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Figura 4. Representação esquemática do mecanismo molecular da toxicidade de 
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fosfatases de serina/treonina (PP1 e PP2A), inibindo-as e levando a uma cascata 
de eventos responsáveis pelos efeitos citotóxicos e genotóxicos em células 
animais. Adaptado de Valério et al. (2010). 
 
Figura 5. Representação esquemática da estrutura do fígado. Fígado normal (A) 
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Figura 9. Cromatogramas do experimento de monitoramento de reações múltiplas 
(MRM) do fígado de Hoplias malabaricus 12h e 96h após injeção intraperitoneal 
com microcistina presente no extrato bruto de Radiocystis fernandoi. (A) grupo 
controle 12h; (B) grupo MC 12h.; (C) Grupo controle 96 horas e (D) Grupo MC 
96h. As setas indicam ausência de MC nos tempos de retenção para as variantes 
MC-RR (24,3 min) e MC-YR (30,5 min) nos grupos controles. cps = contagem por 
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Figura 10. Cromatogramas do experimento de monitoramento de reações 
múltiplas (MRM) do músculo branco de Hoplias malabaricus 12h e 96h após 
injeção intraperitoneal com microcistina presente no extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi. (A) grupo controle 12h; (B) grupo MC 12h; (C) Grupo controle 96 horas 
e (D) Grupo MC 96h. As setas indicam ausência de MC nos tempos de retenção 
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para as variantes MC-RR (24,3 min) e MC-YR (30,5 min) nos grupos controles. 
cps = contagem por segundo. 
 
Figura 11. Fígado de Hoplias malabaricus. (A) Aspecto macroscópico do fígado 
de peixes dos grupos controles; (B e C) Aspecto do fígado dos peixes dos grupos 
expostos após 12h e 96h ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (*) destaca a coloração amarelada do fígado (B) e setas indicam 
áreas avermelhadas sugerindo áreas hemorrágicas (em C).  
 
Figura 12. Atividade (média ± E.P.M.) das proteínas fosfatases de serina/treonina 
em fígado de Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto 
de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. (A) Atividade da fosfatase PP1 e 
(B) da fosfatase PP2A.  
 
Figura 13. Atividade plasmática (média ± E.P.M.) das proteínas fosfatases no 
plasma de Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de 
Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. (A) Fosfatases ácidas e (B) 
Fosfatases alcalinas. (*) Indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle; 
(#) indica diferença (p<0,05) entre os períodos de exposição. 
 
Figura 14. Arquitetura hepática de Hoplias malabaricus do grupo controle. Setas 
indicam hepatócitos com formatos poligonais e núcleos esféricos om presença de 
nucléolos. V = Vasos sanguíneos. Coloração: Azul de toluidina e fucsina básica. 
Escala = 20 µm. 
 
Figura 15. Arquitetura hepática e histomorfologia hepato-biliar de Hoplias 
malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A) Aspecto normal do fígado de peixes dos 
grupos controle; (B) Seta pontiaguda indica alteração na morfologia do hepatócito 
e seta redonda mostra hiperemia nos sinusóides em peixes expostos às MC. (C) 
morfologia dos ductos biliares de peixes dos grupos controle e (D) morfologia dos 
ductos biliares dos peixes expostos às MC; asteriscos indicam hepatócitos com 
normal morfologia; seta indica arredondamento na morfologia do hepatócito. RAH 
– Ramo Artéria Hepática; VPH – Veia Portal Hepática; DB – Ductos Biliares; S – 
Sinusóides. Coloração: azul de toluidina e fucsina básica. Escala 20 µm. 
 
Figura 16. Alterações histopatológicas do fígado de Hoplias malabaricus após 
12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Setas indicam alterações nucleares e asterisco indica alteração 
na morfologia celular; (B) Setas pontiagudas mostram degeneração 
citoplasmática e a seta redonda, hipertrofia do hepatócito. Em (C) setas indicam 
inclusões citoplasmáticas; (D) seta aponta regiões com hiperemia nos sinusóides. 
S = sinusóides. Coloração: azul de toluidina e fucsina básica. Escala = 20 µm. 
 
Figura 17. Micrografia eletrônica de fígado de Hoplias malabaricus do grupo 
controle da exposição aguda. (A e B) Hepatócitos com morfologia normal; 
presença de grande estoque de glicogênio e lipídeos; (C) organelas intracelulares 
organizadas na região perinuclear e (D) núcleo com presença de nucléolo e 
pouca heterocromatina. Setas tracejadas indicam a junção entre hepatócitos e 
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seta contínua, os lisossomos. Seta de cabeça redonda mostra os poros da 
membrana nuclear. H = hepatócitos; N = núcleo; Li = lipídeos; Gli = glicogênio; n = 
núcleo de células epiteliais; mi = mitocôndrias; RER = retículo endoplasmático 
rugoso; nu = nucléolo.  
 
Figura 18. Micrografia eletrônica de alterações intracelulares em fígado de 
Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A a D) Hepatócitos arredondados e 
dissociados com aumento do espaço extracelular e sinusóides. Asterisco indica 
núcleos hipertrofiados e setas contínuas alterações nucleares como degeneração 
e granulação do nucléolo. As setas tracejadas mostram inclusões eletro-densas 
no citoplasma e seta de cabeça redonda, evidencia perda da estrutura celular 
com rompimento da membrana plasmática.  H = hepatócitos; N = núcleo; Li = 
lipídeos; Gli = glicogênio; n = núcleo de células epiteliais; Si = sinusóide; CG = 
complexo de Golgi; nu = nucléolo.  
 
Figura 20. Micrografia eletrônica de alterações intracelulares em fígado de 
Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A) Hipertrofia de mitocôndrias e perda visível 
das cristas; (B) desorganização das organelas citoplasmáticas e núcleo periférico; 
(C) Degeneração celular, rompimento da membrana (seta redonda) e (D) 
degeneração nuclear. As setas pontiagudas indicam alteração do RER e setas 
tracejadas evidenciam dilatação e alteração na disposição de mitocôndrias e do 
complexo de Golgi. N = núcleo; mi = mitocôndrias; RER = retículo endoplasmático 
rugoso; n.ce = núcleo de células endoteliais; CG = complexo de Golgi; e = 
eritrócito.  
 
Figura 20. Micrografia eletrônica de alterações intracelulares em fígado de 
Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A) Hipertrofia de mitocôndrias e perda visível 
das cristas; (B) desorganização das organelas citoplasmáticas e núcleo periférico; 
(C) Degeneração celular, rompimento da membrana (seta redonda) e (D) 
degeneração nuclear. As setas pontiagudas indicam alteração do RER e setas 
tracejadas evidenciam dilatação e alteração na disposição de mitocôndrias e do 
complexo de Golgi. N = núcleo; mi = mitocôndrias; RER = retículo endoplasmático 
rugoso; n.ce = núcleo de células endoteliais; CG = complexo de Golgi; e = 
eritrócito 
 
Figura 21. Histoquímica PAS-positivo para glicogênio hepático de Hoplias 
malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A e B) grupos controles (12 horas e 96 horas, 
respectivamente); setas indicam o glicogênio no hepatócito. (C) grupo microcistina 
após 12 horas e (D) grupo microcistina após 96 horas da i.p; setas indicam a 
degradação parcial ou total do glicogênio no hepatócito. (E e F) grupo controle e 
grupo microcistina score PAS-positivo (12 horas e 96 horas, respectivamente). (*) 
mostra a diferença (p<0.05) entre do grupo microcistina em relação ao respectivo 
controle. VPH = veia portal hepática; DB = ducto biliar. Escala = 20 µm. 
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Figura 22. Danos hepáticos médios (± E.P.M.). (A) Lipoperoxidação níveis 
equivalentes à malondialdeído (MDA) em fígado e (B) níveis de proteínas 
carboniladas em fígado de Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao 
extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. C = grupo controle; 
MC = grupo microcistina.  
 
Figura 23. Ensaio cometa em células do fígado de Hoplias malabaricus após 12h 
e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Grupo controle 12 e 96h; (B) grupo expostos às MCs por 12h. 
(C) Grupo expostos por 96 horas. Setas indicam os danos no DNA evidenciados 
pela cauda do cometa. Coloração: Brometo de etídeo. Aumento 400x. 
 
Figura 24. Escore médio (± E.P.M.) do ensaio cometa no fígado de Hoplias 
malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. C = grupo controle e MC = grupo microcistinas. 
 
Figura 25. Porcentagem de núcleos PCNA-positivos em hepatócitos de Hoplias 
malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. 
 
Figura 26. Núcleos PCNA-positivos em hepatócitos de Hoplias malabaricus após 
12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Grupo Controle e (B) grupo microcistina. Setas pontiagudas 
indicam núcleos de hepatócitos PCNA-positivo; seta redonda indica núcleo 
PCNA-positivo para outros grupos celulares. Asterisco mostra hepatócitos sem 
marcação. S = sinusóides. Escala = 20 µm. 
 
Figura 27. Núcleos PCNA-positivos em hepatócitos de Hoplias malabaricus após 
12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Grupo Controle e (B) grupo microcistina. Setas pontiagudas 
indicam núcleos de hepatócitos PCNA-positivo; seta redonda indica núcleo 
PCNA-positivo para outros grupos celulares. Asterisco mostra hepatócitos sem 
marcação. S = sinusóides. Escala = 20 µm. 
 
Figura 28. Cromatogramas do experimento de monitoramento de reações 
múltiplas (MRM) do fígado e músculo de Hoplias malabaricus 30 dias após 
injeção intraperitoneal com microcistina presente no extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi.  (A) Fígado do grupo controle; (B) Fígado do grupo MC. Em (C) 
Músculo do grupo controle e (D) Músculo do grupo MC. As setas indicam 
ausência de MC no tempo de retenção para as variantes MC-RR (24,3 min) e MC-
YR (30,5 min). cps = contagem por segundo. 
 
Figura 29. Valores médios (± D.P.) da concentração de microcistinas MC-RR e 
MC-YR acumuladas no fígado de Hoplias malabaricus 30 dias após injeção 
intraperitoneal com microcistina presente no extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi. (n=3 pools). 
 
Figura 30. Fígado de Hoplias malabaricus 30 dias após injeção intraperitoneal 
com o extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas (A) Aspecto 
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macroscópico do fígado de peixes do grupo controle; (B) Aspecto do fígado dos 
peixes do grupo injetado com extrato bruto. Seta indica área avermelhada e 
salientada no tecido hepático.  
 
Figura 31. Atividade plasmática (média ± E.P.M.) das proteínas fosfatases no 
plasma de Hoplias malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de 
Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. (A) Atividade da fosfatase PP1 e 
(B) da fosfatase PP2A. (*) Indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle. 
 
Figura 32. Atividade plasmática (média ± E.P.M.) das proteínas fosfatases de 
Hoplias malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A) Fosfatases ácidas e (B) Fosfatases 
alcalinas. 
 
Figura 33. Arquitetura hepática de Hoplias malabaricus do grupo controle. Seta 
indica núcleo esférico e nucléolos evidentes. Os asteriscos indicam estrutura 
poligonal dos hepatócitos. S = sinusóides. Coloração: Azul de toluidina e fucsina 
básica. Escala = 20 µm. 
 
Figura 34. Arquitetura hepática e histomorfologia hepato-biliar de Hoplias 
malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi 
contendo microcistinas. (A) Aspecto normal do fígado de peixes do grupo 
controle; (B) Alteração do parênquema hepático dos peixes expostos às MC. (C) 
morfologia dos ductos biliares de peixes do grupo controle e (D) morfologia dos 
ductos biliares dos peixes expostos às MC. Asteriscos indicam hepatócitos com 
normal morfologia; setas indicam arredondamento na morfologia do hepatócito. 
DB = Ductos Biliares; S = Sinusóides. Coloração: Azul de toluidina e fucsina 
básica. Escala 20 µm. 
 
