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RESUMO

Parametros sanguineos e histologicos sdo ferramentas empregadas para avaliacdo da satde de
peixes e, como conseqiiéncia, podem ser utilizadas no auxilio da analise da qualidade
ambiental de corpos hidricos. O chumbo é empregado em diversos processos industriais e ¢
um importante contaminante ambiental. Um dos efeitos toxicos do chumbo ¢ a alteracdo da
sintese da hemoglobina, que ocorre por meio da inibicdo da enzima ALAD. Esta pode ser
empregada, ao lado de outros pardmetros, como biomarcadores da exposicdo de peixes ao
chumbo. Este estudo avaliou os efeitos da exposi¢do ao chumbo por injecdo intraperitoneal
sobre parametros sanguineos e histologicos de tildpias mantidas em laboratério. Para isto,
foram usadas cerca de 80 tildpias, obtidas em um abatedouro, pesando por volta de 450g,
que foram anestesiadas com eugenol, sangradas com seringas heparinizadas através da veia
caudal e feita a aplicag@o de diferentes doses de acetato de chumbo (1 e 100mg/kg), por via
intraperitoneal, em soluc¢do isotonica de glicose. O grupo controle sofreu 0 mesmo processo,
porém foi injetado apenas com solucdo de glicose. Os parametros avaliados foram: glicose,
hemoglobina, as atividades das enzimas ALAD e das transaminases, além da avaliagdo
histologica dos figados. A inibicdo da ALAD e o aumento dos valores de glicose foram os
parametros bioquimicos que apresentaram diferencas significativas. Na avaliacdo
histopatolégica nao foi detectada nenhuma alteracdo dos figados dos animais corados com o
método HE. A dose de 1mg/kg de acetato de chumbo ndo provocou a morte de nenhum
peixe, porém a dose Unica de 100mg/kg levou ao 6bito todos os animais ao final de 4 dias de
eXposi¢ao.

Palavras-chave: chumbo. Biomarcador. Intoxicacao
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, devido ao crescimento populacional, aos processos de
urbanizacdo e ao uso de novas tecnologias, 0 homem vem aumentando exponencialmente a
pressdo sobre o meio ambiente, gerando impactos ambientais negativos que interferem na
qualidade da sua propria saide e na de outras populagdes. Além disso, com o advento da
revolucao industrial, foram e ainda sao descobertos, desenvolvidos e utilizados em maiores
proporgdes, muitos produtos quimicos com alta capacidade de penetragdo nos compartimentos
ambientais (ar, 4gua, solo, biota').

Diante dessa crise ambiental, o meio ambiente vem se tornando nos tltimos anos um
dos temas centrais dos discursos politicos e sociais que consideram sua deterioragdo como
sendo algo prejudicial a saude e ao bem estar social. Tendo em vista esta preocupacao,
especialistas de diversas areas conceberam um novo enfoque a satide publica que antes se
restringia ao controle e prevengdo de doencas infecciosas, onde se combina uma
interdependéncia entre saude e meio ambiente. Essa combinagdo ¢ denominada de saude
ambiental (BRILHANTE, 1999).

A Satde Ambiental utiliza como instrumento metodologico a avaliagdo de riscos
(tanto naturais quanto tecnoldgicos) de forma a auxiliar e apontar propostas que norteiem as
decisdes que deverao ser tomadas por essa politica.

A partir disso, na década de 1980, foram sendo aprimorados alguns modelos
conceituais para a avaliacdo de riscos em satude sendo que em 1996 foi publicado um relatério
no qual tenta sistematizar diversos fatores de forma a gerir o risco. (BRILHANTE, 1999 e
BARCELLOQOS, 2006).

No Brasil esses modelos foram sendo incorporados pelo SUS a Vigilancia Ambiental
que ¢ definida como:

um conjunto de acdes que proporcionam o conhecimento e a deteccdo de qualquer
mudanga nos fatores determinantes e condicionantes do meio ambiente que interferem na
saude humana, com a finalidade de recomendar e adotar medidas de prevencdes e controle
dos fatores de riscos e das doengas ou agravos relacionados a variavel ambiental. (FRANCO
NETO apud BARCELLOS, 2006, p. 175).

Sendo assim em 1999 foi implantado no territorio nacional pelo SUS, através da

Coordenacdo Geral de vigilancia Ambiental (CGVAM), o Sistema Nacional de Vigilancia

! Biota, conhecida também como comunidade biologica, é o nome que se dé ao conjunto de populagdes
de diferentes espécies de uma dada regido. (AMABIS, 2004).



Ambiental em Saude (SNVA), que prioriza o estudo no campo do meio ambiente, de fatores
biologicos, a qualidade da 4gua para consumo humano, os toxicantes ou poluentes ambientais
de carater quimico ou fisico que possam interferir na qualidade da agua, do ar e do solo, além
dos riscos naturais e dos acidentes com outros produtos. (BARCELLOS, 2006).

Norteando para uma das questdes centrais da Vigilancia Ambiental, a saber, o0 meio
ambiente, ¢ importante ressaltar para esse trabalho a relevancia dos corpos hidricos como
estudo, uma vez que estes sdo receptores finais ou temporarios de diversos poluentes e, ao
mesmo tempo, fornecem recursos econdmicos, recreativos, estéticos e ecoldgicos a sociedade.
Sendo assim eles sdo de grande importancia econdmica, ambiental e a satide humana.

Para a andlise desses copos hidricos € necessario fazer mencdo do conceito de
poluicdo uma vez que ela pode causar perturbacdes nos ecossistemas podendo assim,
modificar algumas das caracteristicas do meio. (BRILHANTE, 1999)

A Lei Federal N° 6938/81 definiu como poluigdo as alteragdes das caracteristicas do
meio ambiente que sdo resultados de atividades que direta ou indiretamente:

a) prejudiquem a saude, a seguranca e o bem-estar da populacao;

b) criem condigdes adversas as atividades sociais € econdmicas;

c) afetem desfavoravelmente a biota;

d) afetem as condigdes estéticas ou sanitarias do meio ambiente;

e) lancem matérias ou energia em desacordo com os padroes ambientais estabelecidos;

A partir dessa definigdo podemos perceber que em relagdo aos corpos hidricos a
acumulagdo de metais pesados (por exemplo, o chumbo) tem trazido sérias conseqii€ncias

para o ecossistema em geral, sendo, portanto considerado um poluente ambiental.

1.1 ECOTOXICOLOGIA NO BIOMONITORAMENTO AMBIENTAL

Toxicologia segundo Seizi, Marcio e Jos¢ em seu livro: Fundamentos de Toxicologia
foi definida como sendo: “a ciéncia que estuda os efeitos nocivos decorrentes das interagdes
de substancias quimicas com o organismo, sob condi¢des especificas de exposicdo.” (OGA,
2008) Cuja finalidade se baseia no diagnostico, tratamento e prevencao da intoxicagdo que €

seu objeto de estudo.

