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RESUMO: O Cerrado brasileiro tem sido um dos dominios ecoldgicos mais explorado cientificamente nos dias atuais e na dltima
década. Estudos recentes 1ém proposto o uso de extrato da folha e casca do caule de C. brasiliensis (pequi) como agente
moluscicida, no intuito de combater o hospedeiro intermedidrio (Biomphalaria glabrata) do parasito causador da
esquistossomose: Schistosoma mansoni. Como este molusco sempre estd préximo a mananciais de dgua, questiona-se o
impacto deste produto sobre a fauna aqudtica. Neste sentido, utilizamos a brinquia do peixe eurialino Poecilia vivipara
(guaru), ja bastante utilizado como bioindicador de poluigio aquitica, para testar a toxicidade de fragoes de extratos da folha e
casca de caule de pequi. Um conjunto de 30 guarus adultos arranjados em § grupos experimentais foram expostos a fragoes
aquosa, acetato de etila e etérea da folha e fragbes aquosa e acelato de etila da casca de caule de pequi, durante 24 horas.
Mensurou-se a 4rea e o perimetro dos filamentos branquiais nas regides: basal, intermedidria e apical. As anilises estatisticas
demonstraram que a drea dos grupos experimentais niio difere do controle. Porém, o perimetro das regides basal e intermedidria
se diferenciaram significativamente do controle o que, todavia, niio promoveu o comprometimento das atividades fisiolGgicas
da branquia. Assim, sugere-se que nas concentragoes de 20 ppm, os extratos testados possam ser utilizados como moluscicidas
em mananciais aquiticos, excetuando-se a fragdo aquosa da folha por ser letal nesta concentragio.
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MORPHOMETRIC ANALYSIS OF THE LINING EPITHELIUM OF THE GILLFILAMENT OF “GUARU" (Poecilia
vivipara) EXPOSED TO FRACTIONS OF LEAF AND BARK EXTRACTS OF PEQUI (Caryocar brasiliensis)

SILVA, L.D.; ROSA. E. V.: SANTOS, S. C.; SABOIA - MORAIS, S. M.; Morphometric analysis of the lining epithelium of the gill
filament of “Guaru” (Poecilia vivipora) exposed to fractions of leaf and bark extracts of pequi (Carvocar brasiliensis). Arq.Ciénc.
Saiide Unipar, 6 (3): 101-106, 2002.

ABSTRACT: In the last years, the Brazilian Cerrado has been one of the ecological sites most scientifically explored. Recent
studies have proposed the use of the leaf and bark extracts of C. brasiliensis (pequi) as a mollusk-killing agent with the purpose
of fighting the intermediary host (Biomphalaria glabrata) of the parasite responsible for schistosomiasis; Schistosoma mansoni.
As this mollusk is always near water sources, the impact of this product on freshwater animals is being questioned. In this
sense, we used the gill of the euryhaline fish Poecilia vivipara (guaru), already widely used as a bioindicative of water
pollution, to test the toxicity of fractions of leaf and bark extracts of pequi. A sample of 30 adult guarus composing five
experimental groups were exposed to aqueous, ethyl-acetate and ethereal fractions of the leaf and to the aqueous and ethyl-
acetate fractions of the bark of the pequi, during 24 hours. The area and the perimeter of the gill filaments in the basal,
intermediate and apical regions were measured. Statistical analyses demonstrated that the area of the experimental groups did
not differ from the control. However, the perimeter of the basal and intermediate regions differed significantly from the control,
although not impairing the physiologic activities of the gill. Thus, it is suggested that in concentrations of 20 ppm, the extracts
tested can be used as mollusk-killers in water sources, with the exception of the aqueous fraction of the leaf.

KEY WORDS: Caryocar brasiliensis; gill; mollusk-killer; morphometry; toxicity.
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Entre o imenso nimero de espécies que compde o
revestimento floristico do Cerrado brasileiro encontra-se o
pequi, Caryocar brasiliensis (BARRADAS, 1971:
BARRADAS, 1972). Este vegetal € uma drvore que pode até
ultrapassar 10 m de altura, além disso é ramificada,
apresentando tronco e galhos retorcidos e casca espessa,
fretada de cor cinza escura (SOUZA, 1954).

