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Resumo

A industria téxtil desempenha papel importante na economia de muitos paises e constitui um dos setores
mais poluidores, especialmente, pela liberacdo de corantes téxteis de degradacéo recalcitrante nos corpos
d’agua. Azocorantes e seus produtos de degradagdo sdo mutagénicos e carcinogénicos, o que suscita
avaliagdo do impacto desses poluentes em organismos do ecossistema. Em geral, peixes ficam expostos
a xenobioticos por duas vias: ingestdo ou contato direto. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a morfologia da pele e intestino de peixes expostos ao corante Preto Reativo 5 por 30 dias. Para
0 ensaio toxicoldgico, 24 exemplares de Danio rerio foram divididos em quatro grupos: Controle (agua
da torneira); | (6 ppm); Il (8 ppm) e Il (10 ppm). Animais inteiros, foram submetidos as técnicas
histolégicas de rotina e Imunohistoquimica. Analises morfométricas foram realizadas no intestino
delgado e na pele da regido ventral. N&o houve mortes durante a experimentacéo, 0s peixes mantiveram
comportamento normal de natacdo e de alimentacdo. Apos o experimento os tecidos do intestino e da
pele de todos 0s animais apresentaram arquiteturas morfoldgicas sem modificacdes. Necrose, apoptose,
formac&o de edema e perda de aderéncia também ndo foram observados. A pele apresentou aumento de
células mucosas e de sua espessura (p<0,05). No intestino, observou-se aumento das vilosidades
intestinais, de células em proliferacdo e células caliciformes (p<0,05). Através do presente trabalho foi
possivel confirmar a subletalidade das concentracdes estudadas e foi demonstrando que a exposicao ao
corante PR5 causou alterac@es epiteliais na pele e no intestino.
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Abstract

The textile industry plays an important role in the economy of many countries and is one of the main
polluting components, especially by the release of dyes from dry matter of recalcitrant degradation in water
bodies. Azo dyes and their degradation products are mutagenic and carcinogenic, which raises the
evaluation of the impact of these pollutants on organisms of the ecosystem. In general, fish are exposed to
xenobiotics in two ways: ingestion or direct contact. Thus, we aimed to evaluate the morphology of the
skin and intestine of fish exposed to Black Reactive Dye 5 for 30 days. For the toxicological test, 24
animals, Danio rerio, were divided into four groups: Control (tap water); 1 (6 ppm); Il (8 ppm) and 11 (10
ppm). Whole animals were fixed and decalcified for histological and immunohistochemical techniques.
Morphometric analyzes were performed in the small intestine and in the skin of the ventral region. There
were no deaths during experimentation, the fish maintained normal swimming and feeding behavior. In all
animals, the intestinal and skin tissues presented architecture without modifications, necrosis, apoptosis,
edema, and loss of adhesion. The skin presented increased mucous cells and skin thickness (p<0.05). In
the intestine, an increase in intestinal villi, proliferating cells and goblet cells was observed (p<0.05).
Through the present work, it was possible to confirm the sublethal of the concentrations studied and it was

demonstrated that this exposure to PR5 dye caused epithelial damages in the skin and intestine.

Keywords: Zebrafish; Toxicology; Environmental impact; Dyes

Introducéo

As industrias téxteis possuem significativa parcela
na economia de diversos paises, incluido o Brasil e, em
especial, a regido de Divindpolis, Minas Gerais 1. A
indastria de acabamento téxtil € um dos maiores
poluidores entre os setores industriais, tanto em
volume quanto em composi¢do quimica do efluente
liberado?. Os efluentes da indstria téxtil lancados nos
cursos d’agua podem ser nocivos as comunidades
aquaticas e a salde humana®. Esses efluentes podem
conter altas concentragdes de produtos quimicos,
muitos deles com potencias carcinogénicos e
mutagénicos. Dentre esses compostos, destaca-se 0
corante Preto Reativo 5 (PR5), por ser um dos corantes
reativos mais utilizados para acabamento téxtil, no
mundo*5,

O ambiente aquético corresponde a grande parte do
nosso meio ambiente e recursos e, portanto, a
qualidade das aguas esta diretamente relacionada com
a seguranca da nossa saude 7. O efeito toxico de
corantes na fauna aquética pode ser um alerta precoce
de potenciais danos para aos seres humanos. Tendo em
vista essa relacdo do meio ambiente em comum e da
similariedade genética os peixes se tornam 6timo
modelo de experimentacao®.