A toxicologia ¢ dividida em varias areas dependendo do agente intoxicante ¢ da ma-

neira como este atinge um organismo. Uma delas ¢ a toxicologia ambiental que esta relaciona-



da com a interagdo do tdéxico com o ambiente (ar, dgua, solo) e com o homem. E um dos cam-
pos de trabalho dessa ciéncia ¢ a ecotoxicologia que estuda as agressdes ecologicas causadas
pelo toxicante em animais de um ecossistema afetado. (OGA, 2008).

A ecotoxicologia foi definida em 1969, pelo toxicologista francés René Truhaut
durante uma reunido do committee of the International Council of Scientific Unions (ICSU),
em Estocolmo. Mas Ramade (1977) em seu livro definiu essa ciéncia como sendo:

a ciéncia que tem por objetivo estudar as modalidades de contaminacdo do ambiente
pelos poluentes naturais ou sintéticos, produzidos por atividades humanas, seus mecanismos
de acdo e seus efeitos sobre o conjunto de seres vivos que habitam a biosfera.
(MAGALHAES, 2008, pag. 356)

Portanto essa ciéncia se tornou uma ferramenta de monitoramento ambiental, pois se
fundamenta na avaliagdo individual de um organismo diante do resultado causado por um
estressor quimico em seu meio. (MAGALHAES, 2008).

Na década de 80 agéncias ambientais do mundo todo comecaram a padronizar testes
de toxicidade utilizando organismos aqudticos, com a finalidade de estabelecer um controle
populacional e um biomonitoramento da qualidade dos corpos hidricos. Em 1975 o Brasil par-
ticipou da padronizacdo de testes de toxicidade aguda com peixes, e desde entdo veio adaptan-
do e desenvolvendo testes com outros organismos, entre eles: peixes, algas e microcrustaceos.
(MAGALHAES, 2008).

A ecotoxicologia utiliza-se atualmente de um conceito denominado de “ecologia do
estresse” que envolve o conceito de nicho ecoldgico e os fatores como temperatura, pH,
pressao, que sdo considerados estressores naturais, para relacionar os agentes toxicantes, que
podem interferi para menos ou para mais na interacdo dos fatores estressores com as
condi¢des ambientais de sobrevivéncia e reproducdo de um dado organismo fazendo-o
encontrar-se fora do seu nicho. Sendo assim esse novo conceito analisa ndo apenas o
individuo, como ocorria anteriormente, mas o organismo em um contexto muito mais amplo e
sistémico com o meio ambiente. (MAGALHAES, 2008).

Sendo assim os peixes tem sido estudado como bioindicadores das condi¢des
ambientais de corpos hidricos, pois esses animais ocupam diferentes posi¢cdes na cadeia
alimentar, estdo presentes em diversos habitats, resistem a variagdes bruscas do meio

ambiente.
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1.2 BIOMARCADORES

Atualmente biomarcadores sdo definidos como alteracdes biologicas (desde alteragdes
bioquimicas até comportamentais) utilizadas como parametros para indicar a intensidade da
exposicao e o risco que esta pode trazer a saide do organismo avaliado. (AMORIM, 2003 e
JESUS e CARVALHO, 2008)

Os biomarcadores sdo muito utilizados para fins de confirmacdo e avaliagdo do
diagnostico clinico, para mensurar o risco que uma exposi¢do pode trazer a saide e para o
monitoramento ambiental de forma que este também ndo ofereca risco ao homem. Ou seja,
eles sao usados para diferentes propositos dependendo da sua finalidade na pesquisa e da
substancia exposta. Sendo assim, sdo classificados de trés formas:

1* Biomarcadores de exposicdo = sdo aquele que marcam a presenga de uma substancia a
partir da sua biotransforma¢ao ou de uma substancia quimica no organismo, que possibilita a
quantificacdo do toxicante dentro de um individuo estabelecendo uma relagdo entre a
exposi¢do externa e a determinagdo da quantidade da exposi¢do interna. (AMORIM, 2003)

2* Biomarcadores de efeitos = sdo marcadores biologicos que indicam a interagdo da
substancia quimica com os receptores biologicos. Esses marcadores podem indicar alteragdes
que ainda podem ser minimizados. (AMORIM, 2003)

3 biomarcadores de suscetibilidade® = sdo avaliagdes dos efeitos genéticos ou adquiridos
que influenciam na alteragdo do organismo frente as substincias quimicas exposta. Eles
indicam os fatores que podem agravar ou diminuir o risco decorrente da exposi¢do a um

agente quimico. (AMORIM, 2003)

1.3 O CHUMBO

O chumbo ¢ um metal pesado de coloragdo cinza azulado considerado toxico, com
peso molecular de 379,3, com ponte de fusdo a 327°C, de densidade 11340 kg/m*a 16°C, com
poder de concentragdo na cadeia alimentar, com estabilidade quimica no ar, na 4gua e no solo
e com a solubilidade na agua de 55,04g/100ml de agua a 25°C. A Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) coloca o chumbo como um dos metais mais perigosos a saide humana. Ele se
encontra presente no ambiente de duas formas: o chumbo inorganico, que sdo os sais (se

dissolvem em agua quando estdo acidas) e o chumbo metalico, e o chumbo organico, que ¢ o

? Suscetibilidade ¢ a disposigdo individual do organismo em influenciar na sua propria saude de maneira
a prejudicéa-la ou a beneficid-la (por exemplo, o fenétipo de um determinado organismo), Podendo, para isso,
interagir com fatores externos tais como: idade, sexo, qualidade de vida etc. (AMORIM, 2003)
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metal ligado ao carbono (isso pode ocorrer por conta do chumbo ser tetra valente, podendo
realizar ligagdes covalentes) (BAIRD, 2002; CAVALCANTE, 2009, SECRETARIA DE
ESTADO DO MEIO AMBIENTE ¢ WHO, 1999).

Por suas caracteristicas fisicas, esse metal permite que sua forma seja moldada e
trabalhada pelo homem. Na Antiguidade o chumbo serviu para construgdo de edificios
resistentes a agdo dos fendmenos ambientais. Com os romanos ele foi utilizado para a
constru¢do de ductos de agua e recipientes para uso alimenticio. Hoje se sabe que naquela
€poca a concentragdo desse metal na atmosfera era elevada, e que s6 alcangou novamente esse
nivel no Renascimento, pois nessa época comega a haver um aumento da populacio, da
producao agricola e do artesanato fundamentando-se em uma atividade comercial. (BAIRD,
2002; NOVAES, 1996).

Na segunda revolugdo industrial o chumbo foi um dos metais que foram requisitados
pelas industrias que produziam em grande escala para atender o consumo Europeu e
internacional. Em conseqiliéncia dessa revolucao as concentracdes de chumbo no meio
ambiente aumentaram e com a introdu¢do do chumbo como aditiva & gasolina aumentou de
forma alarmante. (SHVOONG).

