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Morfologia do figado de tilapia-do-nilo como biomarcador de exposi¢do ao aluminio

Vagne de Melo Oliveira*

"Médico Veterinario — UFRPE. E-mail: vagne_melo@hotmail.com

Resumo: A analise morfoldgica de tecidos fornece informagdes importantes a respeito da
fisiopatologia celular. Assim, padrfes teciduais e anatdbmicos podem ser analisados como
biomarcadores de exposicdo de contaminantes em peixes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
integridade do figado de tilapias do Nilo expostas a concentracdo de 1 ppm de sulfato de aluminio.
Foram cultivados 10 peixes durante um periodo de 456 horas, sendo 120 horas de adaptacao e 336 de
exposicdo ao contaminante, em aquarios com 90 litros de agua, todos com alimentacdo ad libitum,
troca dinamica da agua (80%) a cada 24 horas com reposicdo do metal nos aquarios de exposi¢do, com
limpeza periddica para evitar sujidades e fotoperiodo de 12:12. Os animais foram divididos em 2
grupos experimentais, sendo o controle (sem exposicdo) e exposto a 3 ppm de sulfato de aluminio
(Aly(SOy43). Apbs o periodo de exposicdo, as branquias foram retiradas para procedimentos
histolégicos. As pecas foram fixadas em solucdo de Bouiin por 24 horas, desidratados em alcool etilico
em concentracOes crescentes, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina. As pecas
foram incluidas de tal maneira que puderam ser observadas ao microscopio de luz, cortes transversais.
Os blocos foram cortados em micrétomo ajustado para 5 micrometros (um), os cortes foram coradas
pela hematoxilina e eosina (H.E), observado e fotografado em microscépico Olimpus BX-51.Nao foi
observado qualquer tipo de alteracdo morfoldgica anormal para as visceras estudadas. Concluimos
gue, nessa concentracdo e durante esse intervalo de tempo o sulfato de aluminio ndo é prejudicial a
morfologia do figado.
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1. INTRODUCAO

Os metais pesados sdo substdncias quimicamente reativas e bioacumulaveis, ou seja, 0s
organismos nao sao capazes de elimina-las; que possuem ndmero atdmico superior a 22, situados entre
0 cobre (Cu) e o chumbo (Pb) na tabela periddica, tendo peso atbmico entre 63,546 e 200,590 e
densidade superior a 4,0 g/lcm® (BAIRD et al., 2002). Esses elementos ocorrem naturalmente em
pequenas concentracBes, na ordem de partes por bilhdo (ppb) a partes por trilhdo (ppt), no meio
ambiente e na matéria viva (FARIAS et al., 2007). Alguns metais tomam parte do metabolismo
fisiol6gico, sendo considerados essenciais por atuarem como componentes funcionais, estruturas, e
regulatério de numerosas biomoléculas no metabolismo, podendo ser classificados como
potencialmente téxicos (p. ex.: arsénio, cAdmio, mercurio, chumbo), provavelmente essenciais (p. ex.:
niquel, vanadio, cobalto) e essenciais (p. ex.: cobre, zinco, ferro, manganés). Estes elementos tdxicos
podem ser muito prejudiciais, mesmo em baixas concentra¢des, quando ingeridos durante um longo
periodo de tempo (TUZEN, 2003; ULUOZLU et al. 2007).

E crescente o0 nimero de pesquisas acerca dos metais e suas consequéncias para a biota
aquatica. De 2000 até 2010 foram registrados varios estudos na tentativa de elencar os principais
elementos metélicos envolvidos na poluicdo marinha - os quais os principais trabalhos séo listados na
tabela 1 -, e seus efeitos toxicoldgicos na biota em geral. Dentre estes elementos, cadmio (Cd), prata
(AQg), cobre (Cu), cobalto (Co), cromo (Cr), mercurio (Hg), manganés (Mn), chumbo (Pb) e zinco (Zn)
merecem destaque por ja terem sido citados pela sua potencialidade toxica, sobretudo ao atingir os
sistemas nervoso, gastrointestinal e respiratério das espécies acometidas, além de ocasionar danos
carcinogénicos quando do consumo de pescado contaminado por estes metais (BISINOTI et al., 2004).

