da retina.

A utilizacdo da técnica de montagem plana nas retinas de tucunarés
permitiu uma analise microscopica das células ganglionares da retina de forma
eficiente apesar de ser uma técnica bastante antiga proposta inicialmente por

Stone (1965) na descri¢éo de células ganglionares da retina de gato.
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5.2 ESPECIFICIDADE DA MARCACAO DAS CELULAS GANGLIONARES
CORADAS PELA TECNICA DE NISSL

A coloracdo de Nissl € uma técnica bastante aplicada em estudos
morfologicos de investigagdo do sistema nervoso. Essa coloragéo é viabilizada
gracas a marcacado por um corante basico de um material granular constituido
por RNA ribossémico (corpusculos de Nissl) encontrado em grande quantidade
no citoplasma das células nervosas. Além dos corpusculos de Nissl, a técnica
cora seletivamente nucléolos e nucleos das células glias. Os ax6nios das
células nervosas ndo sdo corados por esta técnica porque nao sao ricos em
RNA ribossémico (Bittencourt e Elias, 2007; Xavier, 1999).

A coloracdo de Nissl ndo cora de forma especifica as células
ganglionares, outros grupos celulares séo identificados no material analisado,
como por exemplo, as células amacrinas deslocadas e células da glia, o que
faz com que alguns autores utilizem outras técnicas de marcacdo, como
marcacao retrégrada com lisina-cobalto, concomitante a técnica de Nissl (Collin
e Pettigrew, 1988c; Collin, 1988) na identificacdo das células ganglionares.
Drager e Olsen (1981) compararam a técnica de coloracdo de Nissl com a
técnica da peroxidase de raiz forte (HRP) na marcacao de células ganglionares
e concluiram todas as células positivas para HRP eram também positivas na
coloracdo de Nissl.

Segundo Farah (2006) existem trés procedimentos que devem ser
utilizados para distinguir células ganglionares de células amacrinas deslocadas
como a marcacdo retrégrada do nervo Optico, a imunomarcacdo com
marcadores especificos e a comparacdo do numero de axdnios no nervo optico
com os corpos celulares encontrados na camada de células ganglionares.

Na realizacdo deste estudo, utilizamos apenas critérios morfolégicos e
citolégicos baseados nos descritos na literatura (Stone, 1965; Hughes, 1977)
para a separagdo dos grupos celulares, entretanto, o nimero e percentual de
células améacrinas deslocadas n&o foi contabilizado e considerado neste
trabalho. Apesar disto, foi possivel distinguir de maneira eficaz as células
ganglionares das células amacrinas deslocadas, sem que estas fossem

inseridas na amostra do nosso trabalho.
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A técnica de Nissl é utilizada no estudo de distribuicdo de células
ganglionares na retina de peixes como descritos em uma serie de trabalhos
(Collin e Pettigrew, 1988a 1988b, 1988c; Collin e Partridge, 1996; Collin,
Hoskins e Partridge, 1997; Ito et al., 1999; Bozzano e Collin, 2000; Mangrum e
Dowling, 2002), j& que cora de forma bastante evidente este grupo celular. No
entanto, esta técnica restringe a uma analise quantitativa da distribuicdo
topografica das células, pois somente o corpo celular é visualizado, sem que o
detalhamento celular de dendritos e axdnios possa ser evidenciado.

Na retina de tucunaré, as células ganglionares que foram coradas pela
técnica de Nissl se observou pelo menos duas populacdes distintas de células.
Uma populacdo se caracterizava por apresentar um corpo celular diminuto e
era encontrada principalmente na regido central da retina e a outra populacao
de células ganglionares apresentava um corpo celular maior e localizava-se na
regido mais periférica de retina (ver Figura 10). Esse padrao de tamanho de
corpo celular € semelhante ao descrito em outras espécies (Ito e Murakami,
1984, Collin, 1988 e Mangrum e Dowling,2002 ).