Atualmente esse metal possui uma grande importancia comercial, além de variadas
aplicacdes na industria. Podemos encontrar chumbo em telhas, em isolamentos acusticos, em
municdes, em antigas tubulacdes domésticas de dgua e como pigmentos de algumas tintas.
Porém o aumento da concentragdo de chumbo no ambiente nos ultimos anos se originou
principalmente na emissdo veicular, decorrente do uso da gasolina que cont¢ém o chumbo
tetraetila em sua composi¢do. Sua concentragdo teve seu pico nos anos 70 e um declinio no
inicio dos anos 90, pois esse foi sendo retirado aos poucos da gasolina (BAIRD, 2002).

Mesmo com a redugdo e a remogdo do chumbo como um aditivo da gasolina alguns
paises continuam utilizando o chumbo na gasolina, sendo, por isso, ainda um grave problema
de saude ambiental e ocupacional®, visto que este, como ¢ langado diretamente no ar através
da queima do combustivel, entra em contato com o homem pelo ar inalado e por outras vias,
causando, dependendo da susceptibilidade do individuo, uma intoxicagdo (BAIRD, 2002).

Ha de se ressaltar, porém, que a contaminagdo ndo estad restrita somente ao uso desse

metal pelo homem.

O chumbo ¢ encontrado na natureza em diversas formas quimicas podendo causar

contaminagdo a um determinado meio. As principais fontes de emissdes naturais sdo: vulcdes,

3 Campo da saude relacionado com a promogio e prevencdo dos trabalhadores. (BRILHANTE, 1999)
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intemperismos e névoas aquaticas. Contudo a contaminagdo antropogénica constitui-se a de

maior importancia (ASTDR, 2007).

1.4 CINETICA DO CHUMBO NO MEIO AMBIENTE E NOS ORGANISMOS

O homem langa o chumbo no meio ambiente por trés compartimentos (no solo, na
agua e no ar). O chumbo entra na atmosfera na forma de particulas e ¢ transportado pelo o ar
até ser transferido para as superficies e compartimentos ambientais. No solo a transferéncia
depende de alguns fatores: como pH, composicdo mineral, quantidade de matéria organica,
que irdo influenciar na disponibilidade e no transporte do chumbo para o interior do solo ou
da 4gua. Ja na 4gua o chumbo entra como resultado da erosdo dos solos, da lixiviagdo* ou pelo
uso antropogénico, dependendo de algumas condi¢des tais como pH e de outros materiais que
formam quelatos® com o chumbo (CAVALCANTE, 2009).

Em geral o chumbo ndo apresenta risco para o meio ambiente enquanto encontra-se

ligado a outros compostos, porém ao se dissolver em decorréncia, por exemplo, da mudanca
de pH, a forma i6nica pode ocasionar problemas (BAIRD, 2002).
Organismos que se alimentam de particulas contendo chumbo (por exemplo, mexilhdes e
ostras) poderdo ter uma provavel bioacumulagdo (acumulagdo do metal dentro do organismo)
e por isso também uma bioconcentragdo (concentragdo do chumbo dentro do organismo)
desse metal.

Esses organismos de baixos niveis na cadeia trofica apresentam maior concentragdo de
chumbo do que aqueles de maior nivel, fazendo com que a biomagnificacdo (aumento
progressivo das concentragdes dentro de uma cadeia alimentar) do metal ao longo dessa

cadeia diminua. (WHO, 2003).

1.5 TOXICIDADE DO CHUMBO

* Lixiviagdo € o processo descendente do chumbo na matriz do solo com a 4gua, sendo sua intensidade
dependente das condi¢des do solo e climaticas (INOUE, M.H. et. Al, 2003)

> Quelatos sdo compostos onde o 4tomo central é um metal, que faz uma ligagdo simples com os demais
atomos da molécula. (OLIVEIRA, 2004)
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A toxicidade do chumbo comeca com a entrada do metal em um organismo pelo ar
inalado, quando este se encontra na atmosfera, ou pela via oral através dos alimentos e dgua
contaminados. Uma vez absorvido no homem (ndo importa qual for a entrada), o chumbo ¢
distribuido no corpo pela corrente sanguinea, onde, com aumento da concentracio, o excesso
penetra em tecidos macios, tais como o figado, rins e cérebro e podendo também depositar-se
nos 0ssos, substituindo o calcio.

Cabe ressaltar que a absor¢do do chumbo pelo organismo depende também da caréncia

deste em relagdo a alguns fatores dietéticos tais como: Jejum, ingestdo de proteinas e da
presenca de célcio, ferro e fosforo. (BAIRD, 2002; CAVALCANTE, 2009).
Na fase da toxicodinamica o chumbo interage no funcionamento das membranas celulares
(formando complexos com enxofre, fosforo, nitrogénio e oxigénio) e em algumas enzimas,
interagindo com grupamentos - SH, alterando sua fun¢do resultando em uma intoxicagao.
Sendo assim acorrem alguns efeitos bioldgicos tais como: neurologicos, hematoldgicos,
endocrinologicos, renais, carcinogénico, bioquimicos e hepaticos. (MOREIRA, 2004)

A excre¢ao do chumbo pelo organismo, embora lenta, da-se principalmente palas vias
renais e gastrintestinais. No sangue o chumbo possui uma meia vida (tempo necessario para
que a metade da concentracdo de uma substancia decaia no organismo) de aproximadamente
trés semanas, nos tecidos macios, também em torno desse mesmo periodo € nos ossos pode
chegar por volta de vinte anos. (SADAO, 2002).

Nos peixes, os sintomas da toxicidade sdo: a atrofia muscular, a paralisia,
escurecimento da cauda, a degeneracdo da nadadeira caudal, a hiperatividade, a natacdo
erratica, a perda de equilibrio e a mortalidade. Além de interferir na biossintese do
grupamento HEME das hemdcias, e causar alteragdes mutagénicas que podem se desenvolver
em tumores cancerigenos. (CAVALCANTE, 2009).

Na biossintese do grupamento HEME da hemoglobina, o chumbo interrompe a acao
de algumas enzimas (entre elas ALAD e ALAS) que se acumulam, sendo possivel detecta-la
em testes. Por isso essas enzimas também sdo consideradas biomarcadores de efeito, pois
refletem alteragdes bioquimicas que podem ser prejudiciais a saude tanto do animal quanto do
homem (ONUKI, 2002). O chumbo pode encontrar um estado de equilibrio em peixe apds
algumas semanas de exposi¢do sendo que a incorporacdo desse metal pelos organismos
depende da sua concentracdo no meio. A acumulacdo ocorre principalmente nos seguintes
6rgdos: branquias, rins, ossos e figado, onde os niveis aumentam conforme a idade.