Dentre os metais, o aluminio € o mais abundante da crosta terrestre, e o terceiro elemento mais
abundante depois do oxigénio e silicio (ATWOOD e YEARWOOD, 2000), ocorrendo apenas na
forma combinada. E usado extensivamente em utensilios de cozinha, méveis, automdveis e na
mineralizacdo, além de sua utilizagdo no tratamento de &gua, na forma de sais - sulfato de aluminio
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(Aly(SO,)3) -, agindo de forma floculante na remocéo de detritos (CAMARGO et al., 2009). Por causa
da distribuicio ambiental, é considerado ubiquo (NAYAK, 2002; GOURIER-FRERY e FRERY,
2004). E nocivo para o ecossistema aquatico, sendo responsavel por eventos de toxicidade com graves
consequéncias ecolégicas (CORREIA et al., 2010). Este metal pode se acumular na mitocéndria
(KUMAR et al., 2009), no lisossoma, no nucleo da célula e/ou na cromatina (NAYAK, 2002).

O organismo aquatico quando exposto ao contaminante tende a acumular esses xenobi6ticos em
células e tecidos — como no tecido hepatico, por exemplo -, acarretando em alteragdes enzimaticas
responsaveis por processos Vvitais, podendo ocasionar aumento da atividade enzimatica no meio
extracelular por extravasamento da proteina para este meio; aumento da atividade enzimatica no meio
extracelular ou intracelular por ativacdo enzimatica, através da interacdo direta do agente quimico com
a enzima; aumento da atividade enzimatica intracelular por inducéo na sintese da proteina; diminuicdo
da atividade no meio extracelular ou intracelular por inibicdo, através da interacdo direta do agente
quimico com a proteina; ou uma diminuicdo da atividade no meio intracelular por comprometimento
da membrana celular e extravasamento da proteina (ARAGAO e ARAUJO, 2008; JONSSOM e
AOYAMA, 2010).

Varios sdo os parametros bioldgicos que podem estar alterados como consequéncia da interacdo
entre o0 agente quimico e o organismo; entretanto, a determinacdo quantitativa destes parametros
usados como indicadores bioldgicos ou biomarcadores, s6 é possivel se existir correlagdo com a
intensidade da exposicdo e/ou o efeito bioldgico da substancia. Desta forma, o biomarcador
compreende toda substancia ou seu produto de biotransformacdo, assim como qualquer alteracdo
bioquimica precoce, cuja determinacdo nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar exalado, avalie a
intensidade da exposicdo e o risco a saude (AMORIM, 2003). Independente da finalidade e aplicacao
dos biomarcadores, eles podem ser classificados em 3 tipos, a saber: os biomarcadores de exposi¢ao,
que podem ser usados para confirmar e avaliar a exposic¢do individual ou de um grupo, para uma
substancia em particular, estabelecendo uma ligacdo entre a exposi¢do externa e a quantificacdo da
exposicao interna; os biomarcadores de efeito, que podem ser usados para documentar as alteracGes
pré-clinicas ou efeitos adversos a salde decorrentes da exposicdo e absorcdo da substancia quimica.
Dessa forma, a ligacdo dos biomarcadores entre exposicdo e efeitos contribui para a definicdo da
relacdo dose-resposta; e por fim, os biomarcadores de suscetibilidade, que permitem elucidar o grau
de resposta da exposi¢do provocada nos individuos (VAN DER OOST et al., 2003).

As alteracdes histopatoldgicas sdo excelentes ferramentas de marcacao biolégica de exposicao a
agentes quimicos por serem compativeis as respostas bioguimicas, principalmente alteracdes nas
cinéticas enzimaticas. Neste sentido, analises de visceras como branquias, figado, estdmago e/ou
intestino podem subsidiar num processo de investigacao bioldgica. A analise morfoldgica de tecidos
também fornece informacBes importantes a respeito da fisiopatologia celular. Assim, padrdes
bioquimicos, teciduais e anatdmicos podem ser analisados como biomarcadores de exposi¢do de
contaminantes em peixes e outros organismos aquaticos (VAN DER OOST et al., 2003). O objetivo
deste trabalho foi avaliar a integridade dos rastros branquias de tilapias do Nilo expostas a
concentragdo de 1 ppm de sulfato de aluminio.

