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RESUMO

O presente estudo verificou os efeitos toxicos do cloreto de mercidrio em concentragdes subletais sobre
o quadro histolégico da tilapia Oreochromis niloticus, analisando o bago, o coragdo e o encéfalo dos
organismos. Para essas avaliagdes foram utilizados juvenis de tilapia com 27,13 £4,67 ge 12,44 + 0,84
centimetros. Os animais (n=102) foram expostos a trés concentragdes de cloreto de merctrio (HgCl):
C1=0,02 mgL; C2=0,002 mgL"; e C3=0,0002 mgL", tendo-se o grupo controle como referéncia para
os efeitos observados. O tempo total de duragéo do experimento foi de 14 dias, tomando-se amostras
para anélise no 3¢ 7°, 10° e 14° dia. No bago, observou-se hiperplasia e hipertrofia dos centros de
melanomacroéfagos, proporcionais as concentragoes testadas. Entretanto, no encéfalo e no coragao dos
animais submetidos a experimentacao, as altera¢des histolégicas observadas ndo foram relevantes,
quando comparadas as observadas no grupo controle.
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HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION OF THE SPLEEN, HEART, AND BRAIN OF THE
TILAPIA Oreochromis niloticus (LINNAEUS, 1758) EXPOSED TO MERCURY CHLORIDE

ABSTRACT

The objective of this investigation was to assess the effects of the mercury chloride toxicity on the
histological evidence of tilapia Oreochromis niloticus. The spleen, heart, and brain were investigated.
Immature tilapia was used (27.13 + 4.67 g and 12.44 + 0.84 cm). The fishes (n=102) were exposed to
three concentrations of mercury chloride (HgCl,): C1=0.02 mgL", C2=0.002 mgL", and C3=0.0002
mgL?, plus the control group. Samples were collected after 3, 7, 10 and 14 days of exposure. The
center of melanomacrophages of the spleen showed hyperplasia and hypertrofia, being proportional
to the tested concentrations. However, in brain and heart the alterations were not relevant when
compared to those observed in the control group.
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INTRODUCAO

A presenga de merctrio nos ecossistemas na-
turais estd assumindo dimensdes preocupantes,
principalmente em decorréncia da multipla apli-
cacdo do elemento, a qual, na maioria das vezes,
vem ocorrendo de forma abusiva e indiscriminada
(CASTRO, 1991).

Devido a sua toxicidade, o mercdrio pode ter
efeitos deletérios sobre o ambiente, perpetuando-se
na biota por ter a propriedade de se bioacumular,
atingindo concentracées muitas vezes elevadas
(CETESB, 1986).

Os peixes vivem em contato direto com o meio
aquoso e por isso sdo afetados pelas alteracdes
causadas por diferentes agentes fisicos, quimicos
e biol6gicos (WATRAS et al., 1998). Neste sentido,
a aquicultura no Brasil, como atividade economi-
camente emergente, encontra-se inteiramente de-
pendente dos ecossistemas nos quais esta inserida
(VALENTI et al., 2000).

Uma das possibilidades de se avaliarem as inte-
ragdes e efeitos de poluentes sobre a fauna aquética
pode ser a realizacdo de bioensaios (FERREIRA,
2002). Estes estudos podem ser desenvolvidos atra-
vés de testes experimentais de metodologias distin-
tas, estabelecidas de acordo com os objetivos que
se procura alcangar nestas avaliagdes (LOMBARDI,
1999). Estes testes se constituem em experimentos ro-
tineiramente utilizados na avaliagdo de alguns efeitos
deletérios de agentes quimicos nos organismos.

A tilapia Oreochromis niloticus possui grande
potencial industrial e, apesar de ser espécie exética,
tem demonstrado boa adaptacdo as condigdes cli-
maticas brasileiras. Suas caracteristicas zootécnicas
e a alta qualidade de sua carne fazem da tildpia um
produto de grande interesse para o processamento
industrial e com boa aceitagdo pelo mercado consu-
midor (OSTRENSKY et al., 2000).