(CAVALCANTE, 2009).
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Outros biomarcadores de efeito importantes em peixes que, embora ndo fornecam
respostas especificas a estressores quimicos, indicam o estado fisiologico e de saude do
animal sdo os parametros hematoldgicos. A alanina amino transaminase (ALT ou TGP) e a
aspartato amino transaminase (AST ou TGO) sdo transaminases que quando aumentam sua
atividade no plasma se tornam sensiveis indicadores de danos celulares ocorridos na
membrana de certos 6Orgaos, principalmente o figado. Outros marcadores hematologicos
como: hematdcrito, hemoglobina e glicose, embora menos especificos, podem ser
influenciados por fatores naturais, podendo também apresentar sensibilidade para
determinados poluentes. (CAVALCANTE, 2009).

A ALT e a AST sao encontradas principalmente no figado, mas outros 6érgaos como:
rins, coracdo e musculos esqueléticos também apresentam, em concentragdes moderadas,
essas enzimas. Quando ocorrem lesdes tissulares, doencas que afetem o parénquima hepatico
(células responsaveis pelas fungdes tipicas do 6rgdo) ou qualquer outra lesdo tecidual nos
orgdo que contém essas enzimas havera um aumento da concentra¢ao destas no sangue. Em
peixes o aumento na atividade dessas enzimas no plasma pode significar exposi¢do a algum
agente estressor. (CAVALCANTE, 2009).

Outro biomarcador que também ¢ muito utilizado para a avaliagdo dos impactos
causados por poluentes ambientais em peixes através de exames histopatologicos € o figado
(JESUS, 2008). O figado ¢ um 6rgao que esta relacionado com a desintoxicagdo e a excre¢ao
de substancias toxicas, dentre elas os metais pesados, que dependendo da concentracdo e da
duracdo da exposi¢do pode causar efeitos prejudiciais ao orgdo. Por isso também que a
avaliacao histopatologica desse 6rgdo pode ser considerado um biomarcador de efeito, pois
ela apresenta as mudangas que ocorrem na morfologia do mesmo (JESUS, 2008 e LOPES,
2007).

Um trabalho realizado com Lambari sob a influéncia de efluentes petroquimicos em
que se utilizou o figado para a avaliagdo foram considerados como resposta ao estresse
ambiental as seguintes alteragdes: “vacuolizacdo dos hepatocitos, deplecdo de glicogénio,
inflamacao, alteracdes no formato dos vasos sinuséides e neoplasmas” (LOPES, 2007). J4 em
um trabalho realizado com Piaducu sob a influéncia pelo Roundup (herbicida) foram
encontradas no figado: “congestao, hemorragia e necrose focal” (ALBINATI, 2008).

Tendo em vista algumas possiveis alteracdes na morfologia de figado de peixes, e
baseado no material controle (figado de tilapias que ndo foram expostas ao chumbo) foi

realizada uma analise desse 6rgao.
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A relevancia desse trabalho reside no fato do chumbo experimentar o fendmeno da
biomagnificacdo e bioacumulagdo sendo por isso um contaminante ambiental, podendo ser
considerado um problema de saude publica. Sendo assim, sdo desenvolvidos biomarcadores
como, por exemplo, os parametros sanguineos e histologicos, que sdo ferramentas
empregadas para avaliagdo da saude de peixes e, como conseqiiéncia, podem ser utilizados no

auxilio da analise da qualidade ambiental de corpos hidricos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

1 - Avaliar possiveis efeitos histopatologicos e bioquimicos da intoxica¢do aguda de

chumbo em exemplares comerciais de tilapia (Oreochromis niloticus).

2.2 ESPECIFICOS

1 - Avaliar os efeitos de diferentes doses de chumbo injetados no peritonio dos animais nas
atividades das enzimas transaminases alanina-amino-transferase (ALT ou TGP) e Aspartato-
amino-tranferase (AST ou TGO), na atividade da enzima ALAD, da hemoglobina e da
glicose.

2 - Avaliar os efeitos de diferentes doses de chumbo injetados no peritonio sobre os figados

dos animais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Oreochromis niloticus, também conhecida como tilapia do Nilo, ¢ uma espécie
de peixe de origem africana. Ela foi introduzida no Brasil nos anos 1970, na regido do
nordeste e desde entdo foi disseminada pelo pais por meio da técnica de piscicultura
brasileira. Atualmente, ela ¢ a segunda espécie mais cultivada no mundo atrds da
cultura de carpas e salmonideos (BOSCOLO et al., 2001).

Suas caracteristicas sdo: resisténcia a condi¢des adversas do meio, rapido crescimento
e adaptacdo, habito alimentar onivoro e com fécil aceitacdo de racdes em quase todas as fases
da vida, além de serem sensiveis a fatores estressantes. Por conta disso, esses peixes sdo
6timos bioindicadores servindo como bons modelos experimentais (CAVALCANTE, 2009 e
MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008).

Essa espécie também ¢ usada para outras pesquisas de avaliagdo toxicoldgica e tem se

mostrado, até o exato momento, um bom indicador bioldgico na avaliagdo toxicoldgica por

chumbo (RASHED, 2001).

Figura 1 — foto da espécie Oreochromis niloticus. Fonte: CAVALCANTE, 2009.

Os animais utilizados para essa pesquisa (Oreochromis niloticus ou tilapia do Nilo)
foram adquiridos de um abatedouro e foram transportados para o laboratorio de Toxicologia
do CESTEH onde foi feita a exposi¢do ao chumbo. O trabalho foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA) sob a licenga N°
L0033/08.
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Os animais foram sacrificados através da seccdo da medula e tiveram os figados
removidos no ultimo dia do experimento, ou caso demonstrassem sinais de perda de atividade

e controle da flutuacao.

3.2 MATERIAIS PARA OS PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

Os exames histologicos foram realizados no laboratorio de histologia da Escola
Politécnica de Satde Joaquim Venancio, sendo utilizados para esses exames 0s seguintes
materiais: microtomo da marca SLEE Mainz modelo CUT4050, processador automatico de
tecidos SAKURA, autoinclusor LEICA modelo EG1120, placa aquecedora OVIMIS, banho
maria histologico, corantes HE (hematoxilina e eosina), millonig modificado (fixador®),
cassetes histologicos (para acondicionar e separar os tecidos), alcool (usado no processamento
e na coloracdo), xilol (atua como um agente solvente da parafina), parafina (a pura usada para
a impregnacgao e € a composta com cera, para inclusao dos tecidos a 60°C), agua (usada para
hidratar e esticar os tecidos depois dos cortes), cuba de vidro para coloragdo, tipo
Schifferdecker (usada para coloracdo das laminas), laminas, laminulas,balsamo do canada
usado para a jun¢do da laminula com a lamina depois da coloragdo do tecido; albumina-
glicerinada (usada como revestimento para a superficie das laminas de modo a evitar o
desprendimento do tecido durante a colorag@o), microscopio Optico ZEISS modelo ICS-KF2
(usado para a visualizagdo dos tecidos) e os tecidos hepaticos (de organismos expostos a

Img/kg e a 100mg/kg e os seus respectivos grupos controles).

3.3 METODOLOGIA PARA A AVALIACAO HISTOLOGICA

Os materias histologicos ao chegarem no laboratério de Histologia da EPSJV foram
registrados, para facilitar o processo e a identificagdo na avaliagdo dos mesmos, e
acondicionados em um recipiente de vidro contendo Millonig Modificado, onde ficaram até o
momento do processamneto.