Figura 35. Alterações histopatológicas do fígado de Hoplias malabaricus após 30 
dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Seta indica tecido fibroso no tecido hepático e asterisco 
apontam os hepatócitos; (B) setas contínuas indicam alterações nucleares e seta 
redonda alteração na morfologia do hepatócito. (C) hiperemia indicada pelas 
setas e (D) estrelas indicam centro de melano-macrófagos. Coloração: (A) 
Tricromio de Masson e (B-C-D) Azul de toluidina e fucsina básica. Escala = 20 
µm. 
 
Figura 36. Micrografia eletrônica de fígado de Hoplias malabaricus do grupo 
controle da exposição crônica. (A) Hepatócitos com morfologia normal; seta 
contínua indica a junção entre as células e setas tracejadas mostram o espaço de 
Disse. (B) Disposição perinuclear das organelas intracelulares; seta indica 
presença de lisossomo. (D) seta indica a membrana celular do hepatócito em 
contato com células endoteliais e (D) mitocôndria e complexo de Golgi. H = 
hepatócitos; N = núcleo; ce = células epiteliais; mi = mitocôndrias; RER = retículo 
endoplasmático rugoso; nu = nucléolo;  CG = complexo de Golgi.   
 
Figura 37. Micrografia eletrônica de alterações intracelulares em fígado de 
Hoplias malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
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fernandoi contendo microcistinas. (A a F) Ausência de delimitação celular visível e 
desorganização intracelular. Note a fragmentação e posição espiral do RER com 
hipertrofia de mitocôndrias. Setas contínuas mostram células de Kupffer; setas 
tracejadas células endoteliais e setas redondas miofibroblastos.  H = hepatócitos; 
N = núcleo; mi = mitocôndrias; RER = retículo endoplasmático rugoso; nu = 
nucléolo. 
 
Figura 38. Histoquímica PAS-positivo para glicogênio hepático de Hoplias 
malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi 
contendo microcistinas. (A) Grupo controle; setas indicam PAS-positivo no 
hepatócito. (B) Grupo microcistina PAS-positivo; (C) Score para o glicogênio PAS-
positivo. (*) mostra a diferença (p<0.05) entre do grupo microcistina em relação ao 
respectivo controle. DB = ducto biliar. Escala = 20 µm. 
 
Figura 39. Valores médios (± E.P.M.) de danos hepáticos. (A) Lipoperoxidação do 
fígado em níveis equivalentes à malondialdeído (MDA) e (B) níveis de proteínas 
carboniladas em fígado de Hoplias malabaricus após 30 dias de exposição ao 
extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. C = grupos 
controle; MC = grupos microcistinas.  (*) Indica diferença (p<0,05) em relação ao 
grupo controle. 
 
Figura 40. Ensaio cometa em células do fígado de Hoplias malabaricus após 30 
dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas.  (A) Grupo controle e (B) grupo exposto às MC. Setas indicam os 
danos no DNA evidenciados pela cauda do cometa. Coloração: Brometo de 
etídeo. Aumento 400x. 
 
Figura 41. Escore médio (± E.P.M.) do ensaio cometa em fígado de Hoplias 

malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi 

contendo microcistinas. C = grupo controle e MC = microcistinas. (*) Indica 

diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle.  

 
Figura 42. Porcentagem de núcleos PCNA-positivos em hepatócitos de Hoplias 
malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi 
contendo microcistinas. 
 
Figura 43. Núcleos PCNA-positivos em hepatócitos de Hoplias malabaricus após 
30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Grupo Controle e (B) grupo microcistina. Setas pontiagudas 
indicam núcleos de hepatócitos PCNA-positivo; seta redonda indica núcleo 
PCNA-positivo para outros grupos celulares. Asterisco mostram hepatócitos sem 
marcação. S = sinusóides; M = Centros de melano-macrófagos. Escala = 20 µm. 
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Resumo 

 

A eutrofização do ambiente aquático favorece as florações de cianobactérias e 
afeta a biota devido à alteração organoléptica da água e a liberação de toxinas. O 
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de microcistinas contidas no extrato bruto 
da cianobactéria Radiocystis fernandoi (cepa R28) no peixe Hoplias malabaricus 
quanto ao grau de comprometimento estrutural e funcional do fígado, o potencial 
de acumulação no músculo e possível risco para a saúde humana. Traíras foram 
injetadas intraperitonealmente com 100 µg MC-LReq kg-1 seguindo 2 protocolos 
experimentais: (i)  exposição aguda com a aplicação de uma única dose do 
extrato bruto e avaliação após 12 e 96h e (II) exposição crônica com dose injetada 
a cada 72h durante 30 dias. Biomarcadores genotóxicos, bioquímicos, fisiológicos 
e morfológicos foram utilizados para avaliar a ação das toxinas, danos estruturais 
e ultraestruturais, mecanismos de desintoxicação no fígado e alterações no 
metabolismo energético. A cepa R28 produziu majoritariamente as variantes MC-
RR e MC-YR evidenciando potencial hepatotóxico. A MC-YR acumulou no fígado 
após exposição aguda e crônica e a MC-RR apenas após exposição crônica. Não 
ocorreu acúmulo de MC no músculo. O potencial de acumulação das variantes 
(MC-RR e MC-YR) depende da sua concentração, sistema de defesa do 
organismo para sua depuração e da biomagnificação. A exposição aguda e 
crônica causou inibição da atividade da proteína fosfatase de serina/treonina do 
tipo PP2A, aumento da atividade da alanina e aspartato aminotransferases e 
bilirrubina direta no plasma evidenciando danos hepáticos. Macroscopicamente 
ocorreu alteração da massa, cor e textura do fígado; microscopicamente a 
morfologia dos hepatócitos e as organelas intracelulares foram alteradas e 
ocorreu dilatação dos sinusóides e hiperemia. Após 30 dias, a frequência de 
alterações aumentou e o fígado apresentou tecido fibroso descaracterizando a 
arquitetura do parênquima hepático. As alterações no metabolismo intermediário 
como glicose, glicogênio hepático, piruvato e lactato em fígado, músculo e plasma 
evidenciaram aumento da demanda energética e estresse fisiológico. Além disso, 
ocorreu ativação do sistema de biotransformação de fase I e alterações no 
sistema antioxidante celular. Sinais de recuperação morfofuncional do fígado 
foram observados após 96 horas de exposição (dose única) a MC, mas não após 
30 dias e não houve sinais de regeneração celular. Danos no DNA também foram 
observados em células hepáticas. As alterações bioquímicas e estrutura do fígado 
evidenciaram comprometimento funcional do órgão. Em conclusão, as 
microcistinas presentes no extrato bruto da cianobactéria R. fernandoi (cepa R28) 
associadas a outras substâncias presentes no extrato podem comprometer a 
saúde e sobrevicência do animal. 
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bioacumulação, danos hepáticos, cianobactérias.  
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Abstract 

 

Eutrophication of the aquatic environment favors cyanobacteria blooms and 
affects the biota due to organoleptic water changing and the release of toxins. The 
objective of this study was to evaluate the effect of microcystin contained in the 
crude extract of the cyanobacteria Radiocystis fernandoi (R28 strain) in the fish 
Hoplias malabaricus assessing the degree of structural and functional impairment 
of the liver, the accumulation potential in muscle and risk to human health. Traíras 
were injected intraperitoneally with 100 μg MC-LReq kg-1 following two 
experimental protocols: (i) acute exposure with the application of a single dose of 
the crude extract and evaluation after 12 and 96 hours and (II) chronic exposure in 
which a dose was injected every 72 hours during 30 days. Genotoxic, biochemical, 
physiological and morphological biomarkers were used to evaluate the action of 
toxins, structural and ultrastructural damage in the liver, the detoxification 
mechanisms and changes in energy metabolism. The R28 strain produced mainly 
the MC-RR and MC-YR showing hepatotoxic potential. In the liver there was 
accumulation of MC-YR after acute and chronic exposure and MC-RR and MC-RR 
only after chronic exposure. There was not MC accumulation in muscle. The 
accumulation of the variants (MC-RR and MC-YR) depends on the concentration 
and the body's defense system for depuration and biomagnification. Acute and 
chronic exposure caused inhibition of the serine protein phosphatase / threonine 
type of PP2A activity, increased alanine aminotransferase and aspartate activity 
and direct bilirubin in plasma indicating liver damage. Macroscopically occurred 
changes in the color, texture and liver mass; microscopically the morphology of 
hepatocytes and intracellular organelles were altered and there were dilated 
sinusoids and hyperemia. After 30 days, the frequency of changes increase, and 
fibrous tissue disrupted the architecture of hepatic tissue. Changes in intermediary 
metabolism as glucose, liver glycogen, pyruvate and lactate showed increased 
energy demand and physiological stress. Moreover, there was activation of phase 
I of the biotransformation system and alterations in cellular antioxidant systems. 
Morphological signs of recovery in the liver were observed after 96 hours (single 
dose) to MC, but not after 30 days and no signs of cell regeneration. DNA damage 
were observed as well. The biochemical changes and liver structure showed 
functional impairment of the liver. In conclusion, the microcystin present in the 
crude extract of cyanobacteria R. fernandoi (R28 strain) combined with other 
substances in the extract may compromise the health and survival of the animal. 

 
 
  

 

 

 

Keywords: Microcystins, biomarkers, stress-oxidative, bioaccumulation, liver 
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Introdução      1 

________________________________________________________ 

1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Eutrofização do ambiente aquático dulcícola 

O aumento da população e a consequente intensificação das atividades 

agrícolas cujos resíduos, em grande parte, são carreados a rios e lagos e 

reservatórios associado à má gestão dos recursos hídricos, tem contribuído com o 

crescente aumento da eutrofização dos ambientes aquáticos (Wetzel, 1993). A 

eutrofização tem sido reconhecida como um problema ambiental mundial desde o 

século XX, sendo que a porcentagem de recursos dulcícolas eutrofizados 

aumentou abruptamente a partir dos anos 50 (Andrade, 2007). Apesar das 

atividades antropogênicas acelerarem o processo de eutrofização, este também 

ocorre naturalmente nesses ambientes de uma forma bastante lenta, mantendo 

certo equilíbrio do ecossistema (Andrade, 2007).  

 A eutrofização pode ser definida como uma resposta biológica ao aumento 

da quantidade de nutrientes (especialmente nitrogênio e fósforo) e/ou matéria 

orgânica em um ecossistema aquático, resultando em uma maior produção 

primária e diminuição das propriedades físicos-quimicas da água. Dentre a 

comunidade fitoplanctônica em ambientes eutrofizados está o desenvolvimento de 

cianobactérias, cuja ocorrencia tem sido bem documentada tanto nos 

ecossistemas boreais, temperados, como nos subtropicais e tropicais (Havens, 

2008). Em ambientes tropicais, além do aporte de nutrientes, condições 

favoráveis de pH entre 6 e 9, temperaturas entre 25 e 30°C e elevada 

luminosidade favorecem o crescimento desordenado de cianobactérias 

(Sant’Anna et al., 2008).  