Segundo a EPA (Environmental Protection
Agency) (1974), estudos realizados sobre o efeito
do envenenamento de diferentes organismos pelo
mercurio foram indicativos de um quadro agudo.
Entretanto, as altera¢des provocadas por este metal
pesado nos tecidos e nas células sao mais dificeis de
serem observadas. A histopatologia relacionada ao
mercudrio comegou a ser estudada somente apds o
incidente em Minamata, no Japao, na década de 1970.
Pesquisas posteriores com outros animais, a exce¢do
do homem, levaram ao conhecimento ptublico in-
formacoes sobre a distribuicdo e bioacumulagdo do
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merctrio em diferentes 6rgaos internos dos organis-
mos, bem como sobre as mudangas fisiolégicas que
se sucedem, por exemplo, mudangas no processo de
respiragdo celular. Desde que os disttrbios neurol-
gicos e renais foram observados, o sistema nervoso e
os rins tornaram-se o foco de muitas pesquisas sobre
toxicidade do mercdrio.

As alteracoes patoldgicas e morfoldgicas provo-
cadas no bago pela toxicidade do merctrio foram
associadas com a desorganizacdo dos corddes
esplénicos, tendo como resultado o deslocamento
de células linfaticas na polpa esplénica (BANO e
HASAN, 1990).

Neste trabalho, os 6rgaos escolhidos para anélise
foram o bago, o coracdo e o encéfalo, pela escassez
de estudos, principalmente histopatolégicos, sendo
as pesquisas desenvolvidas para verificar os efeitos
deletérios do merctirio em juvenis da tilapia Oreo-
chromis niloticus.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 102 juvenis da tilapia Oreochromis
niloticus, com peso médio de 27,13 4,67 g e compri-
mento total médio de 12,44 £ 0,84 cm, provenientes
de piscicultura comercial. Testes de toxicidade cronica
foram realizados no laboratério do Centro de Pes-
quisa e Desenvolvimento de Bacias Hidrograficas do
Instituto de Pesca, em instalacdes climatizadas com
manutencao da temperatura ambiente em 28°C e com
fotoperiodo de 12 horas (L:E).

A metodologia da condugdo de bioensaios foi
padronizada de acordo com as recomendacdes ex-
pressas em APHA et al. (1998).

O metal pesquisado, o mercario, foi empregado
na forma de sal inorganico, HgCl,, marca Synth®,
com 99% de pureza.

Ap6s a aclimatacgdo, que teve a duracdo de sete
dias, os peixes foram mantidos em aquarios de vidro
revestidos internamente com plastico e preenchi-
dos com 40 L de agua declorada, aos quais foram
adicionadas as solucgdes de cloreto de mercurio nas
concentragdes desejadas.

Os ensaios foram realizados em aquarios dispos-
tos em trés réplicas simultaneas de cada uma das trés
diferentes concentragdes subletais e um grupo con-
trole de cada réplica, totalizando 12 unidades. Duas
concentragdes foram estimadas a partir das fragdes
1/10 e 1/100 da Concentragdo Letal Média (CL,)
= 0,196 mgL", segundo resultados de ISHIKAWA
(2003). A terceira concentracao teve por base o valor
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estabelecido na resolugdo do CONAMA (2005) como
limite aceitdvel para a preservacao de comunidades
aquaticas. Desta forma, as concentragdes utilizadas
foram 0,02 mgL"* (1/10); 0,002 mgL-* (1/100); e 0,0002
mgL?' (CONAMA, 2005). O teste de toxicidade cro-
nica foi realizado a partir do sistema semi-estatico
e conduzido durante 14 dias, com amostragens de
dois individuos por réplica de cada tratamento (seis
amostras por concentragdo), nos intervalos 0, 3, 7,
10 e 14 dias.

Os animais foram anestesiados com benzocaina e
sacrificados por sedagdo profunda, sendo entdo co-
lhidos fragmentos de bago, coragdo e encéfalo. Estes
fragmentos foram fixados em formalina a 10% (pH
7,0) por 24 horas a temperatura ambiente, posterior-
mente transferidos para solugdo de alcool etilico 70%
e, a seguir, incluidos em parafina para a confecgdo
de cortes com 3 um de espessura, os quais foram
corados pelo método da Hematoxilina e Eosina (HE).
Especificamente para o baco foram feitas laminas
adicionais coradas pelo método de Perls.