O processamento, que foi feito pelo processador automatico de tecido, fez com que os
tecidos, ao passarem por uma bateria de solugdes (alcool 70%, alcool 80%, alcool 95%, duas
imersdes em alcool 100%, trés imersdes em xilol, duas imersdes em parafina) estivessem

preparados para serem incluidos.

¢ Fixador: solugdo que evita a destrui¢do das células pelas suas enzimas ou por bactérias. (Junqueira e Carneiro,
2008)
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Na inclusdo os tecidos foram envolvidos com uma substancia consistente e firme
(parafina composta), utilizando o autoinclusor, que permitiu o corte na etapa posterior, a
microtomia. Na microtomia os tecidos foram fatiados pelo micrétomo numa espessura de 4um
(o que possibilitou uma melhor visualizagdo no microscopio Optico). Na etapa anterior a
microtomia, a superficie das laminas foi preparada previamente com a albumina-glicerinada
para receberem o tecido fatiado.

Ao serem fatiados, os tecidos foram transferidos para o banho maria histologico, onde,
ao entrarem em contato com a agua ele foram distendidos e separados de forma a evitar
dobras e, entdo, foram colhidos na superficie das laminas e distendidos novamente em um
periodo entre 1 a 3 minutos sobre a superficie da placa aquecedora. Na etapa da coloragao
(HE), uma nova bateria de solugdes: desparafinizacdo em 3 imersdes em xilol (3 minutos
cada), hidratacdo em 2 imersdes de alcool 100%, uma de alcool 95%, uma de alcool 70%,
uma de agua (3 minutos cada imersdo), coloragdo em hematoxilina de Mayer durante 20
minutos, lavagem em 4gua corrente durante 25 minutos, imersdo em alcool 70% por 2
minutos, coraloracdo em eoxina-floxina por 2 minutos, diferenciacdo rapidamente em alcool
95%, desidratacao em trés imersdes em alcool 100% (3 minutos cada) e clarificagdo em trés
imersdes em xilol (3 minutos cada). As laminas foram montadas usando uma resina (balsamo
do Canadd) que juntou a laminula a lamina permitindo que os tecidos fossem analisados no
microscopio optico.

Os parametros utilizados para a avaliacdo semiquantitativa desse material serdo feita
segundo Schwaiger (1997) ordenando segundo o grau de severidade na seguinte escala: grau 1
= nenhuma alteragdo; grau 2 = alteragdes moderadas e localizadas; grau 3 = alteragdes severa

intensamente distribuida (SCHWAIGER, 1997 e WINKALER, 2001)

3.4 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Nesse trabalho foram adotados como parametro bioquimico, baseado na literatura, os
niveis de glicose presente no plama sanguineo, a hemoglobina, a atividade das enzimas
transaminases TGO e TGP e a enzima ALAD que estd relacionada com a sintese da
hemoglobina.

Todos esses parametros foram ensaiados no laboratorio de toxicologia do CESTEH,
seguindo o protocolo do laboratorio, para realizacdo do trabalho de Ana Luiza Cavalcante e
foram aproveitados para esse trabalho com o intuito de possibilitar uma correlagdo entre os

resultados e uma relagdo entre mesmos sob os da avaliagdo histologica.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo descritos abaixo por meios de graficos que indicam os
niveis de glicose (figuras 2 e 3), ALAD (figuras 4 e 5) e hemoglobina (figuras 6 e 7) presentes

no sangue dos animais durante o experimento e de imagens que revelam a morfologia
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macroscopica e microscopica do figado do animal (figuras 8,9, 10 e 11).

Figura 2 — Analise de glicose de tilapias expostas a uma dose de 1mg/kg de acetato de chumbo (Parte B).C =
Controle; E = Exposto; Cada simbolo representa o resultado do pardmetro em um animal. Os simbolos cheios
representam o Gltimo resultado de um peixe que veio a morrer entre esse momento e a proxima coleta de
sangue.
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Figura 3 — Andlise de glicose de tilapias expostas a uma dose de 100mg/kg de acetato de chumbo (Parte B).C =
Controle; E = Exposto; Cada simbolo representa o resultado do parametro em um animal. Os simbolos cheios
representam o ultimo resultado de um peixe que veio a morrer entre esse momento e a proxima coleta de sangue.
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Figura 4 — Analise de ALAD de tilapias expostas a uma dose de 1mg/kg de acetato de chumbo (Parte B).C =
Controle; E = Exposto; Cada simbolo representa o resultado do parametro em um animal. Os simbolos cheios
representam o ultimo resultado de um peixe que veio a morrer entre esse momento e a proxima coleta de sangue.
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Figura 5 — Analise de ALAD de tilapias expostas a uma dose de 100mg/kg de acetato de chumbo (Parte B).C =
Controle; E = Exposto; Cada simbolo representa o resultado do parametro em um animal. Os simbolos cheios
representam o ultimo resultado de um peixe que veio a morrer entre esse momento e a proxima coleta de sangue.
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Figura 6 - Analise de hemoglobina de tilapias expostas a uma dose de 1mg/kg de acetato de chumbo (Parte B).C
= Controle; E = Exposto; Cada simbolo representa o resultado do parametro em um animal. Os simbolos cheios
representam o ultimo resultado de um peixe que veio a morrer entre esse momento e a proxima coleta de sangue.
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Figura 7 - Analise de hemoglobina de tilapias expostas a uma dose de 100mg/kg de acetato de
chumbo (Parte B).C = Controle; E = Exposto; Cada simbolo representa o resultado do
parametro em um animal. Os simbolos cheios representam o tltimo resultado de um peixe que
veio a morrer entre esse momento e a proxima coleta de sangue.
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Figura 8 — Morfologia de tilapias expostas a 1 mg/Kg de acetato de chumbo. C = controle e E = exposto.
Fonte: CAVALCANTE, 2009.




24

COANALITIEA

TN

fi2® a8

a, ultra-vi
matografo

11l TR R A
L

A | z Espectrofotdmetras da ahenrntn ~oa—

E2

Figura 9 — Morfologia de tilapias expostas a 100 mg/Kg de acetato de chumbo. C = controle e E = exposto.

Fonte: CAVALCANTE, 2009.
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Figura 10 — Micromorfologia de figado de tilapia que foi usada como controle para a avaliagdo histopatologica.
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Figura 11 - Micromorfologia de figado de tilapia injetada com 100 mg/kg de acetato de chumbo.