As cianobactérias se destacam dos demais componentes fitoplâncton por 

serem mais resistentes às condições ambientais desfavoráveis, por possuírem 

necessidades nutricionais relativamente simples e capacidade de se posicionar na 

coluna d’água de forma a receber mais luminosidade e nutrientes para o seu 

desenvolvimento (Chorus, 2001). Entretanto, as florações de cianobactérias 

(Figura 1) trazem inúmeras consequências indesejáveis ao ambiente aquático, 

tais como, diminuição da transparência da massa hídrica, alteração da qualidade 

organoléptica da água, depleção da concentração de oxigênio dissolvido e 

possível ocorrência de toxinas na água (Codd, 2000). 
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Figura 1. Floração de cianobactéras na represa de Salto Grande (Americana, SP) 
em abril de 2014, decorrente de processo de eutrofização em água de recreação 
e geração de energia. Fonte: (www.folha.uol.com.br/cotidiano/2014). 

 

 

A ocorrência de florações de cianobactérias adquire maior gravidade quando 

toxinas são produzidas e liberadas na água, uma vez que os recursos hídricos 

dulcícolas são essenciais para o abastecimento público, para a produção de 

alimentos e atividades recreacionais. De acordo com Msagati et al. (2006), a 

produção de toxinas é diretamente relacionada à intensidade de luz e qualidade 

da água, de forma que, quanto maior a intensidade luminosa e concentrações de 

nutrientes presentes, maior o crescimento dos microrganismos e favorecimento 

da produção de toxinas. 

 

1.2 Cianobactérias 

As cianobactérias, também conhecidas como algas azuis, são 

microrganismos procariontes com características celulares próprias, mas com 

sistema fotossintetizante semelhante ao das algas (vegetais eucariontes). Das 
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espécies de cianobactérias encontradas, aproximadamente 70% produzem 

toxinas, sendo que mais de um tipo de toxina pode ser produzida por uma única 

espécie (Soares et al., 2004). As toxinas são acumuladas no interior da célula 

(toxina intracelular), como forma de defesa contra competidores e predadores 

sem que ocorra liberação da mesma enquanto a célula está viva; a liberação da 

toxina para o ambiente ocorre principalmente após a morte celular e lise da 

cianobactéria.  

Os principais gêneros de cianobactérias produtoras de toxinas são: 

Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Oscillatoria, 

Nostoc, entre outras. Dentre as toxinas produzidas encontram-se as neurotoxinas 

(anotoxinas e saxitoxinas); dermatotoxinas (lipopolissacarídeos) e hepatotoxinas 

(microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsina) que causam reações adversas 

aos organismos que se contaminam e até morte de animais e seres humanos 

(Azevedo et al., 2006).  As cianobactérias tóxicas mais frequentes em florações 

são representadas pelos gêneros Microcystis, Anabaena e Cylindrospermopsis, 

entretanto, nas ultimas décadas o gênero Radiocystis tem sido encontrado em 

florações de cianobactérias em regiões tropicais e subtropicais tanto quanto 

Microcystis (Sant’Anna et al., 2008). O gênero Radiocystis foi descrito por Skuja 

(1948) e é morfologicamente semelhante à Microcystis, exceto pela disposição 

radial das células em suas colônias (Figura 2); conteúdo celular com visíveis 

aerótopos e divisão celular sucessiva em apenas um plano (Fonseca et al., 2011; 

Pereira et al., 2012).  

Há relativamente poucas descrições sobre a toxicidade de Radiocystis na 

literatura, entretanto, estudos recentes sobre a detecção, isolamento e 

identificação da espécie Radiocystis fernandoi descrevem essa espécie como 

uma nova linhagem tóxica de cianobactéria (Azevedo et al., 1994; Domingos et 

al., 1999; Vieira et al., 2003; Carvalho et al., 2004; Lombardo et al., 2006; 

Fonseca et.al., 2011) cujas cianotoxinas produzidas tem sido identificadas como 

as da classe das microcistinas (Vieira et al., 2003). Borges et al., (2008) 

estudaram florações de cianobactérias em regiões subtropicais no Brasil, onde a 

espécie R. fernandoi representou mais de 70% do total da biomassa de todas as 

cianobactérias identificadas. O sucesso do desenvolvimento dessa espécie tem 
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sido atribuído à rusticidade em que se enquadram os gêneros Microcystis e 

Sphaerocavum (Reynolds et al., 2002).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Aspecto geral da colônia de Radiocystis fernandoi evidenciando as 
células em alinhamento radial. Escala = 50 µm. (Fonseca et.al., 2011) 

 

 

1.3 Microcistinas 

As microcistinas (MCs) pertencem à classe das hepatotoxinas, são 

altamente solúveis em água, extremamente estáveis e resistentes à temperatura, 

hidrólise química e oxidação. A concentração das MCS dissolvidas no ambiente 

aquático pode variar desde ‘traços’ até a 1,8 mg L-1, imediatamente após a 

floração (Svrcek e Smith, 2004), porém, concentrações de até 44 mg L-1 já foram 

relatadas em barragens no Rio Grande do Sul, Brasil (Leão, 2008). A meia vida 

das MC é de aproximadamente três semanas em pH 1 e 40°C e, em ambiente 

natural, pode ser acima de 10 semanas (Harada et al., 1996).  

Estruturalmente, as MCS são heptapeptídeos monocíclicos (Figura 3) que 

apresentam quatro aminoácidos fixos, sendo D-alanina (posição 1), ácido D-

metilaspartico (posição 3), ácido D-glutâmico (posição 6), Mdha (N-
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metildehidroalanina; posição 7); um aminoácido específico ADDA (3-amino-9-

metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-acido dienoico; posição 5) e dois L-

aminoácidos variáveis na posição 2 (R1) e 4 (R2). 

 

 

 

Figura 3. Estrutura química das microcistinas. Adaptado de Luca et al., 2010. 

 

 

As MCs possuem mais de 80 variantes estruturais identificadas (Babica et 

al., 2006). A combinação de dois L-aminoácidos é o que determina a diferença 

estrutural entre as variantes de MCs (Tabela 1). A maioria das variantes 

apresentam aminoácidos hidrofóbicos na posição 2 e hidrofílicos na posição 4, 

sendo que as mais tóxicas são aquelas com combinações mais hidrofóbicas, 

como por exemplo, MC-LR, MC-LA, MC-YR; e as menos tóxicas com 

combinações mais hidrofílicas, destacando-se a MC-RR. A diferença de 

toxicidade entre uma variante e outra pode chegar a ser de 6 até 10 vezes 

(Falconer, 2005; Coral, 2012).  
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Tabela 1. Exemplos de L-aminoácidos presentes nas variantes de microcistinas. 

Microcistinas Posição 4 (Y) Posição 2 (X) 
MC-LR Leucina Arginina 

MC-RR Arginina Arginina 

MC-YR Tirosina Arginina 

MC-LA Leucina Alanina 

MC-LL Leucina Leucina 

MC-LY Leucina Tirosina 

MC-AR Alanina Arginina 

 

 

Cianobactérias podem produzir muitas MCs simultaneamente, embora 

somente uma ou duas delas sejam dominantes em uma linhagem. Alguns táxons 

tem um número de MCs dominantes em comum, como a Anabaena, Microcystis e 

Planktothrix (Oscillatoria), entretanto, há evidências de apenas uma variante de 

MC que é típica para exatos táxons de cianobactérias (WHO, 1999). O potencial 

tóxico de R. fernandoi foi demonstrado por Vieira e colaboradores (2003) e 

Lombardo e colaboradores (2006), que identificaram a variante MC-LR como 

principal constituinte, além de mais três classes aleatórias de toxinas para essa 

espécie (Fonseca et al., 2011). 

Em relação as MCs purificadas/isoladas, cada variante é caracterizada por 

diferente grau de hepatotoxicidade (Buratti et al., 2013). Por exemplo, as variantes 

MC-LR e MC-RR diferem apenas em um aminoácido na sua constituição e essa 

mudança resulta em uma toxicidade 10 vezes maior entre elas (Funari e Testai, 

2008). Muitas investigações ecotoxicológicas tem primariamente focado em 

efeitos de MCs isoladas (Wiegand e Pflugmacher, 2005), e dessa forma, o papel 

de outras variantes e compostos presentes no extrato bruto de cianobactérias em 

florações não são profundamente explorados (Koski et al., 1999; Palikova et al., 

2007; Yang et al., 2012). O extrato bruto do conteúdo celular pode evidenciar a 

toxicidade das MCs de forma mais próxima da realidade em ambiente natural 

(Hao et al., 2008).  

 

 

 



Introdução      7 

________________________________________________________ 

1.3.1  Mecanismo de ação das microcistinas 

Como as demais hepatotoxinas, as MCs agem mais lentamente quando 

comparadas às neurotoxinas e dermatotoxinas, causando morte celular entre 

horas e dias (Azevedo et al., 2006). Após ingestão das cianobactérias, as toxinas 

são liberadas no estômago e íleo e, uma vez absorvida pela mucosa gástrica ou 

intestinal, chega via circulação portal ao fígado e por meio de polipeptídeos 

transportadores de ânions orgânicos (OATPs), interage com os hepatócitos 

(Santos e Bracarense, 2008). De fato, a toxicidade das MCs é atribuída à 

presença do aminoácido ADDA na estrutura, o qual inibe a atividade das 

fosfatases proteicas de serina/treonina do tipo 1 (PP1) e do tipo 2A (PP2A) 

essenciais para os processos regulatórios da célula, tais como crescimento, 

síntese proteica, metabolismo do glicogênio e contração muscular (Honkanen et 

al., 1990; Toivola e Eriksson, 1999; Guzman et al., 2003; Coral, 2012).  

A inibição da atividade da PP1 e PP2A induz uma cascata de eventos que 

podem alterar o controle da célula, causar citotoxicidade e genotoxicidade (Figura 

4). A ativação da Proteína quinase dependente de cálcio/calmodulina (CaMKII) 

pode promover alterações em cascata e induzir a produção de espécies reativas 

de oxigênio (ERO). O papel das ERO e dos mecanismos relacionados que 

induzem danos hepáticos pela MC ainda não são completamente entendidos 

(Valério et al., 2010), mas sabe-se que a MCs também podem aumentar a 

produção intracelular de ERO pelo aumento da atividade da NADPH oxidase 

(Tillett et al., 2000) ou diminuir os níveis dos antioxidantes, levando o organismo 

ao estresse oxidativo e causando danos celular e ao ácido desoxirribonucleico 

(DNA) (Ding et al., 1998). A genotoxicidade, nesse caso, está associada à inibição 

dos processos de reparo do DNA pela inibição da proteína quinase dependente 

de DNA (DNA-PK) após inibição da PP2A. Adicionalmente, há fosforilação nuclear 

da fosfoproteína P53, que é o regulador da expressão do ante e pró-genes 

apoptóticos. Estes incluem os membros da família Bcl-2 (Bax e Bid) via 

mitocôndria-dependentes, que também é utilizada como substrato da PP2A e atua 

como ativador transcripcional no reparo do DNA e apoptose (Weng et al., 2007). 

Decorrentes da cascata iniciada pela inibição das PP1 e PP2A, as MCs são 

conhecidas também por ativar a proteína quinase de serina/treonina (NeK2) que 

participa da progressão mitótica; assim como outras proteínas quinases ativadas 
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por mitógenos (MAPKs) específicos que regulam a expressão gênica, mitose, 

diferenciação, sobrevivência celular e apoptose (Krakstad et al., 2005; Li et al., 

2007; Campos et al., 2010).  

 

 

 

Figura 4. Representação esquemática do mecanismo molecular da toxicidade de 
microcistinas (MC). Após entrar na célula pelo sistema de transportadores 
orgânicos iônicos (OATs), MCs se liga especificamente com as proteínas 
fosfatases de serina/treonina (PP1 e PP2A), inibindo-as e levando a uma cascata 
de eventos responsáveis pelos efeitos citotóxicos e genotóxicos em células 
animais. Adaptado de Valério et al. (2010). 
 