A area e o namero dos Centros de Melanomacré-
fagos (CM) foram investigados através da analise
quantitativa para estudos morfométricos daptada
por Saldiva, P.H.N.* (Comunicacao pessoal em 2003)
a partir da técnica de contagem de pontos de WEIBEL
(1963). Escolhidos aleatoriamente, foram analisados
10 campos por lamina/animal. Em cada campo foi
verificada a presenca de centros de melanomacré-
fagos (nimero) e seu tamanho (pontos coincidentes
com a intersec¢do no interior dos quadrados). Na
estatistica, empregou-se a Analise de Variancia TWO
WAY ANOVA (ZAR, 1996) para cada concentragdo
e tempo de exposicdo, seguida pelo teste de Student
Newman-Keuls. As andlises foram realizadas com
auxilio do programa estatistico “Sigma-Plot”.

Ao final do experimento, a dgua utilizada, com
excecdo daquela dos controles, foi armazenada e
encaminhada ao Centro de Energia Nuclear na Agri-
cultura (CENA), em Piracicaba/SP, para reciclagem
e descarte adequados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

BACO

Em virtude da riqueza de células fagocitarias,
o0 baco constitui importante 6érgao de defesa contra
microrganismos que penetram nos vasos sangui-
neos, sendo também o principal 6rgdo destruidor
de eritrocitos desgastados (JUNQUEIRA e CAR-
NEIRO, 1999).

Os Centros de Melanomacréfagos (CM) podem
ser considerados como parte integrante do sistema
hematopoiético de teleésteos, atuando como cen-
tros de reposigdo de materiais que ndao podem ser
metabolizados ou que sdo requeridos para recicla-
gem (ROBERTS, 1975). RANZANI e FARIAS (1987)
sugerem que essas estruturas sejam chamadas de
macréfagos pigmentados.

No grupo controle pdde-se observar CMs dis-
tribuidos por todo o 6rgao e apresentando baixa
celularidade (Figura 1A).

Nos animais expostos por trés dias a concentragao
de 0,02 mg Hg/L, observou-se a presenca de CMs
distribuidos em agrupamentos préximos a polpa
vermelha com leve hipertrofia (Figura 1C).

Nao se sabe ao certo qual a distribui¢ao dos centros
de melanomacréfagos quanto a ndmero, tamanho
e forma. ROBERTS (1981) considerou essas células
pigmentadas como fagécitos origindrios de mondcitos
circulantes e que apresentam seus graus de pigmen-
tagdo variando de acordo com a espécie estudada e a
idade e estado de satide do animal. Ainda, de acordo
com ROBERTS (1981), o colorido dos pigmentos varia
do negro ao amarelo, estando esta variagdo cromatica
na dependéncia do tipo de material fagocitado, o
qual poderia ser de natureza melanica, lipofuscinica,
cerdéide ou hemossiderinica.

Nas laminas coradas pelo método de Perls (Figu-
ras 1B, 1D, 1F, 1H e 1]), a maioria dos CMs apresentou
coloragdo azul, indicando hemossiderose devido
a eritrofagocitose. Observou-se ainda que apenas
poucas células ndo se coraram de azul, indicando que
essas células ndo fagocitaram ferro (Figura 1H) ou,
ainda, que estavam em fase de divisdo e ndo teriam
fagocitado nenhuma substancia. Em contrapartida,
alguns centros nao se coraram, embora se apresen-
tassem hiperplésicos e hipertréficos.

Segundo TAKASHIMA e HIBIYA (1995), os me-
lanomacroéfagos apresentam essa coloragdo devido a
hemossiderina, que é um metabdlito da hemoglobi-
na. Estudos feitos por ROTHSTEIN (1959) e PASSOW
e ROTHSTEIN (1960) relatam que o merctrio causa
lise celular, fazendo com que os metabélitos das
células lisadas sejam, em muitos casos, fagocitados
pelos melanomacréfagos.