O Danio rerio, popularmente conhecido como
zebrafish, peixe zebra ou paulistinha é um ciprinideo
originario da Asia. Possui um pequeno porte, é de facil
manuseio, resistente e tem algumas caracteristicas
genéticas similares a dos mamiferos, tornando-se um
dos mais importantes modelos de laboratorio®°. Em
peixes, a absor¢cdo de poluentes ocorre por duas vias
principais: trato digestivo (dieta) e pela superficie
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branquial, que sdo carreados no sangue até os 6rgdos
alvo tais como: figado, timo, bago e rim cranial®. Por
representar uma das vias de entrada no corpo de
poluentes o intestino foi escolhido, como 6rgdo
referéncia para o presente estudo. O intestino
desempenha vaérias fungdes importantes no sistema
digestdrio e consequentemente é um 6rgdo chave para
homeostase do organismo. Atualmente, além das vias
principais de absor¢cdo de poluentes, a pele, maior
Orgdo de vertebrados, tem despertado interesse em
estudos toxicol6gicos e alteracfes observadas nesse
orgdo podem ser utilizadas como ferramenta de
avaliacdo de danos. A pele é o 6rgdo dos vertebrados
que exerce a interface entre o organismo e 0 ambiente
externo processando um conjunto enorme de
informacBes tais como: pressdo, temperatura e
sinalizadores quimicos!*. Além disso, ao contrario de
outros vertebrados, que possuem camadas protetoras
de queratina, o tegumento dos peixes tem sua
superficie com células epidérmicas vivas, expostas ao
meio ambiente!?. Assim, é possivel que os tdxicos
causem uma variacdo na espessura da multicamada
epitelial, aumento de células club e mucosas bem
como perda de jungdo entre as células.

Assim, dada a auséncia na literatura da avaliacdo
de possiveis danos histoldgicos causados pelo corante
PR5 em peixes submetidos a um teste de toxicidade
cronica, o presente estudo visa responder a principal
pergunta: a exposicdo crénica do corante Preto
Reativo 5, causa alteracdes em pele e em intestino de
peixes? Nesse sentido, nds avaliamos pardmetros
morfométricos e a quantificacdo do antigeno de
proliferacédo celular (PCNA) nos 6rgdos de estudo.
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Metodologia

Para o ensaio toxicolégico, 24 exemplares machos
adultos de D. rerio, com comprimento médio de 3,35
+ 0,25 cm e peso médio de 0,363g + 0,09 g, obtidos
comercialmente de criadores credenciados foram
utilizados. Foi realizada aclimatacdo dos peixes por
uma semana, e eles foram alimentados duas vezes ao
dia com racdo comercial e mantidos em aquarios com
agua declorificada e aerada (oxigenacdo constante). O
ensaio experimental foi realizado utilizando-se quatro
aquarios de trés litros (n=6): Grupo Controle (agua da
torneira); Grupo | (6 ppm); Grupo Il (8 ppm) e Grupo
I11 (10 ppm). A concentragéo subletal do Corante Preto
Reativo 5 foi baseada na literatura*. O experimento foi
conduzido por 30 dias no sistema semiestatico de
exposicao, com reposicdo da agua e do corante (50 %)
a cada 7 dias. A temperatura do aquario seguiu a
temperatura ambiente, com oxigenacdo constante e
fotoperiodo 12/12 horas. Ao 30° dia de
experimentacdo, houve coleta de material bioldgico
(n=6/aquério). A eutanasia foi realizada por dose letal
de anestésico (benzocaina 250 mg/L) (Protocolo n°
23/2012 Comisséo de ética no uso de animais CEUA
UFSJ). Com a intengdo de minimizar o uso de animais,
ndo foi realizado o célculo da CL 50.

Ap0s eutanasia, 0s animais inteiros foram fixados
em liquido Bouin por 24 h, descalcificados em acido
nitrico 10 % por 48 h, desidratados, diafanizados e
incluidos em parafina. Os blocos de parafina contendo
0s espécimes foram submetidos a microtomia e
obtidos cortes histoldgicos com 6 pum de espessura que
foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE). Para
identificacdo de glicoproteinas neutras, foi realizada a
técnica histoquimica do Acido Periddico + Reativo de
Schifft (PAS).