Nao foi detectada alteracdo das atividades das transaminases. Esse resultado aponta
que provavelmente ndo ocorreram lesoes tissulares nas células hepaticas dos animais expos-

tos.
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5 DISCUSSAO

5.1 HISTOTECNOLOGIA DOS TECIDOS

O material (o figado) do experimento a 1mg/kg, tanto do grupo controle quanto do
grupo exposto, chegaram ao laboratorio de histologia da Escola Politécnica de Satde Joaquim
Venancio (EPSJV) acondicionado dentro de um pote de vidro nos cassetes, contendo
formalina (fixador de aldeido férmico a 3,7%), e foram transferidos para um pote também de
vidro contendo millonig modificado (que também ¢ um fixador) onde permaneceram até o
momento do processamento, pois nao ¢ recomendado deixar os tecidos por um longo periodo
em formol (Medrado, 2009). O mesmo sucedeu com o experimento a 100mg/kg, sendo que o
figado s6 foi colocado (cortados de forma a caber) nos cassetes quando chegou no
laboratorio.

O material foi registrado no laboratério de histologia da EPSJV, segundo o caderno de
registro do proprio laboratorio onde recebeu a numeracao por 6rdem de entrada, a sigla E (de
material experimental), o ano, o nimero equivalente ao do tecido e uma letra que significa a
seccdo do tecido (exemplo: E-088/09 4a) com a finalidade de identificar um material no meio
dos demais. Foi feito também um requerimento controle onde foram determinados a
quantidade de 1aminas e o tipo de coloracdo que seria utilizada, a espessura do corte, o tipo de
fixador e uma observagdo macroscopia dos tecidos (aspectos importantes do requerimento
podem ser encontrado no anexo no final deste trabalho).

Na ficha de requerimento foi feita uma observacdo quanto ao material E-088/09 4a,
em cuja macroscopia foram detectadas manchas acizentadas na parte interna (parenquimal) do
orgdo. O processo comeca com desidratacdo pelo alcool, que ¢ o agente desidratante mais
usado, em doses crescentes, pois dificilmente em apenas um banho de alcool se obtera uma
desidratacao completa. A desidratagdo seriada evita lesdes teciduais.

A segunda parte desse processo chama-se clarificagdo onde o etanol (4lcool) presente
nos tecidos deve ser substituido por uma substidncia que seja miscivel tanto com o etanol
quanto com a parafina. A substancia mais usada é o xilol, que é um liquido que remove o
alcool presente no tecido, deixando-o com um aspecto translucido. Cada imersao foi de 30

minutos.
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Na ultima etapa dessa parte os tecidos sdo imersos em duas respectivas solugdes de
parafina a 60°C, onde o xilol ¢ retirado pela acdo do calor, deixando os espacos existentes
serem preenchidos pela parafina (Junqueira, 2008). Este processo serve também para
endurecer o material para a microtomia.

Passado o processamento os tecidos foram incluidos. Nessa parte, os tecidos sdo
retirados dos cassetes e arrumados em formas, contendo parafina composta, que garante ao
bloco (tecido envolto com a resina) uma maceis para facilitar o corte na microtomia. Essa
etapa foi realizada com o auxilio de um auto inclusor que mantinha a resina a uma
temperatura de 60°C.

Cabe ressaltar que no momento da inclusdo as amostras: E-088/09 4a, E-088/09 4b, E-

091/09 4b e E-089/09 4a, apresentaram nas extremidades consisténcia caracteristica da
impregnacdo, enquanto que a regido central apresentava uma consisténcia amolecida
aparentando nao estar devidamente impregnada.
Antes da microtomia as laminas foram preparadas para receberem os tecidos fatiados. Essa
preparacdo consiste em colocar uma superficie delgada de proteina (albumina glicerinada) nas
laminas para evitar o descolamento dos tecidos na coloracdo. Feito isso elas foram
identificadas com o registro de cada material.

Como a parte técnica da microtomia foi descrita na metodologia cabe apenas ressaltar
que nao foi possivel o corte do bloco E-089/09 4a visto que ao ser fatiado pelo micrétomo seu
tecido se fragmentava em varios pequenos pedagos, ndo sendo possivel sua obtengdo, embora
estivesse sendo fatiado numa espessura de 7um. Outros blocos também tiveram que ser
cortados a 7um devido sua fragmentagdo na espessura requerida.

A coloragdo ¢ fundamental para uma melhor visualizagcdo e caracterizacdo de certas
estruturas celulares. A coloracdo HE (hematoxilia eosina) é a mais usada nos laboratorios e
apresenta excelentes resultados sendo possivel fazer uma analise geral dos tecidos e
6rgaos(MEDRADO, 2009 e LOPES, 2007).

A etapa inicial do processo de coloracdo HE consiste em remover a parafina excedente
nos tecidos possibilitando que os mesmos sejam corados. Nessa coloracdo os nucleos e
substancias basofilas (estruturas acidas que se coram por corantes basicos) se coram de azul e
os restantes dos componentes da lamina se coram de varios tons de rosa por conta da eosina

(MEDRADO, 2009). Por fim as laminas forma montadas usando balsamo do Canada.
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5.2 TRANSAMINASES

A anélise de parametros sanguineos nos oferece muitas informagdes sobre a situagdo
do individuo, sendo, portanto um meio de diagndstico que nos fornece as condi¢des
necessarias do organismo.

As transaminases sao enzimas responsaveis por catalizar a reagdo da remocao do
grupamento amina dos aminoécidos transferindo-os para serem degradados ou reutilizados no
organismo. Elas sdo encontradas em grande quantidade, principalmente no figado (6rgdo
responsavel pela desintoxicagdo do organismo) e servem para diagnosticar lesdes nos
hepatdcitos e nas células cardiacas (pois ao serem lesadas vazam seus componentes, incluindo
as aminotranferases, para a corrente sanguinea) ocasionadas por infec¢des, intoxicagdes € 0
infarto do miocardio. (MARZZOCO, 2007e LEHNINGER, 2002).

A Alanina Aminotransferase (ALT) ou Transaminase Glutdmicopiravica (TGP) ¢
responsavel por catalizar a reagdo entre o aminodcido alanina e o a-cetoglutarato. Ela age
removendo do aminodcido, que se torna em piruvato, através da coenzima pirodoxal —fosfato,
o grupamento amina transferindo-o para o a-cetoglutarato que se torna em glutamato. Essa
reacao ocorre no citoplasma das células hepaticas. (MARZZOCO, 2007).

Na segunda etapa do processo de degradacdo do aminoacido, o glutamato entra na
mitocondria dos hepatdcitos e sofre uma nova transaminacdo por acdo da transaminase
Aspartato Aminotransferase (AST) ou também conhecida com transaminase Glutdmico-
Oxolacética (TGO) cujo grupamento amina presente no glutamato, que se torna novamente
em o-cetoglutarato, ¢ transferido (pela transaminase) para o oxaloacetato que se torna em

aspartato. (MARZZOCO, 2007).
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aminoacido a-cetoglutarato

mitocondria

| oxaloacetato |

a-cetoglutarato

Figura 12 — representagdo do mecanismo de ac@o das transaminases TGP e TGO

As transaminases que foram ensaiadas (TGP e TGO) sdo as mais usadas para
identificacdo de lesdes hepaticas e cardiacas. Como neste trabalho estamos também avaliando
os efeitos agudos do chumbo em figados, cabe, com a dosagem dessas enzimas em peixes,
ilustrar os danos ocorridos no figado da tilapia.