 
 

A fosforilação de proteínas intracelulares desregula o controle do ciclo 

celular e altera a forma dos hepatócitos concomitantemente com a perda da 

arquitetura normal do parênquima hepático (Carmichael, 1994; Falconer e Yeung, 

1992; Fischer et al., 2000).  A destruição da estrutura interna do órgão tem início 

com a retração dos hepatócitos, os quais normalmente estão em contato entre si 

e com os capilares sinusoidais (Figura 5A), afastando-os uns dos outros. Os 

sinusóides aumentam de volume e com o acúmulo de sangue (Figura 5B), pode 
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ocorrer hemorragia intra-hepática causando choque hipovolêmico e morte 

(Carmichael, 1994; Briand et al., 2003; Msagati et al., 2006). 

 
 

 

Figura 5. Representação esquemática da estrutura do fígado. Fígado normal (A) 
e após a ação da microcistina (B). As setas brancas indicam acúmulo de sangue 
entre os sinusoidais em B. Adaptado de Carmichael (1994). 
 
  

Alguns estudos sugerem ainda que as MCs podem atuar como uma 

substância promotora de tumor (acelerando o processo de proliferação celular). 

Estudos com camundongos que recebiam oralmente uma substância cancerígena 

associada à água contendo MCs desenvolviam tumores maiores aos que 

consumiam água sem a toxina (Falconer e Buckley, 1989; Falconer, 1991; 

Vasconcelos, 1995). Variantes específicas como a MC-LR podem atuar como 

iniciadora de tumor, considerando que a MC-LR pode induzir danos no DNA, seja 

por interação direta com o DNA ou por mecanismos indiretos através da formação 

de ERO (Svircev et al., 2010).  

 

1.3.2  Efeitos deletérios da presença de microcistina em peixes 

Assim como nos demais vertebrados, o fígado nos peixes é o principal órgão 

alvo das MCs e mesmo em baixas concentrações causam hepatotoxicidade. Além 

disso, exposição às MCs pode afetar outros órgãos como o intestino, rins, 

brânquias, sangue, vesícula biliar e músculo (Fischer e Dietrich, 2000). 

A mortalidade de peixes em florações de cianobactérias é atribuída a efeitos 

indiretos, como depleção do oxigênio (Chellappa et al., 2008; Xu et al., 2010) e 

aumento na concentração de amônia (Bury et al., 1995; Sun et al., 2012) na água. 

Considerando que as cianobactérias liberam as MCs no ambiente após lise 
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celular (Pavagadhi et al., 2012), os peixes podem ser expostos às toxinas 

presentes na água durante o processo de respiração (Phillips et al., 1985). Em 

ambientes aquáticos naturais, peixes são expostos desde níveis mínimos de MCs 

na água, por longo período, até concentrações de MCs variáveis diariamente 

chegando a 140 µg L-1 como relatado em diferentes regiões no mundo (Jones e 

Orr, 1994; Christofferson, 1996; Izaguirre et al., 2007; Te e Jin, 2011). A principal 

via de entrada de MCs em peixes é através da alimentação, dependendo do 

hábito alimentar (carnívoros; herbívoro e onívoros) intensifica o potencial de 

acumulação de MCs. Peixes fitoplanctívoros apresentam uma menor 

concentração de cianotoxinas nos tecidos do que espécies carnívoras, uma vez 

que conseguem depurar rapidamente as MCs, antes mesmo que sejam 

absorvidas no intestino. Assim, à medida que aumenta o nível trófico, maior será 

a quantidade de toxina acumulada (Li et al., 2008). Em peixes fitoplanctívoros e 

onívoros, o intestino apresenta maior potencial de acumulação de MCs, seguido 

pelo fígado, rins, músculo e brânquias. Por outro lado, em peixes carnívoros, as 

MCs acumulam principalmente no fígado e no músculo, sugerindo o risco de 

acumulação, via cadeia trófica (Xie et al., 2005; Cazenave et al., 2005; Chen et 

al., 2007). Assim, de acordo com Martins e Vasconcelos (2009) peixes carnívoros 

são mais sensíveis à MCs devido à alta susceptibilidade do fígado.  

Os peixes respondem ao estresse ambiental alterando suas funções 

metabólicas, o que pode prejudicar o desenvolvimento e crescimento do animal 

(Bury et al., 1996). O comprometimento do fígado do animal compromete todas as 

funções de síntese e armazenamento de substâncias energéticas, 

biotransformação e excreção de metabólitos celulares e xenobióticos. As 

primeiras manifestações de toxicidade pelas MCs incluem aumento plasmático de 

enzimas intracelulares, aumento do volume do fígado e sinais típicos de morte 

celular. Danos hepáticos em mamíferos podem ser observados a partir de 20 

minutos de exposição a concentrações letais de MCs. Entretanto, os peixes são 

mais resistentes à ação das MCs, uma vez que os níveis de MCs detectados 

nesses animais são muitas vezes superiores aos dos mamíferos (Qu et al., 2011). 

A sensibilidade dos peixes dependem do habitat, modo de alimentação (Snyder et 

al., 2002), da concentração de MCs (principalmente em ambientes mais 

eutrofizados) e do tempo de exposição. 
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Estudos em laboratório têm mostrado que a dose letal 50% (DL50) de MCs 

via injeção intraperitoneal (i.p.) é diferente da administração via oral. Em 

camundongos a DL50 (i.p.) varia de 50 a 1200 µg kg-1 de peso corpóreo e a DL50 

oral é 50 a 170 vezes maior (Watanabe et al., 1996; Soares, 2009). Em peixes, 

como por exemplo, carpas (Cyprinus carpio L.), a DL50 i.p.pode variar de 50 µg kg-

1 até concentrações de 250 µg kg-1 se administradas oralmente, causando apenas 

pequenos efeitos hepatotóxicos (Carbis et al., 1996). Há uma dificuldade em 

determinar a DL50 oral de MCs para peixes em ambientes naturais, uma vez que 

os ecossistemas aquáticos são altamente complexos quanto à concentração de 

MCs e o tempo de exposição que levaria o animal à morte (Carbis et al., 1996). 

 

1.3.3  Microcistinas e saúde humana 

Embora seres humanos não sejam consumidores primários de 

cianobactérias, eles podem ser expostos a dosagens sub-letais de MCs através 

da ingestão de água contaminada, recreação e consumo de pescados (Kuiper-

Goodman et al., 1999). Considerando que os níveis de MCs detectados em 

peixes muitas vezes não são tóxicos para eles, em humanos podem representar 

níveis acima do recomendado em águas de consumo pela Organização Mundial 

de Saúde (OMS) (Mohamed e Hussein, 2006). 

Não existem muitos relatos oficiais sobre intoxicações humanas letais por 

MCs, via ingestão oral, porque cianobactérias em elevada densidade na água, 

conferem a ela aspecto esverdeado e odor desagradável que afastam potenciais 

utilizadores (Vasconcelos, 1995). Entretanto, no Brasil, houve vários casos de 

intoxicação por cianotoxinas provenientes da presença de Microcystis na água 

como, por exemplo, a contaminação do reservatório de Itaparica, na Bahia, em 

1988, onde 88 pessoas faleceram e mais de 200 foram intoxicadas devido ao 

consumo da água do reservatório. O caso mais conhecido mundialmente ocorreu 

em 1996, em Caruaru, Pernambuco, onde 123 pacientes de uma clínica de 

hemodiálise apresentaram sintomas de hepatotoxicose e 54 vieram a falecer 

devido à presença de MCs na água de abastecimento da clínica (Azevedo, 1998).  

Atualmente, existe uma preocupação mundial quanto ao risco imposto pelas 

cianobactérias em águas de abastecimento público, refletindo na criação de 

legislação específica para o controle da qualidade da água em relação ao 
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monitoramento de cianotoxinas. No Brasil, o Ministério da Saúde (portaria 518 de 

março de 2004) adotou 1 μg L-1 como a concentração máxima de MCs em água 

de consumo humano seguindo o valor estabelecido pela OMS e incorporados no 

adendo das Normas para Qualidade da Água Tratada, publicado em 1998 no 

“Guideline for Drinking Water Quality” (WHO, 1998; Chorus e Bartram, 1999; 

Soares, 2009). Esse valor limite, calculado com base na intoxicação de 

camundongos (Fawell et al., 1994) e porcos (Falconer et al., 1994), foi 

determinada sendo a quantidade de ingestão diária tolerável, para a variante 

potencialmente mais tóxica (MC-LR), de 0,04 µg Kg-1 de massa corpórea.  

Em peixes (Tencalla et al., 1994; Magalhães et al., 2001; Magalhães et al., 

2003) a acumulação de MCs na musculatura e órgãos correspondem até 15 

vezes aquele permitido pela OMS. Considerando que os peixes têm importância 

fundamental na alimentação humana como fonte de proteínas, principalmente 

para populações ribeirinhas (Padovani et al., 1995), e que a estabilidade da MCs 

ao calor e hidrolise química é alta, o consumo de peixes contaminados por MCs 

pode representar um risco a saúde humana devido a um possível 

comprometimento da função hepática. Entretanto, é importante ressaltar que o 

acúmulo de MCs nos músculos é menor do que nas vísceras (Xie et al., 2001, 

Wang et al., 2010). 

 

1.4 O uso de biomarcadores em estudos ecotoxicológicos  

Biomarcadores são utilizados para identificar e caracterizar um agente 

potencialmente deletério e monitorar a susceptibilidade ao tóxico a partir de 

exposições a toxinas, xenobióticos e medicamentos em análises toxicológicas 

(Amacher et al. 2002). Os biomarcadores podem ser genéticos, bioquímicos, 

fisiológicos e morfológicos: em células específicas, moléculas, genes, enzimas e 

hormônios (ROCHE, 2015).  

Os biomarcadores genéticos são principalmente utilizados para identificar 

danos no DNA e nos cromossomos da célula tais como mutações gênicas, 

aberrações cromossômicas, quebra de fita e aductos de DNA, ou ainda 

interferência nos mecanismos envolvidos no reparo (Costa, 2011). Há um grande 

número de testes de mutagenicidade in vitro e in vivo, no qual os in vivo são 

especialmente relevantes, pois sofrem influencia do metabolismo, fatores 
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farmacocinéticos e processos de reparo do DNA (Khrishna e Hayashi, 2000). 

Dentre eles, o ensaio cometa foi desenvolvido para mensurar a quebra das fitas 

simples e duplas de DNA (Walker, 1998), tendo a capacidade de detectar danos 

em células individualizadas produzidas por agentes tóxicos diretamente ou 

durante o reparo por excisão de aductos de DNA (Speit e Hartmann, 1995; Costa, 

2011). 