Para identificagdo da proliferacdo celular, cortes
histol6gicos com 5 um de espessura foram submetidos
a técnica imuno-histoquimica utilizando anticorpo
primério contra Antigeno Nuclear de Proliferacéo
Celular (PCNA) na concentracdo de 1:200. A
revelacéo foi feita com Kit LSAB 2 System HRP da
Dako Cytomation (K 0675) contendo anticorpo
secundario conjugado com biotina e estreptavidina
conjugada com peroxidase. A identificacdo da
peroxidase ligada ao anticorpo secundario foi feita
com diaminobenzidina (DAB). Os cortes foram
contra-corados com hematoxilina. O controle negativo
foi feito com cortes que ndo receberam os anticorpos
primarios, recebendo apenas o diluente.

Para as andlises histologicas e morfométricas
foram capturadas, sequencialmente, 10 imagens do
intestino e 10 imagens das seccOes histoldgicas da pele
na regido ventral por animal, com objetiva de 40 x. As
analises morfométricas foram realizadas por meio do
analisador de imagens Motic Images Plus 2.0L.

Todos os testes estatisticos foram realizados
utilizando o programa Graph Pad Instat versdo 3.00
(Graph Pad Software, S&o Diego, CA, EUA). Foram
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consideradas somente as diferencas ao nivel de 5% de
significancia (p < 0,05).

Resultados

N&o houve mortes durante a experimentacdo, e 0s
peixes mantiveram comportamento normal de natacéo
e de alimentacdo, indicando a subletalidade da
concentracgdo utilizada.

Microscopicamente o intestino do zebrafish ¢
semelhante ao intestino de mamiferos e pode ser
subdivido em 3 camadas histol6gicas: a mucosa, a
submucosa e a muscular*®'4. Na mucosa, o epitélio de
revestimento observado foi do tipo prismatico simples,
constituido de células cilindricas com borda estriada
(microvilosidades) e tambhém € observada a presenca
de células caliciformes, produtoras de muco. A
submucosa apresentou tecido conjuntivo frouxo em
continuidade com a lamina prdpria da mucosa. A
camada muscular foi constituida por células
musculares lisas em disposicdo longitudinal. N&o
foram observadas alteracBes estruturais no intestino
dos peixes expostos ao corante PR5, nem figuras de
apoptose ou de necrose em nenhum dos grupos
experimentais. (Figura 1). Por outro lado, CAMINHA,
et al., usando nanotubos de carbono de parede Unica
funcionalizados com polietilenoglicol (SWNT-PEG)
verificaram mucosa e submucosa do intestino, com
necrose, deposicdo de melanina e edema, além de
infiltrados inflamatérios intensos principalmente por
macréfagos na lamina prépria®.

Em todos os animais, o tecido epitelial de
revestimento da pele apresentou-se estratificado,
constituido por células epidérmicas, mucosas e de
Club. (Figura 2). As células mucosas tém como
funcdo a produgdo de muco que nesse tecido, por
exemplo, facilita 0 movimento na &gua e serve de
protecdo contra patdégenos e lesdes causadas por
substancias toxicas'®'’. As células de Club séo
classificadas como glandulas exdcrinas unicelulares
responsaveis pela producdo de feroménios liberados
em resposta a agentes toxicos e estressantes'®°, Nos
D. rerio expostos a 6, 8 e 10 ppm, as células epiteliais
apresentaram justaposicdo, sem perda de aderéncia
célula-célula e célula-matriz, e com auséncia de
edemas, da mesma forma como nos peixes do grupo
controle.