HIRT e DOMITROVIC (2002), testando o bicloreto
de mercuario em Cichlasoma dimerus, observaram au-
mento dos CMs com pigmentagdo escura nas doses
mais elevadas. Segundo DATTA MUNSHI et al.
(1990) e MEINELT et al. (1997), este aumento de CMs
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pode estar relacionado a resposta ao estresse produ-
zido pela exposicao continua ao merctrio. E provével
que as granula¢des observadas nos CMs correspon-
dam aos produtos de degradagdo do merctrio, de
forma que a degradagdo deste metal poderia ocorrer
nas inclusdes fagossémicas dos macréfagos locali-
zados nos CMs do bago, o que pode ser visualizado
gragas a presenca de densas granulacdes (NIGRO,
1994). Ainda, MEINELT et al. (1997) sugerem em seu
trabalho que a espécie Esox lucius seja utilizada como
organismo bioindicador de locais contaminados com
mercurio, devido a correlagdo positiva encontrada
entre o namero de CMs e a concentracdo deste metal
nos sistemas analisados.

No presente estudo foi observada expressiva
hiperplasia e hipertrofia dos CMs ap6s sete dias de
exposicao (Figura 1E), ocupando regides periarterio-
lares e estendendo-se até a polpa branca e por todo
o fragmento. Com 10 dias de exposicdo (Figura 1G)
constatou-se o mesmo padrao de resposta verificado
no tempo experimental de sete dias, indicando ma-
nutencao da resposta hiperplasica esplénica.

Ao final do experimento, apds 14 dias de exposi-
¢do, além da expressiva hiperplasia e hipertrofia dos
CMs (Figura 11), observou-se também a presenga de
lesdes formadas por infiltrados mononucleares com
fibroplasia periférica, dispostos concentricamente e
gerando aspecto granulomatoso.

Em relagdo a quantidade de CMs, a analise de
variancia para dois fatores indica que ndo houve dife-
renca significativa (P < 0,05) entre as médias quando
a variavel tempo (3, 7, 10 e 14 dias) foi analisada iso-
ladamente, mas que houve diferenca altamente signi-
ficativa (P <0,001) quando a varidvel concentragdo foi
analisada. O efeito de dependéncia para esta variavel,
verificado pelo teste de Student Newman-Keuls, de-
monstra que esta diferenga foi significativa (P < 0,05)
conforme a concentracgdo e/ou tempo considerado
ou a interagdo entre estas variaveis. Isso mostra que
todas as concentracdes diferiram daquela do grupo
controle, havendo principalmente diferenga para os
tempos de sete e 10 dias.

Para o tamanho dos CMs, a andlise de variancia
indica que ndo houve diferenca significativa (P < 0,05)
entre as médias quando a variavel tempo (3,7,10e 14
dias) foi analisada isoladamente. Entretanto, houve
diferenca significativa (P=0,004) quando a variavel
concentragdo (Controle, C1, C2 e C3) foi analisada
isoladamente. O teste de comparagdes multiplas
para determinar a interagdo entre os fatores (con-
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centragdo e tempo), realizado pelo teste de Student
Newman-Keuls, permitiu verificar que em todas as
concentragdes os resultados diferem daqueles do
grupo controle. Com a concentracao C2, o resultado
foi estatisticamente significativo (P <0,05) em 10 dias,
e com a concentragdo C1, em 14 dias.

CORACAO

No coragdo dos animais do grupo controle pode-
se observar a disposicao das fibras musculares estria-
das cardiacas (miocardio), a organizacdo da serosa
(pericardio) e o revestimento interno das cadmaras
(endocardio), os quais apresentaram padrao de nor-
malidade para esse 6rgao. Em nenhum dos tempos
experimentais foram observadas alteragdes relevan-
tes nos grupos intoxicados. E provéavel que o maior
periodo de exposicdo ao merctirio, 14 dias, tenha sido
insuficiente para que ocorressem alteragdes visiveis
no coragdo, ou que as dosagens (concentracdes) de
mercurio utilizadas ndo foram suficientes para causar
danos visiveis.

Poucos estudos foram feitos sobre a agido do
mercirio em tecido cardiaco. JOHNSON e KOU-
MIDES (1967), estudando o coragdo de uma pessoa
que morreu apds intoxicacdo por mercirio metdlico,
observaram muitos focos de inflamacdo e necrose
nas fibras do miocardio. Trabalhos experimentais
em cobaias mostram que o mercurio ativa o sistema
simpatico, com elevagdo sérica de adrenalina, subs-
tancia que atua no sistema circulatério e que tem
efeitos taquicardizante, hipercinético e hipertensivo
(WARKANY e HUBBARD, 1948; CHEEK et al., 1959;
BRYSON, 1989). Ainda, segundo CLARKSON (1972)
e MCFARKANDM e REIGEL (1978), no caso de in-
toxicagdo de humanos com mercurio, os principais
6rgdos afetados foram cérebro, pulmdo, rim, tubo
digestivo e figado, e por continuidade, medula éssea
e sistema cardiovascular.