Virios estudos t€m mostrado aplicagdes de pequi para
0 homem como alimentagdo, fabricacio de licores, doces e
sabdes caseiros, além de seu uso na medicina popular contra
afecgdes do couro cabeludo. dores reumdticas, moléstias
bronco-pulmaonares, agiio analéptica e fortificante (LISBOA.
19315 SILVA, 1939 HIDLTCH, 1941: JOLY, 1970; HELOU, et al.
1975). As folhas possuem tanino e fornecem um produto
tintorial para tecido de algodio (SILVA, 1939; MEARA, 1947)
e sdo também utilizadas como regulador do fluxo cateminal na
medicina popular (LISBOA, 1931; OLIVEIRA et al, 1970). O
infuso da casca da drvore tem uso na medicina popular como
antitérmico e diurético, aconselhado no tratamento das febres
intermitentes (SILVA, 1939).

Entre outras aplicagdes verificou-se a agiio moluscicida
de extratos da folha e casca do caule de pequi e observou-se
que o contato direto do molusco Biomphalaria glabrata com
0s extratos, a partir de 12 horas de exposiciio, provocou
mortalidade de 90% na concentragiio de 100 ppm. O objetivo
deste estudo foi propor a utilizacio de extratos de pequi para
combater o molusco que atua como hospedeiro intermedidrio
do parasito Schistosoma mansoni, causador da
esquistossomose (BEZERRA er al, 2002). Como o nicho
ecoldgico deste molusco estd sempre associado a mananciais
de dgua (BOFFI, 1979), questiona-se sobre o impacto ambiental
do uso deste moluscicida sobre a flora e a fauna aquética.

Outras espécies do género Caryocar, presentes no
noroeste brasileiro e na Coldmbia, vém sendo testadas para
atividades ictiotéxicas, inseticidas, herbicidas. etc.
(KAWANISH et al, 1986).

No intuito de averiguar a toxicidade de substincias
para células animais de ambientes aquaticos, o peixe eurialino
Poecilia vivipara (guaru) tem sido utilizado em diversos
estudos (ARAUJO et al, 1997; SOUZA et al, 1999; SABOIA-
MORAIS er al, 1999; ARAUIJO et al, 1999; ARAUJO et al.
2001). A branquia deste peixe, devido i sua constante interagio
com a dgua, modula-se morfo e funcionalmente as alteracoes
do meio externo, na intensdo de manter a homeostasia do
animal (ARAUIO et al, 1997; SOUZA et al, 1999; SABOIA-
MORAIS ez al, 1999; ARAUIO et al, 1999; ARAUJO, 2001).
Dessa forma, propomos utilizar a branquia de guarus como
bioindicador de toxicidade para diferentes fragoes do extrato
da folha e da casca do caule de pequi sugeridas como
moluscicidas.

Material e Método

Utilizou-se trinta peixes, de ambos os sexos, adultos,
pertencentes & ordem Cyprinodontiforme, familia Poeciliidac e
espécie Poecilia vivipara, os animais foram coletados em uma
chicara préxima a cidade de Goidnia - Go (S16° 34' 24"/ W48°
56' 17"; 769m) e transportado em caixa de isopor com
capacidade para 14 litros de dgua para o Laboratério de
Comportamento Celular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Goids, onde os peixes foram
readaptados em dgua mineral e destilada na proporgao 1:1, e
foram mantidos de acordo com as normas de conduta ética em
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experimentacio animal (BRASIL, 1979). Os espécimes foram
submetidos & exposigao de fragdes aquosa, acetato de etila e
etérea da folha e a fragdes aquosa e acetato de etila da casca
do caule para teste de toxicidade sobre peixes. Os animais
foram divididos em seis grupos:

*Grupo 1: 5 animais que permaneceram em condigdes fisico-
quimicas padrdes para o cultivo da espécie (Pires, 2002);