Histoquimica do PAS

Em todas as regifes analisadas do trato intestinal
de zebrafish, as células caliciformes, a borda estriada
e a membrana basal tiveram marcacdo positiva para
PAS, demonstrando a presenca de mucinas neutras
(Figura 3). As mucinas neutras sdo conhecidas por
suas fungdes de cooperacdo na digestdo enzimatica
dos alimentos e por auxiliarem nas fun¢des absortivas
do intestino®. A membrana basal apresentou-se
integra e ndo houve necrose e apoptose nas areas
estudadas.
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FIGURA 1- Secgdes histoldgicas de intestino de Danio rerio coradas com HE. A, B, C e D = grupo controle, grupo
tratado com 6, 8 e 10 ppm, respectivamente. Ep = Tecido epitelial de revestimento simples prismético; C = Tecido
conjuntivo frouxo da submucosa intestinal; Mus = Tecido muscular liso; Seta preta = Borda estriada; Seta branca = células
caliciformes. Aumento de 400x. Incarte com detalhe das células absortivas intestinais e caliciformes.

FIGURA 2- Seccoes histologicas do epitélio da pele de D. rerio coradas com HE. A: Grupo Controle; B: 6 ppm; C: 8
ppm; D: 10ppm. Seta preta = células de Club; Seta branca = células mucosas. Ampliacdo de 400x. Incarte detalhando

células Club e caliciformes.
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7

FIGURA 3- Secgdes histoldgicas de intestino de Danio rerio coradas com PAS. A, B, C e D = grupo controle, grupo
tratado com 6, 8 e 10 ppm, respectivamente. MB = Membrana Basal; Seta preta = Borda estriada; Seta branca = células
caliciformes. Aumento de 400x

No epitélio da pele, as células mucosas e a mucosas da pele de peixes proporcionam uma maior
membrana basal foram PAS positivas em todos 0s protecdo contra agente externo, desde particulas
grupos de estudo (Figura 4). As propriedades inorganicas até organismos biolégicos'®.

lubrificantes do muco produzido pelas células

FIGURA 4- Secgdes histoldgicas do epitélio da pele de D. rerio coradas com PAS. A: Grupo Controle; B: 6 ppm; C: 8
ppm; D: 10ppm. Seta preta = células de Club; Seta branca = células mucosas. Ampliagdo de 400x. Incartes mostrando
detalhe das células calciformes
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Imunohistoquimica

O antigeno de proliferacdo celular foi observado na
base das vilosidades intestinais em todos 0s grupos
estudados. A marcacdo foi nuclear nas células
epiteliais presentes ao revestimento intestinal (Figura
5). A base das vilosidades intestinais forma criptas
onde ha intensa atividade mitotica para renovagao do

Vol -

FIGURA 5- Imunohistoquimica por PCNA em intestino de D. rerio. A, B, C e D = grupo controle, grupo tratado com 6,
8 e 10 ppm, respectivamente, E = controle negativo da técnica. Seta preta = células PCNA positivas. Aumento de 400x.

Morfometria

A altura das vilosidades intestinais foi maior nos
grupos tratados com 6 e 8 ppm do corante PR5 em
relacio ao grupo controle (Figura 6; p<0,05).
Entretanto, a altura dos enterécitos ndo mostrou
diferenga entre esses grupos. O aumento observado
nas vilosidades intestinais pode ter sido em
decorréncia do aumento da camada submucosa, uma
vez que essa se constitui de tecido conjuntivo frouxo,
com vasos sanguineos e nervos??. Na concentrago de
10 ppm observou-se uma resposta diferente ao
estimulo causado pelo corante. Nesse caso, houve
diminuigdo da altura da vilosidade no entanto sem
diferenca estatistica em relagdo ao controle, resultado
similar ao encontrado em estudo com o pesticida
Temefos também em D. rerio?®. Ndo houve diferenca
estatistica da espessura das vilosidades intestinais,
altura dos enterdcitos e tamanho da borda estriada
entre os grupos (p>0,05).
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epitélio de revestimento e glandular®®. Devido a PCNA
ser uma proteina que atua na regulacdo do ciclo
celular®®?!, sua imunomarcagdo pode indicar duas
situacdes diferentes na célula, uma onde estdo
ocorrendo reparos nas cadeias de DNA, e outra em
preparacao para diviséo celular.

O numero de células PCNA positivas foi maior nos
grupos tratados com corante PR5 em relagdo ao
controle (Figura 7; p<0,05). Desse modo, a marcagao
positiva aumentada nos tratados sugere que estd
havendo uma maior renovacédo do epitélio, bem como
reparo no DNA dos enterdcitos, devido a agressdo
causada pelo corante. N&o houve diferenga estatistica
entre os tratados, no entanto foi observado um ndmero
maior de células marcadas no grupo 8 ppm em relagéo
ao grupo 10 ppm. Esse resultado pode ser relacionado
a menor altura das vilosidades observado com 10 ppm.