Os biomarcadores fisiológicos e/ou bioquímicos fornecem informações 

relacionadas a alterações funcionais e metabólicas frente a um contaminante 

(Amorin, 2003). Dentre os biomarcadores fisiológicos, os componentes celulares e 

a composição do sangue dos peixes têm sido utilizados como uma indicação de 

seu bem-estar (Clauss et al., 2008). O hematócrito (Hct), a concentração de 

hemoglobina (Hb) total e a contagem de eritrócitos (Red blood cells - RBC), assim 

como os índices hematimétricos (volume corpuscular médio – VCM; hemoglobina 

corpuscular média – HCM; concentração de hemoglobina corpuscular média – 

CHCM) são sensíveis a mudanças fisiológicas ocasionadas pelo estresse (Hoar et 

al., 1992; Clauss et al., 2008). O estresse pode ser definido como uma resposta 

adaptativa que permite ao peixe enfrentar um agente estressor, de forma a 

manter a homeostase (Barton, 2002). Dentre os biomarcadores bioquímicos 

podem ser citados os substratos relacionados ao metabolismo energético, 

enzimas de biotransformação, as defesas antioxidantes enzimáticos e não 

enzimáticas e marcadores de danos celulares de estresse oxidativo.  As 

alterações em substratos metabólicos como glicose, glicogênio, lactato, piruvato, 

proteínas, amônia, entre outros, são biomarcadores do metabolismo energético 

(Scott e Sloman, 2004). O índice hepato-somático (IHS) é utilizado como um 

indicativo do estado energético dos peixes (Querol et al., 2002) ou de alterações 

das condições normais causadas por esteatose ou estresse (Laidley et al., 1988).  

Os biomarcadores relacionados à biotransformação incluem numerosos 

sistemas enzimáticos e diferentes substratos envolvendo duas fases de oxidação 

(Oliveira, et al., 2014). As reações de fase I são relacionadas à oxidação, redução 

e hidrólise de agentes tóxicos, que são catalisados principalmente pela citocromo 

P450, transformando-os em compostos solúveis e facilitando sua excreção 

desses compostos. Os compostos biotransformados podem também servir como 

substrato para as reações de fase II, que aumenta a taxa de excreção (Stegeman 
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et al., 1992). A atividade da 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) é um 

excelente biomarcador para a atividade catalítica da CYP1A (família da P450) 

(Binelli et al., 2006; Oliveira et al., 2014) e a atividade da enzima glutationa-S-

transferase (GST), reação de fase II,  é responsável pela conjugação direta da 

glutationa com o tóxico e frequentemente utilizada como biomarcador de 

biotransformação (Hodgson et al., 2008).  

Considerando que a contaminação aquática é um dos principais 

responsáveis pelo estresse oxidativo em peixes devido ao aumento de produção 

de ERO, o sistema antioxidante enzimático que inclui a superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR), 

e os compostos do sistema antioxidante não enzimático, como a glutationa 

(GSH), são importantes defesas do organismo contra danos no DNA, oxidação 

proteica (PC – proteínas carboniladas) e peroxidação lipídica (LPO) (Van der Oost 

et al., 2003; Prieto et al., 2006).   

Sendo o fígado o principal órgão alvo dos contaminantes aquáticos, 

incluindo as MCs, outros danos podem ser analisados utilizando biomarcadores 

bioquímicos específicos à ação dessa toxina (Amacher, 2002). Um dos 

biomarcadores mais estudados da ação das MCs é a atividade das fosfatases 

PP1 e PP2A (Aoyama et al., 2003). A PP1 tem importante papel em vários 

processos celulares do ponto de vista genético, farmacológico e bioquímico, 

levando principalmente a erros na mitose e meiose, integridade celular e no 

metabolismo do glicogênio (Lin et al., 1999). A PP2A exibe uma sequência 

homóloga à PP1 e é importante em eventos no início da mitose e inibição da 

fusão de vesículas endocíticas. A regulação direta da atividade dessas enzimas 

está associada com a integridade do citoesqueleto (Aoyama et al., 2003). 

As lesões hepáticas causadas por MCs podem elevar a concentração de 

enzimas hepáticas intracelulares no plasma, como as aminotransferases (alanina-

aminotransferase – ALT; aspartato-aminotransferase – AST), que são 

consideradas os melhores biomarcadores de hepatotoxicidade, exibindo baixa 

frequência de resultados falso-positivos de dano hepático (Amacher, 2002). 

Entretanto, para uma avaliação apropriada de hepatotoxicidade, recomenda-se 

utilizar diferentes biomarcadores associados com a atividade da AST e ALT, como 

a atividade das fosfatases ácidas (FAC) e alcalinas (FAL) e o conteúdo de 
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bilirrubina no plasma (Amacher, 2002; Ramaiah, 2007; Ozer et al., 2008). 

Alterações nesses biomarcadores não só indicam alterações físicas, mas também 

alterações no metabolismo do organismo e no processo de biotransformação do 

contaminante pelo fígado, causando aumento nessas enzimas que catalisam os 

primeiros passos na digestão do amido e glicogênio (Kaczmarek e Rosenmund, 

1977). 

Além dos biomarcadores fisiológicos e bioquímicos, os biomarcadores 

morfológicos merecem destaque, uma vez que auxiliam identificar os órgãos alvo 

da toxicidade e possíveis mecanismos de ação dos contaminantes a partir de 

análises macroscópicas e microscópicas do órgão. Na análise macroscópica 

deve-se considerar a cor, forma, tamanho, consistência e certos aspectos 

especiais do órgão como peso, odor e distribuição de lesões. As análises 

microscópicas incluem as alterações histopatológicas e ultraestruturais. 

Alterações histopatológicas têm sido amplamente utilizadas na avaliação da 

saúde de peixes frente à exposição aos contaminantes tanto em laboratório como 

em estudos de campo (Hinton et al., 1992; Schwaiger et al., 1997; Thophon et al., 

2003; Flores-Lopes e Malabarba, 2007, Paulino et al., 2014). As alterações 

hepáticas podem levar a formação de tumores, degeneração do epitélio biliar ou 

hepatócitos, polimorfismos nucleares, apoptoses, hiperplasias e lesões de 

estocagens e inflamações (Lawrence e Hemingway, 2003). Além disso, as 

análises da ultraestrutura dos hepatócitos podem ser evidenciadas por alterações 

nas organelas celulares e desorganização do citoesqueleto (Wang et al., 2010).  

 

1.5  A espécie Hoplias malabaricus (Bloch, 1974) 

A traíra, Hoplias malabaricus (Figura 6), é nativa da América do Sul, 

amplamente distribuída em diversos ambientes aquáticos como lagoas e rios. Há 

algumas décadas tem sido reintroduzida em alguns reservatórios de hidroelétricas 

do Brasil para controle biológico de outras espécies por ser carnívora e voraz, 

apesar de ter hábito sedentário (Monteiro et al., 2013). A espécie tem sido 

difundida também em pisciculturas em consorciação com tilápias (Furtado, 1995; 

Andrade et al.,1998) e é um importante recurso pesqueiro (Grosser et al, 1994), 

uma vez que sua carne possui alto valor nutricional com elevados níveis de 
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proteínas, ácido palmítico e ácidos graxos poliinsaturados, benéficos à saúde 

humana (Torres et al., 2012). 

 

 

 

Figura 6. Exemplar de Hoplias malabaricus, traíra. (Foto: Marcelo G. Paulino). 

 

 

Segundo Bloch (1794), a espécie ocupa a seguinte classificação sistemática: 

         Classe: Osteicthyes 

              Subclasse: Actinopterigii 

                   Divisão: Teleostei 

                        Superordem: Acanthopteygii 

                             Ordem: Characiformes 

                                   Família: Erythrinidae 

                                         Gênero: Hoplias 

                                               Espécie: Hoplias malabaricus 

 

A traíra apresenta ampla plasticidade ecológica (Bialetzki et al., 2002), 

tornando-se então um interessante modelo para avaliar os efeitos tóxicos diretos 

e/ou indireta dos contaminantes, devido a sua alta posição na cadeia trófica 

(Alves Costa et al., 2007; Monteiro et al., 2013).  

 

1.6 Justificativa 

A presença de MCs no ambiente aquático compromete a função hepática 

em peixes, podendo levar à mortalidade de diferentes espécies. Além disso, as 

MCs podem se acumular nos tecidos do animal e, indiretamente, afetar a saúde 
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humana (Xie et al., 2001, Wang et al., 2010). Muitos estudos utilizam variantes de 

MCs específicas purificadas para avaliar o grau de toxicidade. Entretanto, em 

florações pode haver mais de um tipo estrutural de MCs. Estudos com extrato 

bruto tem mostrado efeitos mais severos do que com MCs purificadas (Palikova et 

al., 2003), além de ser o mais próximo ao encontrado em situações naturais. 

Dessa forma, o presente estudo pretende responder às seguintes questões: 

 

(i) Qual o grau de comprometimento da estrutura do fígado de H. malabaricus, 

e da função hepática após exposição aguda e crônica ao extrato bruto de 

R. fernandoi contendo MCs? 

 

(ii) Qual o potencial de acumulação de MCs no fígado e músculo após 

contaminação aguda e crônica ao extrato bruto de R. fernandoi contendo 

MCs e o que poderia refletir para a saúde humana? 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos causados por exposição ao 

extrato bruto da cianobactéria Radiocystis fernandoi contendo MCs em traíras 

(Hoplias malabaricus) com ênfase ao comprometimento da função hepática e 

saúde animal e os riscos para a saúde humana. 

 

2.2 Objetivos específicos 

Considerando o objetivo geral do trabalho, os objetivos específicos foram:  

 

I. Identificar e quantificar as variantes de MC produzidas pela cianobactéria 

R. fernandoi e determinar o potencial de bioacumulação em H. malabaricus e o 

possa refletetir ao homem devido o consumo da espécie.  

 

II. Avaliar os efeitos das microcistinas no fígado e o comprometimento 

morfofuncional do órgão relacionado às estruturas dos hepatócitos e os processos 

metabólicos; 

 

III. Analisar a ativação dos processos de desintoxicação e sistemas 

antioxidantes e avaliar se ocorre estresse oxidativo no fígado; 

 

IV. Avaliar se ocorre recuperação do fígado, via imunomarcação de células em 

proliferação.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1  Extração, identificação e quantificação de microcistinas. 

Cianobactérias, Radiocystis fernandoi (cepa R-28), isoladas do reservatório 

da Hidroelétrica de Furnas, Minas Gerais (20°40’S; 46°19’W), produzidas a partir 

de uma única linhagem no Laboratório de Ficologia, Departamento de Botânica da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) foram cedidas pela Dra. Alessandra 

Giani. O extrato bruto da cianobactéria foi obtido no Laboratório de Química 

Orgânica e Produtos Naturais, do Departamento de Química da Universidade 

Federal de São Carlos (UFSCar) em colaboração com a Dra. Ana Paula Terezan e 

Dr. João Batista Fernandes.  

As extrações foram efetuadas com cianobactérias liofilizadas (E1= 655,08 mg 

e E2= 2426,00 mg, separadamente) usando metanol (grau HPLC) e água 

deionizada (18 M  cm-1) como solvente. O procedimento foi realizado em tubos 

cônicos (TPP®) em 10 ml de metanol:água (80:20, v:v) em Ultra Turrax (IKA – 

T10) por 1 minuto (processo repetido por três vezes). O extrato bruto foi 

centrifugado a 18514 g (18°C) por 20 minutos (centrífuga Eppendorf 5810R, 

Alemanha). O sobrenadante foi evaporado em temperatura ambiente em um 

evaporador de solvente a vácuo e o extrato seco foi então diluído em água 

deionizada para quantificação e preparações das injeções intraperitoneais (µg mL-

1), levando em consideração a relação da concentração de MC total do extrato e o 

peso do animal (µg kg-1) 

A quantificação de MC no extrato bruto foi realizada com kit ELISA (Enzime-

Linked Immunosorbent Assay – Beacon Analytical Systems Inc., EUA) e analisada 

(em duplicata) em espectrofotômetro (Molecular Devices Spectra, MAX GEMINI X, 

EUA) a absorbância de λ = 450 nm, de acordo com as instruções do fabricante. O 

extrato bruto foi diluído em água deionizada até obter concentração que se ajustava 

à curva de calibração do kit (0,3 – 2,0 µg L-1). Os dados da quantificação foram 

obtidos a partir da curva de calibração do kit (Anexo I).  