Por isso ¢ importante ressaltar também que as transaminases tém sido utilizadas como
6timos biomarcadores de efeito em peixes. Quanto ao resultado das transaminases nao houve
atividade dessas enzimas detectadas no plasma sanguineo em nenhum momento durante a
pesquisa realizada no laboratério do CESTEH, o que indica que ndo houve lesdes nas células
hepéticas ou em outras células do organismo (por exemplo o miocérdio). Porém ao realizar a

necropsia de alguns dos peixes expostos foi observado um aumento no volume do figado.

5.3 GLICOSE

A glicose ¢ um biomarcador muito utilizado em pesquisas de avaliagdo de intoxicacao,
onde, pela variacao desta, medimos a intensidade e o risco do toxicante. Sendo assim, ela ¢
considerada um parametro hematologico para muitas pesquisas em que se utilizam peixes

como modelo experimental.
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No trabalho da CAVALCANTE, ela foi determinada através de testes enzimaticos a
partir do sangue colhido dos animais expostos a doses de 1 e 100 mg/Kg de acetato de
chumbo e dos animais controles.

A glicose ¢ utilizada na respiragdo como fonte de energia para o organismo. Ela ¢
adquirida através da alimentagao, onde com o aumento da concentragdo na corrente sanguinea
faz com que determinados oOrgdos, como o figado, a armazene na forma de glicogénio
(polimero de glicose). Quando a concentragdo de glicose no plasma decai, o glicogénio
hepatico ¢ degradado, de forma a manter a glicemia equilibrada no organismo.
(MARZZOCO, 2007)

Em momentos de estresse os niveis de glicose circulante podem vir a aumentar
juntamente com deple¢do de reservas teciduais de glicogénio. No momento do estresse o
organismo se utiliza de dois tipos de resposta enddcrina: a primeira se da através do aumento
do cortisol plasmatico, que ¢ um hormonio proveniente do cértex das supra-renais, que resulta
na elevacdo da concentracao do hormonio catecolamina: epinefrina, que atua juntamente com
o primeiro causando variadas alteracdes bioquimicas e fisioldgicas, constituindo-se a segunda
resposta. Nesta ocorre o estimulo a gliconeogése (sintese da glicose a partir de aminodcidos,
lactato e glicerol) através da proteolise (quebra de proteinas), a qual libera aminoacidos, ¢ a
inducdo da sintese de enzimas que promovam essa producdo de glicose, causando assim, a
hiperglicemia, a deplecdo das reservas teciduais de glicogénio e a lipase. (WINKALER, 2001
e MARZZOCO, 2007)

Esse mecanismo endocrino pode ser resultado de uma exposi¢do aguda a um fator
estressante como uma forma de adaptacdo do organismo. Em contrapartida peixes
cronicamente expostos apresentam reducdo da glicemia, também deplecdo de glicogénio
hepatico, reducdo alimentar e perda de glicose na urina. (MARZZOCO, 2007).

No resultado obtido por CAVALCANTE foi detectado um aumento dos niveis de
glicose nos animais expostos ao chumbo quando comparado com o resultado do grupo
controle (comparar os graficos de glicose dos animais expostos a Img/Kg e a 100mg/Kg de
acetato de chumbo). E cabe ressaltar que mesmo na dose a 1mg/Kg, que foi considerada
baixa, € possivel perceber que houve um aumento da glicose no experimento como ocorreu no
experimento a 100mg/Kg.

Esse resultado demonstra a capacidade estressante do chumbo em peixes da espécie
Oreochromis niloticus e que a mesma espécie pode servir como um bioindicador, pois
se apresenta sensivel ao chumbo causando alteragdes detectaveis nos organismos teste

como ¢ o caso da glicose.
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54 ALAD

A ALAD (4cido delta aminolevolinico desidratase) ¢ uma enzima que participada via
de biossintese do grupamento Heme da hemoglobina, a qual é responsavel pelo transporte dos
gases respiratorios. Um dos efeitos do chumbo sobre o organismo € a inibi¢do da atividade
dessa enzima podendo ocasionar um quadro de anemia hipocromica. Por isso a ALAD ¢
considerada um 6timo biomarcador de efeito do chumbo para o monitoramento ambiental,
pois ¢ possivel através dela mensurar a exposicdo e avaliar o risco que esta pode trazer a ao
meio ambiente ¢ a0 homem. (CAVALCANTE, 2009 e FAUSTO, 2008)

A figura abaixo representa o esquema da acdo do chumbo na biossintese do

grupamento heme na medula dssea:

Acao do Pb sobre a biossintese do HEME

Succinil CoA + glicina

ALA-S <« — — —+— — Pb
CoA +CO,
acido delta arlinolevulinico ———» ALA-u
ALA-D = Pb

porfobilinogénio

uroporfibilinogénio — — — — —» Uro-u
+ UPG-descarboxilase
coproporfirinogénio » Copro-u
CPG descarboxilase |l - — pp
protopPrfirinogénio
Yy +2Zn
protoporfirina » PPZ
Fe'? | HEME-sintetase <———— Pb
HEME

| 4 |hemoglobina| +———

Figura 13 - Esquema da ag¢@o do Pb sobre a biossintese do HEME na medula 6ssea.
Fonte: Salgado, P.E.T. Toxicologia Ocupacional ECO/OPAS/OMS/1986

A primeira etapa ocorre na mitocondria dos eritroblastos da medula onde se condensa
a glicina com a succinil-coA através da enzima ALA-S (acido delta aminolevulinico sintetase)

formando o 4cido delta aminulevulinico (ALA). (ALVAREZ-LEITE)
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Na segunda etapa, duas moléculas de ALA se condensam com o auxilio da enzima
ALAD, formando o porfobilinogénio (PBG). E por fim vemos a formacao de outros produtos
resultando na formacao do grupamento heme. (ALVAREZ-LEITE)

O chumbo inibe a acdo da ALAD por mecanismos ainda ndo bem definidos. O mais
aceito é a competi¢io entre o chumbo e o zinco pela ligagio de um sitio ativo dessa enzima. E
interessante observar que além da ALAD o chumbo também pode inibir a acdo de outras
enzimas na biossintese do grupamento heme, as quais também podem ser detectadas por
outros métodos praticos. (ALVAREZ-LEITE)

Para este trabalho os dados obtidos no CESTEH através da andlise das amostras
sanguineas coletadas dos animais utilizando-se do protocolo do laboratério revelam
comprovadamente que houve a inibicdo da atividade da enzima ALAD de eritrocitos
ocasionados por uma Unica dose de acetato de chumbo a 100mg/Kg e a 1 mg/Kg nos
diferentes experimentos, apesar de ndo ter causado alteragdes relevantes no hematocrito (pois
este pode ser influenciado por fatores naturais) e nos niveis de hemoglobina, comprovando
que o chumbo pode interferir na atividade dessa enzima e que esta pode ser usada como um

bom biomarcador de efeito. (CAVALCANTE, 2009)

5.5 HEMOGLOBINA

Como foi comentada anteriormente a hemoglobina ¢ a responsavel pelo transporte dos
gases respiratorios dentro do organismo. Ela é uma molécula tetramérica, onde cada cadeia
esta associada a um grupo prostético chamado Heme. A heme ¢ uma porfirna que possui um
ion de ferro que se apresenta no estado ferroso (Fe?+) e € nela onde o oxigénio se liga para ser
transportado.