Grupo 2: 5 animais expostos a fragio aquoso da folha de
pequi (Caryocar brasiliensis) a 20 ppm;

~Grupo 3: 5 animais expostos a fragiio acetato de etila da
folha de pequi a 20 ppm;

*Grupo4: 5 animais expostos i fragio etérea da folha de
pequi a 20 ppm;

~Grupo 5: 5 animais expostos a fragio aquoso da casca do
caule de pequi a 20 ppm;

- Grupo 6: 5 animais expostos a fragio acetato de etila da
casca do caule de pequi a 20 ppm.

O material botinico foi coletado na cidade de Goidnia
(GO). (5167 34' 24"/ W48° 56' 17"; 769m) em 2000. As fragies
utilizadas foram obtidas no Laboratério de Produtos Naturais
do Instituio de Quimica da Universidade Federal de Goids.
Para tanto, as folhas foram expostas a temperatura ambiente
por 2 a 3 dias para secar, enquanto que a casca do caule foi
colocada para secar em estufa a 40°C com ventilacio forcada
e a moagem do material botinico foi efetuada em moinho de
faca com granulagdo definida. Na sequéncia, sofreram
perculagdo a frio em etanol 96%, sob agitagio. Filtracio do
sobrenadante e evaporaciio do solvente & pressio reduzida,
conduziu ao extrato bruto etanélico. Parte do extrato bruto foi
diluido em digua destilada, no funil de separagio, e acrescentou-
se éter etilico resultando em uma proporgio 1:1. Separagio
por polaridade, conduziu a fragiio etérea, enquanto que a
porgio aquosa, livre de graxas e clorofilas, foi transferida para
outro funil de separagio e acrescentou-se aceto de etila (1:1),
0 que resultou na fracio acetato de etila. As fragdes, éterea,
acetato e aquosa, foram evaporadas, suhmetidas ao
congelamento e, finalmente liofilizadas.

Ap6s a exposigio de todos os animais durante 24h is
fragdes do extrato de pequi, os mesmos foram decapitados e
os arcos branquiais de cada animal foram dissecados e fixados
em solugiio McDowell (solugiio de paraformaldeido a 4% em
tampio fosfato 0,1M pH 7.2 adicionada de glutaraldeido a 1%)
(BRANCROFT & STEVENS, 1982) durante 2 horas. Todas as
pegas anatdmicas coletadas foram desidratadas e incluidas
em historresina (Leica, LKB 2218). Cortes de 4pm foram corados
com azul de toluidina a 1%.

Imagens de 15 filamentos branquiais de cada espécime
foram capturadas por uma cimera de video acoplada a um
microscépio Leica. Devido ao grande comprimento dos
filamentos branquiais, os mesmos foram divididos em trés
regides distintas: basal, intermedidria e apical (Figura 1),
perfazendo um total de 45 imagens para cada animal. Desta
forma, para cada grupo testado foi obtido 45 (imagens) x 5
(animais), portanto 225 imagens por grupo. Uma vez que o
experimento contou com seis grupos no total, foram obtidas e
analisadas 1.350 imagens. De cada campo capturado, com drea
total de 7.405 pm?’, foram determinados a dreae o perimetro das
regides supracitadas dos filamentos branquiais, através de
morfometria feita em um analisador de imagens (IMAGELAB
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versio 2.3). Estes dados foram analisados quantitativamente
utilizando os testes estatisicos: Andlise de Varidncia (ANOVA)

¢ o teste de comparagio de médias de Ducan (P <0,05), através
o programa computacional Mstact (FRED, 1990).