Para a identificação e quantificação das variantes de MC presentes no extrato 

bruto foram utilizadas soluções padrões (Sigma-Aldrich, EUA) contendo MC-LR; 

MC-RR e MC-YR (5 µg mL-1, cada variante) ou uma solução padrão (Sigma-Aldrich, 

EUA) contendo MC-RR (25 µg mL-1) e MC-YR (100 µg mL-1), separadamente. A 
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curva analítica por padronização externa de calibração foi obtida a partir da 

regressão linear, considerando a área da banda cromatográfica referente a cada 

concentração das amostras. A linearidade foi obtida através do valor do coeficiente 

de correlação linear e a precisão intra-dia (repetibilidade) foi expressa pela 

porcentagem do coeficiente de variação (CV%) das réplicas. A exatidão (expressa 

em %) foi calculada utilizando a média das concentrações determinadas e o valor 

médio das concentrações nominais (Anexo II). As análises por cromatografia líquida 

de alta eficiência com detector ultravioleta visível (CLAE-UV) foram otimizadas a 

partir de adaptações realizadas por Aranda-Rodrigues et al. (2005), sendo que  as 

condições estabelecidas foram: Coluna analítica C-18 ODS Phenomenex (100 Å, 10 

µm ou 100 Å, 5 µm) 150 x 4,6 mm; fase móvel A (água; 0,05% ácido fórmico), fase 

móvel B (metanol 0,05% ácido fórmico). A eluição fase B (10 a 30% em 10 min; 30 a 

55% em 15 minutos; 55 a 100% em 28 min e 100% por 7 min); comprimento de 

onda λ = 240 nm; fluxo de 1,0 mL min-1 e volume injetado de 20 µL. 

 

3.2 Peixes e delineamento experimental 

Sessenta exemplares adultos de traíras, H. malabaricus (Massa corpórea 264 

± 9,1 g; comprimento total 27,5 ± 0,7 cm) foram adquiridos na Piscicultura Santa 

Cândida (Santa Cruz da Conceição, SP) e trazidos para o Departamento de 

Ciências Fisiológicas da UFSCar, onde foram mantidas em tanques de 1000 L, 

durante 30 dias, em fotoperíodo natural (~12:12 horas). Os tanques foram 

abastecidos com água sem cloro, aeração constante e as seguintes variáveis foram 

monitoradas e controladas: temperatura - 24 ± 2°C; oxigênio dissolvido - 7.0-7.5 mg 

L-1; pH - 7,1-7,4;  condutividade - 125-130 µS cm-1; alcalinidade - 35-43 mg L-1 

CaCO3 e dureza total - 39-50 mg L-1 CaCO3). Os peixes foram alimentados com filé 

de peixe a cada 96 horas. 

Após aclimatação, os peixes foram aleatoriamente divididos (n=10) em 

tanques experimentais (1000 L) e foram realizados dois protocolos experimentais:  

 Protocolo I: Exposição aguda (EA) constituída por uma única injeção i.p. 

para exposição por 12 e 96 horas;  

 Protocolo II: Exposição crônica (EC) constituída por i.p. a cada 72 horas, 

paras exposição durante 30 dias. Neste protocolo experimental, foi feito um implante 

de um microchip de biovidro (12 x 2 mm) na cavidade celômica de cada animal 
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(transponder Granel - AnimallTag®) para identificação individual dos animais de 

forma que cada animal recebia a dose de MC correspondente a sua massa 

corpórea. 

Em ambos os protocolos experimentais, todos os períodos experimentais 

foram constituídos por um grupo controle (C12; C96; C30), que recebiam 0,5 mL de 

salina fisiológica estéril (NaCl 0,9%) e um grupo exposto a MC (MC12; MC96; 

MC30) que recebiam equivalente a 100 µg de MC-LR (MC-LReq) por quilo de massa 

corpórea (100 µg kg-1), diluídos em 0,5 mL de salina fisiológica estéril.  Na EA foi 

utilizado o extrato obtido na E1 enquanto na EC foi utilizado o extrato obtido na E2, 

sendo que a dose reflete a média da concetração da variação diária durante o 

período da floração.   

Na EA, os peixes foram alimentados com aproximadamente 100 g de filé de 

peixe por tanque, suspenso 24 horas antes dos experimentos e na EC, os animais 

receberam alimento a cada 96 horas. O alimento permanecia no tanque por no 

máximo 3 horas, sendo que o alimento não consumido era removido e descartado.  

Ao final de cada protocolo experimental, uma amostra de sangue (1 mL) foi 

coletada de cada peixe com seringas heparinizadas para análises dos parâmetros 

hematológicos e obtenção do plasma e, posteriormente, era efetuada a biometria 

(massa corpórea e tamanho) do exemplar. Em seguida, os animais foram 

anestesiados com benzocaína (0,1 g L-1) e a eutanásia foi realizada por secção 

medular para obtenção de amostras de fígado e músculo. O fígado foi analisado 

macroscopicamente quanto aos seguintes parâmetros: cor, odor, tamanho, textura e 

formato; foi pesado para estimação do IHS e sub-amostrados para análise 

bioquímica e microscopia de luz e eletrônica de transmissão. As sub-amostras de 

fígado, amostras de músculo branco e o plasma foram imediatamente armazenados 

a -80°C para as análises de biomarcadores bioquímicos. Sub-amostras de fígado 

também foram fixadas em solução de Bouin e em glutaraldeído (GTA) 2,5% (em 

tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4) para as análises de biomarcadores morfológicos.  

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Animal da UFSCar (Processo 

n° 026/2012). 
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3.3 Extração, clean-up e quantificação de microcistinas no fígado e 

músculo branco para as variantes MC-RR e MC-YR. 

A extração e clean-up dos tecidos seguiu o protocolo estabelecido por 

Deblois et al. (2011) e Mekebri et al. (2009), com adaptações. A extração de MC 

de fígado (50 mg) e músculo (100 mg) foi efetuada em 10 mL de metanol (MeOH) 

e seguida de três extrações com 10 mL de MeOH 80% (MeOH:H2O; v:v) com a 

utilização de um Ultra Turrax por 1 minuto cada. Os extratos de cada tecido foi 

centrifugado a 18514 g, 18°C, por 20 minutos e os sobrenadantes detas extrações 

foram reunidos e secos em um evaporador de solvente a vácuo (SpeedVac®) a 

temperatura ambiente. 

Os extratos foram re-solubilizados em 1 mL de água e submetidos ao clean-

up com cartuchos de extração de fase sólida (SPE; C-18; 6 mL; 500 mg). 

Primeiramente, a fase estacionária do cartucho foi ativada com 10 mL de MeOH e 

condicionada com 20 mL de água acidificada (0,05% de ácido fórmico). Após 

condicionamento do cartucho, 1 mL do extrato foi aplicado ao cartucho e eluído 

com água acidificada, MeOH 20 % (v:v,  MeOH:H2O acidificada), MeOH 75% (v:v,  

MeOH:H2O acidificada) e MeOH acidificado. Em seguida, a fração eluída com 

MeOH 75% foi seca no evaporador de solvente a vácuo (SpeedVac®) a 

temperatura ambiente. A fração com as MC extraídas foi re-solubilizada em 1 mL 

de MeOH 50% (MeOH:H2O; v:v) e filtrada com filtros de Nylon (0,20 m).  

A quantificação de MC dos tecidos foi realizada em triplicata por 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao espectrômetro de massas 

(CLAE-EM), através da construção de curvas analíticas por padronização externa 

(Anexos III e IV) a partir de transição massa/carga (m/z) 520 ([M+2H]+2) e 534 

([M+H+Na]+2), respectivamente, com outra transição para ambas de m/z 135 

(fragmento originado do ADDA) como representado na Figura 7. O modo de 

ionização foi eletrospray no modo positivo (ES+) e o experimento utilizado foi 

monitoramento de reações múltiplas (MRM). A recuperação do método foi 

determinada pela adição da mistura de padrões de MC na matriz. A otimização 

dos parâmetros da fonte de ionização por injeção de fluxo (FIA) foi realizada a partir 

de uma solução padrão de 500 ng mL-1 do padrão isolado para MC-YR e MC–RR 

(Sigma-Aldrich, EUA). A repetibilidade (precisão intra-dia) e a exatidão do método 
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enquadram-se dentro do intervalo de 85 a 115% estabelecidos pelos guias de 

validação das agencias reguladoras oficiais (US-FDS e ANVISA, 2001). 

 

 

 

Figura 7. Representação do cromatograma de MRM das variantes de MC-RR e 
MC-YR nos tempos de retenção de 24,3 minutos e 30,5 minutos, 
respectivamente. 

 

 

A injeção de fluxo foi realizada através do acoplamento do CLAE ao 

espectrômetro de massas para otimização da cortina de gás (CUR), gás de colisão 

(CAD) e gás nebulizador (GS1 e GS2). As condições após a otimização do FIA 

foram: Volume de injeção: 20 µL; Fluxo: 150 µL min-1; Fase móvel A: 50% água 

(0,05% ácido fórmico); Fase móvel B: 50% metanol (0,05% ácido fórmico); CUR (30 

psi); CAD (8 psi); GS1 (55 psi) e GS2 (60 psi). As condições do CLAE são as 

mesmas estão descritas no item 3.1 (para o CLAE-UV) e a coluna utilizada foi C-18 

ODS Phenomenex (110 Å, 5 µm) 15 x 0,46 cm. O limite de quantificação (LQ) 

estabelecido para as análises foi de 20 ng mL-1 para a MC-RR e 50 ng mL-1 para 
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a MC-YR e não ultrapassando o valor de 15% da variabilidade e exatidão 

nominal. O limite de detecção (LD) para ambas MC foi 10 ng mL-1, determinado 

como a menor concentração em que se observa um sinal três vezes maior que o 

ruído do detector. 

 

3.4 Biomarcador genético 

3.4.1 Ensaio do cometa 

O ensaio do cometa foram realizados em colaboração com a Ms. Emanuele C. 

Pesenti e a Dra. Marta Margarete Cestari, do Laboratório de Citogenética Animal e 

Mutagênese Ambiental, do Departamento de Genética da Universidade Federal do 

Paraná (UFPR). 

Amostras de fígado (~50 mg) foram colocadas em 1 mL de soro bovino fetal 

(Gibco ®) e homogeneizadas com um Ultra Turrax (IKA® T10) em banho de gelo na 

ausência de luz direta para a obtenção da suspensão celular. O ensaio Cometa do 

fígado foi realizado segundo a metodologia proposta por Singh et al., (1988) e 

modificado por Ferraro et al., (2004). Para a confecção das lâminas foram 

misturados 10 μL de suspensão celular com 120 μL de agarose de baixo ponto de 

fusão. Essa mistura foi então disposta sobre uma lâmina de microscopia, 

previamente coberta com uma fina camada de agarose normal 1,5%. As lâminas 

foram colocadas em solução de lise (solução de lise estoque: NaCl, 2.5 M; EDTA, 

100 mM; Tris, 10 mM; NaOH, 0,8%; N-lauril-sarcocinato, 1%; solução de lise uso: 1 

mL Triton X100; 10 mL DMSO; e 89 mL de solução de lise estoque) por 24 horas a 

4ºC. Em seguida, as lâminas foram transferidas para a cuba de eletroforese, onde 

ficaram por 30 minutos imersas no tampão de eletroforese (300 mM NaOH; 1 mM 

EDTA; pH>13) para que ocorresse o desenrolamento parcial do DNA. A eletroforese 

foi realizada a 300 mA, 25V por 25 minutos e, na sequência, as lâminas foram 

neutralizadas em 0,4 M de Tris, pH 7,5 por 15 minutos; fixadas em etanol absoluto 

por 5 minutos e coradas com 15 μl de brometo de etídeo (20 mg L-1).  