Em Sebasticus e Novadon, Ito e Murakami (1984) utilizaram a marcacgao
com peroxidase e encontraram seis diferentes tipos de células ganglionares
diferentes. Mangrum e Dowling (2002) através da técnica de marcacéo
retrograda do nervo o6ptico por granulos de Dil (Dil C18) identificaram onze
tipos diferentes de células ganglionares em retina de Danio rerio. Em peixes
cartilaginosos, como a raia (Rhinobatos batillum), Collin (1988), utilizando
técnica de marcacao retrégrada no nervo Optico com cobalto-lisina, identificou
trés tipos de células ganglionares, as células pequenas (20-50 pm?), grandes
(80-300 um?) e gigantes (> 300 pm?). Os resultados encontrados no presente
trabalho sdo muito semelhantes aqueles descritos por Collin (1988), apesar da
utilizacao de diferentes metodologias.

Em virtude do descrito na literatura se torna necessario um estudo mais
detalhado dos tipos de células ganglionares encontrados na retina de tucunaré
com outro tipo de marcador celular, onde se evidencie de forma mais precisa
caracteristicas celulares que contribuam na identificacdo destas células, como
por exemplo, largura do corpo celular, profundidade de estratificacdo na
camada plexiforme interna, espessura da estratificacdo, largura total da arvore

dendritica e padréo de ramificacdo na arvore dendritica.



52

5.3 CELULAS GANGLIONARES NA RETINA DE TUCUNARE

O conhecimento da topografia das células ganglionares contribui para
estabelecer como um determinado animal se orienta visualmente no ambiente
(Bozzano e Collin, 2000).

O numero total médio de células ganglionares encontradas no animal
controle (n=3) foi de 203.964+28.742 células. Mednick e Springer (1988)
estudando a distribuicdo de células ganglionares em retina de Carassius
auratus, estimaram que o numero total de células ganglionares neste animal
era de 127.000 células para peixes com uma faixa de comprimento entre 9 e 11
centimetros. Este valor é inferior ao encontrado no presente trabalho embora a
faixa de comprimento dos tucunarés esteja entre 6 e 9 centimetros. Essa
diferenca provavelmente esteja relacionada ao proposto pelos autores que
sugerem que ocorra uma diminuicdo da populacdo inicial de células
ganglionares ao longo do crescimento do animal por um mecanismo nao
conhecido. Em Sebastiscus marmoratus, o numero total de células
ganglionares encontrado através da técnica de Nissl foi de 450.000 células e
no Navodon modestus este valor foi de 870.000 células (Ito e Murakami, 1984)
gue sao valores muito superiores aos descritos em nosso animal experimental,
0 gue seria representativo das espécies estudadas.

A distribuicdo das células ganglionares na retina de tucunaré controle
seguiu um padrao semelhante ao descrito para outros tele6steos com picos de
densidade nas regides ventral e temporal. O pico de densidade na regido
temporal foi de 8.445 células/mm? e o pico de densidade na regi&o ventral foi
de 8.016 células/mm?. Schellart e Spekreijse (1973) estudando a distribuicao
de células ganglionares em retina de Carassius auratus, determinaram que a
maior concentracdo destas células também esta localizada em uma regiao
vento-temporal. Os trabalhos de Kock e Reuter (1978) analisaram a distribuicao
de células ganglionares em retina de diferentes tamanhos de (pequena, média
e grande) Carassius auratus e definiram que a area de maior densidade celular
estaria localizada na regiéo ventral.

O padrao de distribuicdo de células ganglionares também foi analisado
em duas espécies de teledsteos (Sebastiscus marmoratus e Navodon

modestus) por Ito e Murakami (1984). Em ambas as espécies, 0s autores
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identificaram uma faixa de alta densidade celular localizada na regiao temporal
da retina destes animais. Em Sebastiscus, pico de células ganglionares foi de
2.314 células/mm? enquanto que em Navodon o valor foi quase o dobro do
valor encontrado em Sebastiscus com 4.598 células/mm?, embora os valores
de densidade total seja mais elevados nestes animais que 0s encontrados em
tucunaré, quando se compara os valores relacionados a picos de densidades,
observa-se que o tucunaré apresenta muito mais células nas areas de alta
densidade que essas duas espécies, 0 que pode também estar relacionado ao
hébito do animal experimental.

O tucunaré apresenta uma distribuicdo de células ganglionares
semelhante ao descrito para Amblyglyphidodon curagao por Collin e Pettigrew
(1988a). A presenca de uma regido ventro-temporal (Figura 15) de alta
densidade celular com um pico de células de 14.000 células/mm? esta
relacionada ao fato de ambas as espécies de peixes serem caracteristicamente
sedentarios, comumente encontrados em &aguas de curso lento, claras ou
escuras, escondidos entre as raizes da vegetacdo e reentrancias de relevo, a
espera da presa que passa por elas. Este tipo de especializacdo também
auxilia na capacidade que esses peixes possuem de fugir da presa
rapidamente quando necessario. A Unica diferenca entre elas reside no fato de
o Amblyglyphidodon curagao ser um peixe de coral enquanto que o tucunaré é

um peixe de habitat dulcicola.