Figura 1 - Esquema evidenciando o arco branquial do guaru (Peecilia vivipara). Observar rastelo (R); arco (A) dos filamentos branquiais,
onde sao definidas as regides: basal (B), intermedidria (1) e apical (P) dos filamentos branguiais (F); ao longo dos filamentos sio

encontradas projecoes curtas, lamelas branquais (L) 15x

Resultados

A média da drea e do perimetro das regides basal,
intermedidria e apical dos filamentos branquiais utilizados neste
experimento, bem como o resultado da andlise estatistica, estao
apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Dos 5 animais expostos em cada grupo, todos
sobreviveram durante a exposigio as fragdes dos extratos nas
24 horas testadas. Exceto, os animais expostos 4 fragio aquosa
da folha (grupo 2), onde se constatou a mortalidade de quase
todos os espécimes (80%) antes das 24 horas. Paulatinamente,
0s animais tornaram-se lentos, ficando estiticos apds cerca
de 12 horas de exposicio, culminando em ébito. Para fim de
controle da eficicia do experimento, cada grupo foi testado
quatro vezes.

Os filamentos branquais, bem como suas lamelas na
regido intermedidria, permaneceram integros no grupo controle
(grupo 1). Observou-se um estreito epitélio na regido lamelar,
constituido de células pavimentosas, e células do cloro na
regiiio interlamelar e na base das lamelas (Figura 2-A).
Analisando a regiiio supracitada de filamentos branquiais
expostos a fragdo aquosa da folha (grupo 2), verificou-se
frequentes vasodilatagdes no filamento branquial (Figura 2-
B). Ji na regido intermedidria de animais expostos a fragio
acetato de etila da casca (grupo 6), observou-se lamelas
branquiais irregulares, com frequentes vasodilatagdes. Estas

lamelas estavam revestidas por epitélio simples pavimentoso,
verificando-se também células do cloro na regido interlamelar
e base das lamelas (Figura 2-C).

A média da drea nas regides apical, intermedidria e basal
dos filamentos branquiais expostos as fra¢des da folha
(aquosa, acetato de etila e etérea) ou da casca do caule (aguosa
e acetato de etila), niio apresentaram diferencas significativas
quando comparadas ao grupo controle.

Discussao

A busca de solugdes para o controle de doengas
tropicais que acometem o homem e outras espécies animais
tem sido preocupacio de vérios autores (EL-SAWY et af, 1981;
MENDES et al, 1984; ARCHIBALD, 1993; AMARAL &
PORTO, 1994; HASLAM, 1996: BEZERRA et al, 1997;
BRACKEMBURY eral, 1997, BRACKEMBURY & APPLETON,
1997), sendo que muitos deles tém buscado o controle da
esquistossomose através do combate ao seu hospedeiro
intermedidrio, o molusco Biomphalaria glabrata que. de
acordo com a revisiio da literatura, tem-se mostrado resistente
a varias formas de combate (CHIFUNDERA e¢r al, 1993).
Considerando que o nicho ecolégico do molusco estd sempre
associado a mananciais de dgua (BOFFI, 1979), inclusive nas
zonas endémicas desta moléstia, hd que se ter o cuidado de
preservar a fauna ao combater o animal. Neste sentido, vale

Tabela 1 - Média da drea (Lm?) de trés regides do filamento branquial de guaru (Poecilia vivipara) expostos a fragdes da folha

ou casca do caule de pequi (Carvocar brasiliensis).

Grupo Experimental

Regido C((j);lffcijle Folha _ Casca .
Aguosa Acetalo de etila Etérea Aquosa Acetato de etila
Apical 4661.0 5897,86" 5784,78" 5523,72° 5154.,62° 5929.62°
Intermedidria 4664.85 5355,98" 5285,54" 5600,81" 5164,51" 6059.40°
Basal 5479,89 4715,53¢ 5384,35" 5163.09° 5211,62° 5506.55°

Meédias seguidas de letras diferentes numa mesma linha diferem estatisticamente do controle para um nivel de significincia de 5%
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Tabela 2 - Média do perimetro (um) de trés regides do filamento branquial de guaru (Poecilia vivipara) expostos a fragoes da
folha ou casca do caule de pequi (Carvocar brasiliensis).