O dano no DNA foi classificado de acordo com o comprimento da cauda do 

cometa formada após a corrida de eletroforese, sendo: 0 (sem dano aparente), 1 

(pouco dano), 2 (dano moderado), 3 (dano elevado) e 4 (dano máximo), seguindo a 

classificação de Collins et al. (1995). Os cometas em que não foram possíveis a 

visualização da região da cabeça foram desconsiderados da contagem por 
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representarem DNA totalmente fragmentado, característico de células inviáveis. 

Cem nucleóides de cada lâmina foram analisados utilizando um microscópio de 

epifluorescência (Leica DFC300 FX, USA) com aumento de 400 vezes. A atribuição 

de escores de danos foi feita multiplicação o número de cometas encontrados em 

contagem de cada classe pelo valor da classe correspondente (Scometa = N° cometa 

x classe). 

 

3.5 Biomarcadores fisiológicos 

3.5.1  Biometria e índice hepato-somático. 

A massa corporal foi medida antes e depois da realização de cada protocolo 

experimental e a massa do fígado de cada animal foi medida pós-exposições. A 

massa fresca do fígado e a massa do animal foram utilizadas para calcular o IHS de 

acordo com a seguinte equação (Ratton et al., 2003):   

HSI (%) = [Massa órgão (g) x 100] / Massa corpórea (g) 

 

3.5.2  Parâmetros hematológicos 

As amostras de sangue foram utilizadas para a determinação do Hct, RBC, 

Hb total e índices hematimétricos (VCM; HCM e CHCM). As amostras de sangue 

foram centrifugadas a uma velocidade de 11235 g a 4°C por 5 minutos para 

separação do plasma. 

 

3.5.2.1 Hematócrito 

Micro capilares preenchidos com sangue foram centrifugados a 12000 g por 3 

minutos em centrífuga de micro-hematócrito (FANEN Centrimicro MOD.211), 

segundo metodologia de Goldenfa et al. (1971). Um cartão padrão de leitura de Hct 

foi utilizado e o Hct foi expresso em porcentagem.  

 

3.5.2.2 Número total de eritrócitos 

O número total de eritrócitos (RBC - 106 células mm³) foi determinado em 10 

µL de sangue adicionado a 2 mL de uma solução de formol-citrato. O RBC foi 

determinado em câmara de Neubauer utilizando microscópio de luz Olympus BX 51 

(aumento de 400x). 
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3.5.2.3 Hemoglobina total 

A concentração de Hb (g dL-1) foi determinada pelo método da 

cianometemoglobina (Collier, 1944) com diluição de 10 µL de sangue total em 2 mL  

de solução de Drabkin. A densidade foi mensurada a λ = 540 nm, contra um branco 

contendo apenas solução de Drabkin.  

 

3.5.2.4 Índices hematimétricos 

A partir das variáveis hematológicas, foram determinados os índices 

hematimétricos: o VCM foi calculado como Hct*1000/RBC (µm3); a HCM calculada 

como Hb*1000/RBC (pg célula-1) e a CHCM como Hb*1000/Hct (g dL-1). 

 

3.5.2.5 Bilirrubina plasmática 

A quantificação da concentração de bilirrubina total (BT) e bilirrubina direta 

(BD) foi realizada utilizando kit comercial para determinação de bilirrubinas da 

Labtest® (ref. 31), comparados com um padrão de bilirrubina (10 mg dL-1) Labtest® 

(ref. 32). A bilirrubina da amostra plasmática é dosada por diazotização e formação 

de azobilirrubina vermelha com absorção em λ = 525 nm. A bilirrubina direta (ou 

conjugada) é dosada em meio aquoso, enquanto a total (direta + indireta) é 

dosada por ação de um solubilizador de ação catalisadora. Os resultados foram 

expressos em mg dL-1. 

 

3.6 Biomarcadores bioquímicos 

 Dentre os biomarcadores bioquímicos, as análises associadas ao 

metabolismo intermediário e injúria hepática foram realizadas em colaboração com o 

Dr. Gilberto Moraes e equipe do Laboratório de Bioquímica Comparativa do 

Departamento de Genética e Evolução da UFSCar. A análise do biomarcador de 

biotransformação, EROD, foi realizada em colaboração com a Dra. Claudia Bueno 

Reis Martinez e equipe no Laboratório de Ecofisiologia Animal, da Universidade 

Estadual de Londrina (UEL) e as análises da atividade específica das fosfatases 

PP1 e PP2A foram realizadas em colaboração com a Dra. Flavia Bieczynski e Dr. 

Carlos Marcelo Luquet do Laboratório de Ecotoxicología Acuática, INIBIOMA 

(CONICET-UNCo), CEAN, Argentina.  
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3.6.1  Proteína total 

O teor da proteína total (mg proteína-1 mL-1),  do fígado, músculo e plasma, 

para as todas as análises bioquímicas foi determinado segundo o método de 

Bradford utilizando coomassie brilliant blue G-250 (Bradford, 1976), adaptado 

para leitura em microplaca (Dynex Technologies Ltd., MRXTC, UK), conforme 

descrito por Kruger (1994) e utilizando a albumina bovina (1 mg mL-1) como 

padrão. A absorbância das amostras foi medida a λ = 595 nm. 

 

3.6.2  Atividade das fosfatases e transaminases 

Para a atividade das fosfatases PP1 e PP2A, amostras de fígado (250 mg) 

foram  homogeneizadas em tampão stock (tris 40 mM, KCl 20 mM, Cl2Mg 30 mM, 

pH8,6) e centrifugados a 12000 g, 4°C por 15 minutos.  

Para as fosfatases ácidas e alcalinas e transaminases, o plasma (100 µL) foi 

utilizado diretamente no ensaio, enquanto, amostra de fígado (50 mg) e músculo 

(100 mg) foram homogeneizadas em tampão fosfato (10 mM), tris (20 mM), pH 7,0 

em glicerol 50% (v:v); centrifugadas a 5000 g por 3 minutos.  

Os sobrenadantes foram utilizados como fonte enzimática para a determinação 

da atividade das fosfatases e transaminases. 

 

3.6.2.1  Atividade específica da fosfatase de serina/treonina (PP1) 

A atividade da PP1 em fígado foi realizada de acordo o método descrito por 

Carmichael e An (1999) e adaptado por Bieczynski et al. (2013) utilizando p-

nitrofenilfosfato (pNPP) 40 mM como substrato. O volume de 10 µL do sobrenadante 

foi adicionado em 90 µL de solução de reação (DTT 3 mM, BSA 1,5 mg mL-1, MnCl2 

1,5 mM) e incubado (com agitação constante) por 5 minutos a 20°C. Em seguida 

foram adicionados 100 µL de solução acrescido de pNPP e a reação novamente 

incubada sob agitação por 10 minutos. As leituras (em triplicatas) eram realizadas 

em micro leitor (Hyperion 2025-050) em intervalos de 10 minutos durante 1 hora a λ 

= 405 nm. Os resultados expressos em U mg proteína-1. 

 

3.6.2.2  Atividade específica da fosfatase de serina/treonina (PP2A) 

A atividade da PP2A em fígado foi realizada de acordo com Heresztyn e 

Nicholson (2001) com adaptações por Bieczynski et al. (2014). Em 10 µL de solução 
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de reação (tampão tris 0,25 M, pH 8,1; EGTA 0,38 mM; MnCl2 20 mM, BSA 10 mg 

mL-1) foi adicionado o volume de 10 µL de sobrenadante e a reação foi incubada 

(em agitação constante) durante 5 minutos, a 20°C. Em seguida foram adicionados 

180 µL de solução de substrato (tampão tris 0,25 M, pH 8,1; MnCl2 20 mM; MgCl2 

0,2 M; BSA 10 mg mL-1), acrescido de pNPP 60 mM e DTT 20 mM e incubado sob 

agitação por 10 minutos. As leituras (em triplicatas) foram realizadas em micro leitor 

(Hyperion 2025-050) em intervalos de 10 minutos durante 1 hora a λ = 405 nm. Os 

resultados expressos em U mg proteína-1. 

 

3.6.2.3  Determinação das fosfatases alcalinas e fosfatases ácidas 

A atividade da FAL e da FAC foi realizada segundo o método de Bergmeyer 

e Beach (1983), utilizado tampão de glicina 0,05 M e MgCl 0,01 M (pH 8,5) para a 

FAL e tampão citrato de sódio 50 mM (pH5,0) para a FAC.  Ao plasma e 

sobrenadante do homogeneizado de fígado e músculo eram adicionados 100 µL 

de pNPP 120 mM. Após a incubação das amostras (30 min – em banho Maria 

37°C), estas foram centrifugadas a 5000 g por 2 minutos e em seguida foi 

adicionados 400 µL de NaOH 2 M. As leituras das atividades das fosfatases foram 

determinadas em λ = 405 nm em espectrofotômetro (DU® 520, Beckman) e 

expressas em nmol p-nitrofenilfosfato min-1 mg proteína-1.  

 

3.6.2.4  Atividade das transaminases de alanina e aspartato 

A atividade da ALT (U mg proteína-1) e da AST (U mg proteína-1) foram 

determinadas em fígado, músculo e plasma utilizando kit comercial Labtest® (ref. 

108 e 109, respectivamente) de acordo com as instruções do fabricante. O princípio 

da técnica caracteriza na catálise da transferência do grupo amina da alanina (para 

a ALT do sobrenadante da amostra) ou do ácido aspártico (para a AST do 

sobrenadante da amostra) com a formação de piruvato e oxalacetato, 

respectivamente. O piruvato é reduzido a lactato pela ação da lactato desidrogenase 

(LDH) e o oxalacetato reduzido pela malato desidrogenase (MDH), enquanto a 

coenzima NADH é oxidada à NAD. A redução da absorbância a λ = 340 nm, foi 

monitorada fotometricamente (DU® 520, Beckman) e é diretamente proporcional à 

atividade da ALT e AST na amostra. Os resultados expressos em U mg proteína-1. 
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3.6.3  Metabólicos intermediários 

Amostras de fígado (50 mg) ou de músculo branco (100 mg) foram 

homogeneizadas em Ultra Turrax (IKA® T10) por 1 minuto em banho de gelo com a 

adição de 1 mL de ácido tricloroacético (TCA) 20% (extrato ácido; para 

determinação de amônia, lactato e piruvato) ou 1 mL de água destilada (extrato 

neutro; para determinação de glicose, aminoácidos livres e proteínas). Os 

homogeneizados foram centrifugados por 3 minutos a 12000 g, 4°C. Para as 

determinações plasmáticas, uma alíquota de plasma (100µL) foi misturada 

diretamente a 1 mL de TCA 20% ou a 1 mL de água destilada. Nas amostras de 

fígado e músculo branco (25 mg cada) foram adicionados 250 µL de hidróxido de 

potássio (KOH) 6N (extrato básico) para determinação da concentração de 

glicogênio. 

 

3.6.3.1   Amônia 

A amônia (µmol g tecido-1) foi determinada segundo Gentzkow e Masen 

(1942). Nos sobrenadantes dos homogeneizados de fígado, músculo branco e em 

plasma foi adicionada água destilada para um volume final de 2 mL e em seguida 

0,5 mL de reativo de Nessler. A leitura foi realizada em λ = 420 nm e comparadas a 

um padrão de amônia (1 mM). 