ENCEFALO

Os cortes histolégicos do encéfalo, feitos para a
analise, mostram que a parte correspondente aos
cortes foi a regido mesencefalica, ndo sendo observa-
das alteracdes histologicas em nenhum dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos e tempos
experimentais, quando comparados aos cortes do
encéfalo do grupo controle. Assim como ocorreu
nos testes com o coracao, é provavel que o tempo de
exposicdo e as concentracdes de mercurio testadas
nado tenham sido suficientes para causar alteracdes
no encéfalo.
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Figura 1. Fotomicrografia de bago de tilapia Oreochromis niloticus. Grupo Controle: (A) coloracao H.E. e (B) coloracao
Perls. Intoxicados com 0,02 mg Hg/L por 3 dias: (C) coloragdo H.E. e (D) coloragdo de Perls. Intoxicados por 7 dias:
(E) coloragao H.E. e (F) coloragao de Perls. Intoxicados por 10 dias: (G) coloragdo H.E. e (H) coloragdo de Perls.

Intoxicados por 14 dias: (I) coloracdo H.E. e (J) coloragdo de Perls. Aumento 400X

B. Inst. Pesca, Sdo Paulo, 33(2): 213-220, 2007



218 DIAS et al.

TSAI et al. (1995) observaram, em tilapias Oreo-
chromis mossambicus expostas ao cloreto de merctrio,
diminuicdo do sistema serotonérgico e do hipotdlamo
de modo dose-dependente, indicando que o desenvol-
vimento dos sistemas serotonérgico e hipotalamico sdo
também particularmente inibidos pelo merctrio.

Segundo estudos de BERLIN e ULLBERG (1963)
em humanos, no envenenamento por mercurio inor-
gdnico, a concentracdo do metal na massa cinzenta é
maior que na massa branca. TOKUOMI (1969), em
observagdes macroscopicas, verificou que houve
edema de meninge nos casos de intoxicagdo aguda
com mercurio. Os casos cronicos mostraram atrofia
do cérebro e também aumento no liquido circunvi-
zinho. Aparentemente, esta atrofia ocorreu no l6bulo
occiptal e na regiao do calcarine. O cerebelo mostrava
atrofia, e a massa cinzenta apresentava-se mais fina.
HUGHES (1957) sugeriu que os compostos mercu-
riais realmente nao inibem a fun¢do do neuronio,
mas, sim, seu metabolismo.

FIMREITE e KARSTAD (1971) observaram carac-
teristicas diferentes no encéfalo de falcoes apds a ex-
posicao aguda ao metilmercirio. Esperando encontrar
alteracoes na medula espinhal em vez de no cérebro,
FIMREITE e KARSTAD (1971) observaram edema nos
axOnios, na bainha de mielina e nos nervos da medula
espinhal. A raiz do nervo e o ganglio dorsal da raiz
apresentavam-se infiltrados com neutréfilos.

TOKUOMI (1969) caracterizou as alteragdes histolo-
gicas causadas pelo merctirio em trés grupos. No primei-
ro grupo, relatou mudangas regressivas que incluiram
alteragdes no cértex do cerebelo e na regido do calcarine,
as quais foram evidenciadas pela perda das células ou
pela aparéncia esponjosa do cértex e da massa branca
nos casos mais severos. No segundo grupo, evidenciou
mudangas progressivas que incluiram a proliferacdo de
células da glia, e no terceiro grupo, caracterizou distar-
bios da circulagdo seguidos de hemorragia nas massas
cinzenta e branca e edema perivascular.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se con-
cluir que:

Nao foram relevantes as alteracdes histolégicas
provocadas pelo merctrio, na forma de HgClL, obser-
vadas nos fragmentos de coracdo e encéfalo analisa-
dos, nas concentragdes e tempos amostrais testados.

No bago observou-se a ocorréncia de hiperplasia
e hipertrofia dos centros de melanomacréfagos de
forma proporcional as concentracdes testadas.
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