5.4 CONCENTRACOES DE MERCURIO TOTAL (HgT) EM TUCUNARE

A maior densidade média de células ganglionares na retina de tucunaré
foi encontrada em um individuo controle (TC050211M O.E) com 5.565+109
células/mm?. Nos animais expostos ao MeHg, houve diminuicdo da densidade
média em todos o grupos. A menor densidade encontrada foi em um animal do
grupo de 0,5 pg/Kg com 2.668+904 células/mm? (Tc050211N O.E). A
densidade média do grupo de 0,5 pg/Kg foi de 3.247+ 904 células/mm?. No
grupo de 1,0 pg/Kg, a densidade média ficou em torno de 3.052+299
células/mm?, enquanto que no grupo de 2,0 pg/Kg, o valor médio encontrado
foi de 3.835 +447 células/mm?
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Em um trabalho realizado em primatas, Warfvinge e Bruun (1996),
estudaram o efeito do vapor de mercurio sobre o olho desses animais e
constataram que neurdnios ndo mielinizados localizados no nervo Optico
estavam com altas concentracbes de mercurio, assim como paredes de
capilares, as células gliais, e o epitélio pigmentar, levando a um dano potencial
a retina neural.

Na retina, ndo foi encontrado mercario na fovea, entretanto, uma
pequena quantidade de mercario foi encontrada na camada de células
ganglionares corroborando com os resultados encontrados em tucunaré. Em
outro estudo semelhante com primatas neonatos, Warfvinge e Bruun (2000),
também observaram um acumulo de mercario no nervo Optico, camada
plexiforme interna e células ganglionares. A concentracdo de MeHg na camada
de células ganglionares provavelmente leve a uma diminuicdo do numero de
células ganglionares o que foi observado na retina de tucunaré.

Um trabalho pioneiro em peixes foi realizado por Bonci et al. (2006) para
observar o efeito do metilmercurio em retinas de trairas (Hoplias malabaricus)
expostas em laboratério a doses de 2 e 6 pg/g de MeHg por exposi¢édo aguda
MeHg. Os resultados demonstram que ocorre diminuicdo da densidade de
células améacrinas deslocadas, localizadas na camada de células ganglionares,
assim como nas células bipolares de bastonetes, sugerindo que o MeHg possa
estar influenciando no processamento retiniano da visdo escotopica do animal.
Em exposighes subcrdnica, neste mesmo trabalho, os autores observaram que
a exposicdo a metilmercurio causa morte celular por apoptose na dose de
0,075 pg/g observada nas células presentes na camada nuclear interna e na
camada de células ganglionares.

Neste trabalho, ndo foi possivel determinar se o metilmercario tem
afinidade especifica por um tipo de células ganglionares ou se a diminuicdo do
namero de células ganglionares esta associada a um processo de apoptose ou
necrose, ou até mesmo por um comprometimento de marcacéo celular.

A diminuicdo da densidade das células ganglionares na retina de
tucunaré foi maior no grupo de 0,5 pg/Kg quando comparado aos demais
grupos expostos ao metilmercurio (1,0 e 2,0 ng/Kg). As doses utilizadas neste
trabalho sdo semelhantes ao descrito por Bonci et al. (2006) que realizaram a

exposicdo aguda de trairas ao metilmercario por injecdo intraperitoneal,
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semelhante ao realizado no presente estudo, nas doses de 0,01/0,05/0,1/1/2 e
6ug/g, com tempo de depuracdo de 15 dias e observaram diminuicdo da
quantidade de células retinianas. No entanto, o porqué da maior diminuicdo
ocorrer no grupo de 0,5 pug/Kg néo esta claro, nenhum trabalho semelhante foi
encontrado na literatura que pudesse ser relacionado a este resultado. Uma
hipotese relacionada a este resultado poderia ser o fato de que a retina de
peixes cresce continuamente ao longo da vida do animal, tanto por extensao do
tecido quanto por adicdo de novas células (Nicol, 1989; Loew e Wahl,1991;
Fernald, 1993), provavelmente, doses mais elevadas de metilmercurio induzam
por algum mecanismo desconhecido uma maior proliferacdo celular nas zonas
de crescimento.