Médias seguidas de asterisco (*) numa mesma linha diferem estatisticamente do grupo controle para um nivel de significincia de 5%.
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Figura 2 - Fotomicrografias dos filamentos branquiais evidenciando
epitélio branquial. em A) Regido intermedidria do grupo 1
(controle). Observar filamento (F), lamelas (L) revestidas
por células pavimentosas (seta), capilares com calibre
normal (cabega de seta) 350X. B) Regido intermedidria do
grupo 2 (fragdo aquosa da folha). Observar vasodilatagio
(V) no filamento branquial e capilares com calibre alterado
(cabega de seta) 350X. C) Regiio intermedidria do arupo
6 (fragdo acetato de etila da casca). Observar lamelas (L)
irregulasres com frequente vasodilatagbes (cabeca de seta).
As c€lulas do cloro (*) permaneceram no epitélio
interlamelar e base da lamelas. Azul de toluidina a 1%,
350X.
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considerar que o uso de um eficiente moluscicida deve ser
ndo so capaz de levar uma alta taxa de B. glabrata i mortalidade,
mas também conservar a homeostasia da fauna aquética. LIU
et al. (1997) e HECKER (1981. 1985) sugeriram nio usar
moluscicidas em casos duvidosos para niio ocorrer o risco de
danos ao equilibrio ambiental. BEZERRA er al., (2002) avaliou
a agdo moluscicida de extratos da folha e da casca do caule de
pequi (Caryocar brasiliensis). No seu estudo, observou-se
que estes extratos a 200 ppm causaram 100% de morte de B.
glabrata: a 100 ppm causaram 90% de mortalidade e a 50 ppm
observou-se apenas 20% de individuos mortos. No intuito de
avaliar a toxicidade destes extratos em peixes, CARNEIRO
(2002) utilizou as brinquias de guaru (Poecilia vivipara),
porém, a uma concentragio menor do que a utilizada por
BEZERRA et al., (2002), mais precisamente a 20 ppm, pois
esta € a concentragio recomendada pela Organizagio Mundial
de Satde (OMS) para liberagiio de substincias em mananciais
(OMS, 1978).

Através de andlise morfométrica foi possivel verificar
que a drea do epitélio de revestimento branquial assim como
as c€lulas mucosas expostas ao extrato bruto da casca do
caule, ndo apresentaram alteragdes significativas quando
comparadas ao controle, enquanto que, os animais expostos
ao extrato bruto da folha apresentaram uma redugio da drea
do epitélio de revestimento branquial e também na densidade
numérica das células do cloro, presente neste epitélio
(CARNEIRO, 2002).

Em nossos estudos, os espécimes submetidos a fragoes
de extratos da folha e casca do caule nio apresentaram
alteragdes significativas na drea do epitélio de revestimento
branquial das trés regides analisadas, mesmo sendo
teoricamente, agredida por estas fragdes. Isto pode significar
que estas substincias desencadearam alteragdes do
comportamento celular do epitélio de revestimento, sem,
contudo, alterar significantemente a atividade destes tecidos.
Ou ainda que ap6s o fracionamento substincias téxicas ou de
efeitos sinérgicos dos principios bioativos foram perdidos e,
por isso a agdo efetiva tenha diminuido a toxicidade das
fragdes. Portanto, exceto a fragiio aquosa da folha a qual
demonstrou ser téxica aos guarus, todas as outras poderiam
estar sendo utilizadas como efetivo combatedor da
esquistossomose, sem, no entanto, ser agente de mortalidade
do objeto deste estudo. Assim como o molusco participante
do ciclo de vida do Schistosoma mansoni (BEZERRA et al.
2002) nio foi afetado, pois a concentragdo de 20 ppm é pouco
expressiva como moluscicida, a média da drea das regides basal,
intermedidria e apical dos filamentos branquais do guaru nao
se alteraram em relagdo ao controle.