O ndmero de células mucosas do epitélio intestinal
foi maior nos grupos tratados em relacdo ao controle
(Figura 8; p<0,05). Esse aumento de células mucosas
pode estar relacionado a uma tentativa do organismo
do animal a aumentar a protecdo da estrutura intestinal
contra a agressao causada pelo corante PR5. Esse
comportamento decorre do fato de que uma
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quantidade maior de células significara em uma como um lubrificante auxiliando a passagem de
quantidade maior de muco produzido, incrementando alimentos através do intestino, e evitando danos
a formacéo de um revestimento protetor, que separa 0s mecanicos e quimicos no epitélio intestinal?.

tecidos das atividades enzimaticas em seu limen e
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FIGURA 6- Altura média das vilosidades do intestino de D. rerio. Grupo controle = cnt; Grupos tratados com 6 ppm, 8
ppm e 10 ppm. Diferenca estatistica significativa entre ae b.
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FIGURA 7- Nimero de células PCNA positivas em intestino de D. rerio. Grupo controle = cnt; Grupos tratados com 6
ppm, 8 ppm e 10 ppm. Diferenca estatistica significativa entre a e b.
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Células Mucosas do Intestino
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FIGURA 8- NUmero de células mucosas em epitélio de Intestino de D. rerio. Grupo controle e Grupos tratados com 6
ppm, 8 ppm e 10 ppm. Diferenca estatistica significativa entre a e b.
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FIGURA 9- Espessura média de epitélio de pele de D. rerio. Grupo controle = cnt; Grupos tratados com 6 ppm, 8
ppm e 10 ppm. Diferenca estatistica significativa entre a e b.
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Células mucosas da pele
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FIGURA 10- NUmero de células mucosas em epitélio de pele de D. rerio. Grupo controle e Grupos tratados com 6
ppm, 8 ppm e 10 ppm. Diferenga estatistica significativa entre a e b.

O presente experimento mostrou aumento da
espessura do epitélio da pele quando exposto 6 e 8 ppm
testada (Figura 9; p<0,05). Em geral, para aumentar a
linha de defesa contra a entrada do tdxico no
organismo, observa-se aumento na espessura do
tecido, mediante o0 recrutamento de células,
hiperplasia ou até hipertrofia celular®. Como em
outros pardmetros estudados aqui, o grupo 10 ppm
apresentou um resultado inverso ao esperado, e ficou
registrada uma reducdo na espessura epitélio. E
possivel que nesse caso tenha ocorrido uma
estimulacdo para atrofia das células. Os animais dos
grupos tratados também tiveram alteracGes no nimero
de células mucosas da pele, registrando-se aumento
nos grupos tratados em relacdo ao controle (Figura 10;
p<0,05). As alteragbes na densidade dessas células
podem refletir em alteragdes na quantidade de muco
produzida pelo epitélio, que constitui primeira linha de
defesa dos peixes contra contaminantes. Esses
resultados sdo esperados e estdo em conformidade
com a literatura, uma vez que sob condigdes de
estresse ambiental, o aumento de atividade secretora
das células mucosas e suas relagdes com processos
imunes constituem indicadores de contaminago?*2°.

Concluséo

Por meio do presente estudo, foi possivel verificar
a subletalidade das concentragdes de 6, 8 e 10 ppm do
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corante PR5, comumente descartado nos corpos
d’agua como rejeito da industria téxtil. Conclui-se que,
durante o periodo de estudo, tais concentragdes do
corante PR5 ndo sdo capazes de alterar a arquitetura
morfologica dos tecidos, nem de induzir necrose,
apoptose, formacdo de edema e perda de aderéncia
celular. Por outro lado, altera¢cBes importantes foram
observadas na pele e no intestino, como aumento das
vilosidades intestinais, de células em proliferacao e
células caliciformes. Essas altera¢fes podem levar, em
médio ou longo prazo, a modificagdes no
funcionamento desses 6rgdos e a impactos futuros
importantes na capacidade de o0s peixes se
alimentarem eficazmente ou na capacidade de a pele
exercer sua fungdo correta.
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