Em um trabalho realizado por Hirooka et al. (2007), os autores
identificaram que além de causar danos aos microvasos cerebrais de humanos,
0 MeHg, impede que ocorra o reparo de células endoteliais destes vasos, por
uma inibicdo de proliferacdo celular, ou seja, a proliferacdo celular estaria
relacionada a regido do sistema nervoso.

Outra hipétese estaria relacionada com o proposto por Warfvinge e
Bruun (1996) que relaciona a idade do animal com a eliminagdo do mercurio,
guanto mais jovem € o animal mais eficiente é o processo de eliminacdo do
mercurio da retina, possivelmente nas doses de 2,0 ug/Kg, uma maior
quantidade de mercurio tenha levado a uma eliminacdo mais rapida pelos
tucunarés, ja que todos os animais expostos eram classificados como alevinos
e se encontravam na faixa de 7,8 a 8,2 centimetros de comprimento.

Embora ocorra diminuicdo da densidade de células ganglionares na
retina de tucunaré nos grupos expostos ao metilmercurio, vale a pena ressaltar
que a distribuicdo topografica dos animais expostos ao MeHg é semelhante ao
dos animais controles (Figuras 14,16,17,18). O pico de densidade € o0 mesmo
nas trés doses utilizadas quando comparadas ao controle, sugerindo que
ocorra mais perda celular na periferia da retina nos animais do grupo de 0,5
Mg/Kg o que contribui para um menor valor de densidade total.

A analise de Hg total (HgT) na retina foi uma técnica bastante dificil de
ser realizada, jA que a problematica estava relacionada a fixacdo do tecido,
pois 0 material a ser analisado ndo podia entrar em contato com nenhum tipo

de fixador, que poderia inferir no resultado encontrado ou mesmo nao chegar a
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ser lido pelo equipamento, com isso, a retina era dissecada e precisava ser
congelada imediatamente para diminuir o dano tecidual, s6 que ao ser
descongelada, uma boa parte do tecido se degradava, apesar deste
contratempo, ainda foi possivel analisar o HgT em algumas retinas. Os maiores
valores foram encontrados nos animais que apresentaram um tempo de
depuracdo menor (15 dias), isto corrobora com os achados de Hawryshyn e
Mackay (1979) que usaram metilmercurio e cloreto de mercurio em truta arco-
iris e observaram que durante exposicéo subletal a uma concentracdo de 0,25
Hg mercario/litro, ambas as formas de mercario primeiramente se depositam
nos orgdos e lentamente vdo se acumulando no tecido muscular, por esta
razdo, os valores de MeHg em retina de tucunaré foram menores com 22 dias
de depuracéo.

Oliveira Ribeiro et al. (20000 em um estudo comparativo de
bioacumulacdo e danos causados as branquias dos peixes por conta do
mercurio inorganico diluido na agua, relataram que apdés noventa e seis horas
da exposicdo, a concentracao de mercurio foi setenta vezes maior nos rins, dez
vezes maior no figado, intestino, pele e cérebro e trés vezes maior nas

branquias, masculo e resto do corpo dos animais.
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6 CONCLUSOES

A técnica de Nissl é eficiente na marcacdo das células ganglionares da
retina de tucunaré e pode ser utilizada na quantificagéo celular.

O animal controle apresenta uma faixa de alta densidade de células
ganglionares localizada na regido ventro — temporal compativel com animais
gue se escondem por entre a vegetacao e ficam a espera de suas presas.

O numero de células ganglionares diminui significativamente sobre o
efeito do metilmercurio para todas as doses testadas, sendo que na dose de
0,5 ug/Kg este efeito € mais significativo, representando 31% de perda celular.

O metilmercario ao entrar no organismo primeiramente se deposita nos
orgdos e somente depois um de um determinado tempo tende a se acumular
na musculatura.

O metilmercurio compromete o funcionamento do sistema visual de
tucunarés, pois afeta as células ganglionares, em detrimento a este fato o
animal pode sair prejudicado em suas relacbes ecoldgicas, jA& que é um

predador por exceléncia.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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