Analisando a média do perimetro nas regides do epitélio
de revestimento branquial, verificou-se valores



Arg. Ciénc. Saide Unipar, 6(3): set./dez., 2002

estatisticamente significativos quando se comparou o grupo
controle com as fragdes: etérea da folha, aquosa e acetato de
etila da casca do caule, na regido intermedidria. O perimetro do
epitélio de revestimento sofreu aumento sobre agiio destas
fragoes. Na regiiio basal apenas a fracéo aquosa da folha diferiu
do controle, apresentando redugiio no perimetro desta regiio,
jA a regido apical nio sofreu alteragio em relagio ao grupo
controle conforme demonstrado na Tabela 2. As modificagtes
ocorridas na regido basal e intermedidria, e leva-se a sugerir
que, provavelmente, o animal buscou uma compensacio
morfofisioldgica na tentativa de combater a agressiio
ambiental.

Isto significa que, mesmo nao causando mortalidade
ou morbidade dos peixes, estas [ragdes provocaram durante o
tempo de exposigilo, alteracdes na morfologia das regides basal
e intermedidria do epitélio de revestimento branquial como
resposta a modificagoes fisico-quimicas do meio externo.

A alteraciio da morfologia branquial frente a agentes
ambientais tem sido relatada quando guarus sio expostos a
salinidade, metais pesados e detergentes, o que demonstra a
eficicia da resposta celular as condigdes adversas do meio,
sugerindo grande capacidade adaptativa, elegendo estes
animais como um excelente modelo biolégico para o estudo
do efeito das variagdes ambientais sobre o organismo dos
peixes (SABOTA-MORAIS et al, 1996, ARAUJO er al, 1997,
SOUZA et al, 1999; SABOIA-MORAIS et al, 1999; ARAUJO
etal,2001).

Embora autores comentem sobre o uso de extratos de
plantas, em concentragdes semelhantes & utilizada neste
estudo, para combater moluscos (MENDES er al, 1984
CHIFUNDERA, 1993; HASLAM, 1996), os dados obtidos no
presente trabalho poderdo servir de parimetros para
acompanhamento de bioatividade de plantas do Cerrado, tendo
como base o peixe Poecilia vivipara. Extratos etandlicos de
algumas espécies de plantas tém sido testados, apresentando
toxicidade para peixes e para alguns insetos agudticos
(KAWANISH, 1986: CHIFUNDERA, 1993). Dados
morfométricos teciduais foram apresentados por HUGHES &
PERRY (1975) para comparar a capacidade de difusdo das
brinquias de peixes do grupo controle com as de peixes
tratados com dguas poluidas, pois, de acordo com esses
autores a distincia de difusiio entre a dgua e o sangue sio
medidas juntamente com determinagdes da drea branquial.
Estes parametros indicam que a resposta de base celular obtida
pela exposigao aos extratos refletiria em adaptagoes [isioldgicas
que mantivessem as condigdes de homeostase para o animal.
mesmo que no caso de exposigiio as fracdes houvesse alteragiio
da distincia de difusdo, o que de fato ndo houve.

CARNEIRO (2002) relata que guarus expostos a0
extrato bruto da folha de pequi a 20ppm por 24h, niao
apresentaram nenhum sinal de morbidade ou letalidade. Diante
da taxa de mortalidade causada pela fragio aquosa da folha de
C. brasiliensis, acredita-se que quando o material botinico
passa por processo de fracionamento por polaridade, as
substincias concentram-se em um dos dois solventes
utilizados, pelo qual demonstram  afinidade, neste caso a
agua, e quando diluida nos tanques experimentais essas
substincias foram téxica aos animais.

Conclusao
Fracoes acetato de etila e etérea da folha de pequi
(Carvocar brasiliensis), e fragdes aquosa e acetato de etila da

casca do caule de pequi, utilizadas a 20 ppm, podem ser usadas
no intuito de combater o hospedeiro intermedidrio do verme
causador da esquistossomose, Schistosoma mansoni, sem
comprometimento fisiolégico & branquia do peixe Poecilia
vivipara, guar.

A fracio aquosa da folbha do pequi, Caryocar
brasiliensis a 20 ppm causou mortalidade de organismos
aqudticos (Poecilia vivipara), a partir da décima segunda hora
de exposi¢ao, nio sendo recomendado seu uso como agente
moluscicida,
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