O chumbo, como também foi visto anteriormente, inibe a capacidade do organismo de
produzir a hemoglobina interferindo em algumas enzimas que sdo responsaveis pela sintese
do grupamento heme. (MOREIRA, 2004 e MARZZOCO, 2007).

Alguns autores consideram que o decréscimo desse parametro pode ser relacionado
com a presenga de chumbo no meio. Winkaler e colaboradores (2001), ao comparar valores
de hemoglobina coletados de lambaris de diferentes locais, observaram um decréscimo desse

pardmetro nos animais coletados na regido contaminada por chumbo.
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5.6 FIGADO

O figado ¢ o principal 6rgdo do metabolismo e esta relacionado com a conversdo do
alimento, com a producdo de vitelogenina durante o crescimento gonadal e com a
desintoxicagdo do organismo de teledsteos. Ele € também a maior glandula exo-endocrina dos
vertebrados, que apresenta diversas funcgdes, sendo uma delas a possibilidade de armazenar
glicose na forma de glicogénio e de limpar o sangue, proveniente da regido intestinal, de
substancias desconhecidas e que podem ser consideradas toxicas para o organismo. (LOPES,
2007).

Os figados de peixes, em especial, apresentam auséncia de lobul¢do (hepatocitos
interconectados que formam uma placa), de espacos porta classicos (regido da periferia do
l6bulo onde ¢ encontrado nervos, vasos linfaticos e sanguineos) e de células de Kupfer
(sistema imune), porém apresenta tecido pancreatico intra-hepatico em algumas espécies,
centros melano macrofagicos e de tecido hemacitopoiético. Cabe ressaltar que também ha
diferencas fisiologicas e morfologicas em diversas espécieis de peixes. (LOPES, 2007 e
JUNQUEIRA, 2008).

O hepatécito dos teledsteos apresenta nucleo localizado na regido central de
caracteristica grande e arredondado com o nucléolo proeminente. Nessa célula também ¢
possivel encontrar uma grande quantidade de glicogénio hepatico. (LOPES, 2007 e
ALBINATI, 2009). Segundo Lopes (2007): “Alteragdes como vacuolizagdo dos hepatdcitos,
deplecao de glicogénio, inflamagdo, alteragdo no formato dos vasos sinusoides (capilares que
estdo ramificados dentro dos 16bulos) e neoplasmas (aumento do tecido) sao indicaticativos de
estresse ambiental”.

Alguns autores como Schuwaiger (2001) propdem a andlise histopatologica como um
biomarcador para a avaliacdo de efeitos toxicos, pois estes tém se apresentado como
ferramenta sensivel para a deteccdo de efeitos causados por poluentes no organismo (LOPES,
2007). No presente trabalho foi feita uma avaliacdo dos efeitos das diferentes doses de
chumbo injetados no peritonio sobre os figados dos animais.

O resultado dessa avaliagdo revela que ndo houve nenhum dano significativo como
pode ser visto e comparado nas figuras 10 e 11. Essa conclusdo ¢ possivel, pois ndo foi
detectado nenhum dano nos vasos sinuséides dos figados expostos as duas concentragdes de
acetato de chumbo, visto que estes se apresentam sem nenhuma lesdo indicativa de

hemorragia.
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Segundo os autores Albinati (2009) e Lopes (2007) para a verificagdo da presenca ou
auséncia de glicogénio, laminas basais, mucoproteinas, ou glicoproteinas o método de
coloragao mais apropriado ¢ o PAS (acido periddico de Schiff) sendo que esta coloragdo ndo
foi realizada no laboratorio de histologia da Escola Politécnica. Porém com a andlise do
resultado da glicose ¢ possivel inferir que possa ter ocorrido alguma modificagdo, pois
segundo Winkaler (2001) a situagdo de estresse em peixes dispara respostas enddcrinas, como
foi referido na discussdo da glicose, que culminam em efeitos metabolitos, tais como: a
hiperglicemia (0 que aconteceu com os peixes expostos a ambas as concentracdes) € a
deplecao das reservas teciduais de glicogénio, que estd relacionado com o primeiro efeito
citado.

Por ndo ser possivel fazer o método do PAS, ndo sera possivel afirmar se houve ou
ndo vacualizacdo dos hepatdcitos, pois segundo os resultados de Albinati (2009), peixes que
ndo foram expostos ao herbicida Roundup apresentaram hepatocitos com reserva de
glicogénio. Entretanto, os animais expostos a esse agente quimico, apresentaram suas células
hepéticas com os vacuolos indicando auséncia de glicogénio.

Outro fator que esteve presente nesse trabalho, que se relaciona com a vacuolizagio
dos hepatocitos e que foi citado por Lopes (2007) € o aumento do volume do 6rgdo como ¢
visto na figura 9. Apesar de apenas alguns dos animais que sofreram a necropsia apresentar o
aumento de volume. (CAVALCANTE, 2009).

Outro fator que € possivel de se relacionar com o resultado da avaliagcao das laminas ¢
o resultado das transamianses, visto que ndo foi detectada nenhuma lesdo nos hepatdcitos
assim como nao houve resultado dessas enzimas.

Sendo assim ndo foi possivel detectar nenhuma altera¢do patologica no figado das
tilapias injetadas com ambas as concentragdes de chumbo com a coloragdo HE, por causa
disso o grau de severidade das lesdes dos hepatocitos é considerado 1, ou seja sem nenhum

dano.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados desse trabalho € possivel concluir que:

1 — Durante os 3 primeiros dias de exposicao das tilapias a dose unica de 100mg/kg de acetato
de chumbo, ou durante os 9 dias de exposicao a dose Unica de 1mg/kg, foi possivel detectar a
inibicao da atividade da ALAD de eritrdcitos e a elevagdo dos niveis de glicose do plasma.
Por outro lado, ndo ocorreram alteragdes significativas nos niveis de hemoglobina e das
transaminases séricas dos animais.

2 — Que as doses de 100mg/kg e 1mg/kg de acetato de chumbo, respectivamente, durante 4 e
9 dias, nao foram suficientes para identificar danos morfologicos em figados de tilapias do
nilo que foram corados com a coloracao HE.

3 -Nossos resultados mostram que a tildpia ¢ uma espécie resistente as condi¢des
laboratoriais, mesmo manipuladas diariamente, indicando que essa espécie pode ser

empregada em seu uso no monitoramento ambiental.
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