2. MATERIAL E METODOS

Foram cultivados 10 peixes, machos e fémeas, durante um periodo de 456 horas, sendo 120
horas de adaptacédo e 336 de exposi¢do ao contaminante, em aquarios com 90 litros de 4gua, todos com
alimentacdo ad libitum, troca dindmica da agua (80%) a cada 24 horas com reposicdo do metal nos
aquérios de exposicdo, com limpeza periodica para evitar sujidades e fotoperiodo de 12:12. Os animais
foram divididos em 2 grupos experimentais, sendo o grupo controle (sem exposicdo ao metal: 10,28
cm; 22,13 g; 27,29°C; pH 6,50; 80,48% OD) e grupo exposto a 1 ppm de sulfato de aluminio
(Al(SO43) (10,19 cm; 38,0 g; 27,38°C; pH 6,13; 77,77% OD). Apos o periodo de exposicéo, o figado
de todos os peixes foi retirado para procedimentos histologicos. As pegas foram fixadas em solugéo de
Botlin por 24 horas, desidratados em alcool etilico em concentracdes crescentes, diafanizados em xilol,
impregnados e incluidos em parafina. As pecas foram incluidas de tal maneira que puderam ser
observadas ao microscopio de luz, cortes transversais. Os blocos foram cortados em micrétomo
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ajustado para 5 micrémetros (um), os cortes foram coradas pela hematoxilina e eosina (H.E),
observado e fotografado em microscépico Olimpus BX-51. Este trabalho foi submetido e aprovado
pelo comité de ética da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O figado dos teledsteos € um 6rgdo multifuncional responsavel pela conversdo do alimento,
producdo da vitelogenina durante o crescimento gonadal e desintoxicagdo de compostos estranhos.
Alteracbes como vacuolizacdo dos hepatocitos, deplecdo de glicogénio, inflamacgdo, alteracdo no
formato dos vasos sinuséides e neoplasmas podem ser interpretados como respostas ao estresse
ambiental, sendo, desta forma, considerados como indicadores histopatoldgicos da qualidade do
ambiente (FLORES-LOPES e MALABABA, 2007), ocupante de uma posi¢do central no metabolismo
do organismo (SANTOS et al., 2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; RODRIGUES, 2009).
Estudando indicadores histopatolégicos em peixes, Schwaiger et al. (1997) salientaram que as
alteracBes histopatoldgicas mais severas observadas no figado sdo mais frequentes nos individuos de
areas contaminadas, mas que também ocorrem em individuos de areas menos degradadas, s6 que em
menor frequéncia (FLORES-LOPES e MALABABA, 2007).

Em nosso trabalho, como ilustrado nas figuras abaixo, ndo foi observado qualquer tipo de
alteracdo de ordem morfoldgica nos hepatocitos dos peixes expostos a concentracdo de 1 ppm de
sulfato de aluminio, como ilustrado de forma comparativa entre as figuras 1 (sem exposi¢do) e a 2
(com exposicdo do metal). Também ndo foi observado estado de necrose das células hepaticas,
sinalizando que o tempo de exposicdo empregado neste trabalho atrelado a exposicdo do metal, até a
concentracdo utilizada (1ppm), ndo acarreta danos do ponto de vista histopatoldgico, ndo afetando
assim a morfologia do tecido. Cada hepatdcito apresenta um ou dois nucleos arredondados e centrais,
com um ou mais nucléolos bem evidentes, que no casso do nosso experimento, ndo tiveram sua
morfologia modificada por causa do metal. A organela mais evidente é o reticulo endoplasmatico, na
forma lisa ou rugosa. Na forma rugosa aparece como corpUsculos basofilos da microscopia classica. E
nessa organela que ocorre a sintese de varias proteinas plasmaticas produzidas pelo figado, entre as
quais a albumina e o fibrinogénio do sangue. Cada célula abriga muitos perfis de complexo de Golgi,
principalmente nas vizinhancas dos canaliculos biliares (CAVICHIOLO, 2009).

Figura 1 - Corte histoldgico do figado. Sem exposicao. Coloracdo H-E. (10x).
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Figura 2 - Corte histoldgico do figado. Grupo exposto a 1 ppm. Coloracdo H-E. (10x).

Os hepatdcitos podem ser considerados o primeiro alvo da toxicidade de uma substancia, o que
caracteriza o figado como um 6rgdo biomarcador da poluicdo ambiental (SANTOS et al., 2004).
desempenhando funcbes anabolicas, como a sintese de proteinas; e catabdlicas, como metabolizacdo
do glicogénio e do nitrogénio, detoxicacdo, além de processos biotransformativos e tentativas de
neutralizacdo dos efeitos dos poluentes quimicos ou metabdlicos (WILLIAMS e IATROPOULOS,
2002; CAVICHIOLO, 2009). A literatura relata que, no figado, o metabolismo de biotransformacao e
detoxicacdo de compostos quimicos, dentre eles dos xenobidticos, estd intimamente relacionado a
variagOes individuais e fatores externos, como a temperatura, o pH, turbidez do meio, salinidade e
alimentagdo (DER OOST et al., 2003).

4. CONCLUSOES

As laminas observadas ndo demonstraram alteracdo morfologica para a espécie estudada, nas
condigdes experimentais empregadas (tempo de exposi¢do, concentracdo do metal, condi¢bes de
cutivo).
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