 

3.6.3.2   Lactato 

A determinação do lactato (µmol g tecido-1) foi realizada segundo Harrower e 

Brown (1972). Nos sobrenadantes do homogeneizados de fígado, músculo branco e 

em plasma foram adicionados 20 µL de CuSO4 4%, 3,5 mL de H2SO4 e incubados a 

100°C por 5 minutos. Após resfriamento em banho de gelo, foram adicionados 80 µL 

de p-fenilfenol e incubados novamente por 1 hora. Em seguida, novamente era 

realizada uma incubação a 100°C e após resfriamento das amostras, a absorbância 

era lida em λ = 570 nm, comparando com um padrão de lactato (1 mM). 

 

3.6.3.3   Piruvato 

O piruvato (µmol g tecido-1) foi determinado seguindo a metodologia de Lu 

(1939), onde a um volume de sobrenadante dos homogeneizados de fígado, 

músculo branco e em plasma foram adicionados 250 µL de dinitrofenilhidrazina 
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0,1% (em HCl 2 N). Após incubação por 30 minutos em banho Maria (37°C), foram 

adicionados 3 mL de NaOH 1,3 N. As concentrações de piruvato foram 

determinadas a partir da absorbância da amostra a λ = 440 nm comparando com 

um padrão de piruvato (1 mM). 

 

3.6.3.4   Glicose 

A determinação da glicose foi realizada utilizando um kit comercial Labtest® 

(ref. 133) de acordo com as instruções do fabricante. A glicose oxidase presente nos 

homogeneizados das amostras e no plasma (10-20 µL) catalisa a oxidação da 

glicose formando peróxido de hidrogênio (H2O2) como produto. O H2O2 reage com 

4-aminoantipirina e fenol formando antipirilquinonimina vermelha, cuja intensidade 

de cor é proporcional à concentração de glicose na amostra. As leituras das 

absorbâncias das amostras foram feitas em espectrofotômetro de microplacas 

(Termomax®, Molecular Devices) em λ = 525 nm comparando com um padrão de 

glicose (1 mg mL-1). Os resultados expressos em µmol g tecido-1. 

 

3.6.3.5   Aminoácidos livres 

A determinação dos aminoácidos livres (µmol g tecido-1) foi realizada de 

acordo com Copley (1941). Em uma porção do sobrenadante dos homogeneizados 

de fígado, músculo e em plasma eram adicionados 2 mL de nihidrina 0,1% (em 

álcool isopropílico). Os tubos foram vedados e incubados por 40 minutos a 40°C; 

centrifugados por 2 minutos a 3000 g e lidos em espectrofotômetro em λ = 570 

nm, contra um padrão de glicina (1 mM). 

 

3.6.3.6   Glicogênio 

A concentração de glicogênio foi determinada pela concentração de açucares 

redutores total na amostra, segundo metodologia descrita por Dubois et al. (1956) e 

adaptada por Bidinotto et al. (1997). Para isso, em porções de músculo branco e 

fígado (250 µL), previamente preparadas em KOH 6 N e incubados a 100°C por 5 

minutos, foram adicionados 3 mL de etanol P.A. e 100 µL de sulfato de potássio 

(K2SO4). Os tubos foram agitados em vortex e o sobrenadante descartado com a 

inversão do tubo. O precipitado foi re-diluído em 2,5 mL de água destilada e em 

seguida adicionados 0,5 mL de fenol e 2 mL de H2SO4. As leituras eram realizadas 
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em λ = 480 nm contra um padrão de glicose (1mM) e expressas em µmol de 

glicosil-glicose g tecido-1.  

 

3.6.4   Biomarcadores do estresse oxidativo (enzimático e não-enzimático) 

Amostras de fígado (50 mg) foram homogeneizadas em tampão fosfato de 

potássio 0,2 M, pH 7,8;  ou tampão tris-HCl 100 mM, EDTA 2 mM e MgCl2 5 mM, pH 

7,7 e centrifugadas a 10000 g, 4°C por 10 minutos, para obtenção do sobrenadante, 

o qual  foi utilizado como fonte enzimática para os biomarcadores de desintoxicação, 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos.  

 

3.6.4.1   Etoxiresorufina-O-desetilase  

A atividade da EROD foi estimada pela taxa de conversão da 7-etoxiresorufina 

á resorufina, de acordo com o protocolo descrito por Eggens e Galgani (1992) e 

modificado por Oliveira et al. (2014). A 50 µL de homogeneizado de fígado foi 

adicionado o meio de reação contendo tampão fosfato de potássio 0,1 M (pH 7,0); 

NADPH 2 mM e 7-etoxiresorufina 0,1 mM. A fluorescência resultante da formação 

da resorufina foi medida durante 30 minutos em intervalos de 1 minuto em λ = 530 

nm de excitação e λ = 590 nm de emissão. Os resultados foram expressos em 

nmol resorufina min-1 mg proteína-1. 

 

3.6.4.2   Superóxido dismutase  

A atividade da SOD em fígado foi determinada segundo a metodologia descrita 

por McCord e Fridovich (1969) medidas através da inibição da taxa de redução do 

citocromo C pelo radical superóxido por meio do sistema xantina/xantina oxidase, 

onde uma unidade de SOD foi definida como a quantidade necessária para inibir, 

em 50%, a redução do citocromo C do sistema.  Em 5 µL de volume do 

homogeneizado, foram adicionados 10 µL de xantina oxidase (XOD) e 285 µL de 

solução de reação (tampão fosfato 0,2 M, pH 7,8; xantina 0,5 mM; KCN 0,2 mM; 

citocromo C 0,1 mM; EDTA 1 mM). As leituras das absorbâncias das amostras 

foram feitas em λ = 550 nm durante 1 minuto em intervalos de 20 segundos. Os 

resultados foram expressos em U SOD min-1 mg proteína-1. 
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3.6.4.3   Catalase  

A atividade da CAT (U mg proteína-1) foi mensurada, segundo a metodologia 

descrita por Beutler (1975), medidas através do decréscimo contínuo da 

concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) em λ = 240 nm. A diminuição da 

absorbância foi registrada em cubeta contendo 1 mL de solução de H2O2 

contendo  15 mM de tampão (tris 1 M; EDTA 5 mM, pH 8,0) e 10 µL do 

homogeneizado por 1 minuto. 

  

3.6.4.4   Glutationa peroxidase 

A atividade da GPx (U mg proteína-1) foi determinada seguindo o método de 

Beutler (1984), o qual está baseado na oxidação do NADPH. Em 30 µL de tampão 

de reação (Tris 1 M; EDTA 5 mM, pH 7,7) foram adicionados 71 µL de água 

destilada; 6 µL de glutationa reduzida 0,1 M; 30 µL de glutationa redutase (3 UI); 

30 µL NADPH 2 mM; 114 µL de azida sódica 2,6 µM e 10 µL de amostra de 

fígado. Após 2 minutos de incubação, foram adicionados aos poços da 

microplaca, 9 µL de solução de T-butil 7 mM. As leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro (SpectraMax M5, Molecular Devices) em λ = 340 nm, durante 2 

minutos com intervalos de 15 segundos entre as leituras. 

 

3.6.4.5   Glutationa S-transferase  

A atividade da GST (U mg proteína-1) foi determinada segundo método 

descrito por Habig e Jakobi (1981), utilizando-se 1-cloro-2-4-dinitrobenzeno 

(CDNB) como substrato, sendo que uma unidade de GST foi definida como a 

quantidade de enzima que catalisa 1 µM de CDNB por minuto. Em 15 µL do 

sobrenadante foram adicionados 235 µL de solução de reação (tampão fosfato de 

potássio 0,1 M, pH7,0 acrescido de solução CDNB 0,05 M) e 10 µL de GSH 25 

mM. As leituras foram realizadas em λ = 340 nm, durante 4 minutos com 

intervalos de 30 segundos. 

 

3.6.4.6   Glutationa redutase  

A atividade da GR em fígado foi determinada segundo Carlberg e Mannervik 

(1975), a qual foi medida através da redução do NADPH, utilizando a glutationa 

oxidada (GSSG) como substrato. Uma unidade de GR foi definida como a 
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oxidação de 1 µM de NADPH min-1. Ao meio de reação (tampão fosfato sódio 

0,1M, pH7,6; EDTA 5 mM; NADPH 0,1 mM e GSSG 1 mM) foram adicionados 50 

µL de homogeneizado das amostras e as leituras das absorbâncias foram 

realizadas em λ = 340 nm. Uma unidade de GR foi definida como a oxidação de 1 

µmol de NADPH min-1 nessas condições e expressas em mU mg proteína-1. 

 

3.6.4.7   Glutationa  

A concentração de GSH (nmol GSH mg proteína-1) foi determinada utilizando 

a metodologia descrita por White et al. (2003), a qul foi medida pela conjugação de 

2,3 naftalenedicarboxialdeido (NDA) 10 mM ao GSH do sobrenadante da amostra 

formando um composto fluorescente. Em uma microplaca de fundo cônico foram 

adicionados 100 µL de homogeneizado de fígado e 100 µL de ácido sulfosalicílico 

200 mM (relação v:v). A mistura foi incubada por 20 minutos em temperatura 

ambiente e em seguida, centrifugado a 10408 g (4°C) por 5 minutos. Em uma 

placa própria para fluorescência, foram pipetadas uma alíquota de 20 µL do 

sobrenadante e 180 µL de solução fluorescente (solução tris base 50 mM, pH 

10,0; NaOH 500 mM; NDA 10 mM), incubadas por 30 minutos no escuro e em 

temperatura ambiente. As leituras de florescência foram feitas em 

espectrofotômetro (SpectraMax M5, Molecular Devices) em λ = 472 nm de 

excitação e λ = 528 nm de emissão contra uma curva padrão de GSH (40 nM). 

 

3.6.4.8   Proteínas caboniladas  

A oxidação proteica foi determinada segundo a metodologia descrita por 

Levine et al. (1994), sendo que a determinação do conteúdo de PC está baseada na 

reação com dinitrofenilhidrazina (DNPH). Em 100 µL do sobrenadante foram 

adicionados 500 µL de meio de reação (DNPH 10 mM; HCL 2M) ou 500 µL de HCl 

2 M aos seus respectivos controle negativo. Em seguida todos os tubos foram 

incubados a 37°C por 90 minutos, seguidos por um banho rápido de gelo. 

Posteriormente, foram adicionados 700 µL de TCA 28%, misturados em vórtex e 

centrifugados a 9000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado foi ressuspendido em 1 mL de etanol-acetato de etila (1:1) gelado, 

misturados e centrifugados. O sobrenadante resultante foi descartado e o 

precipitado foi ressuspendido em 500 µL de hidrocloreto de guanidina 6 M, 
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misturados e centrifugados a 9000 g (4°C) por 3 minutos. Em poços de 

microplaca foram pipetados 200 µL do homogeneizado e seus respectivos 

controles negativo (em duplicata). A absorbância foi lida em espectrofotômetro 

(SpectraMax M5, Molecular Devices) em  λ = 370 nm e subtraída da queda do  

respectivo controle. Os resultados foram expressos em nmol PC mg proteína-1. 

 

3.6.4.9   Peroxidação lipídica das membranas  

A LPO foi determinada pelo método de TBARS (thiobarbituric acid-reactive 

substances) que se baseia na reação do malondialdeído (MDA), um composto 

formado pela oxidação de lipídios, com ácido tiobarbitúrico (TBA) e é dada em 

equivalentes de MDA (nmol MDA mg proteína-1) de acordo com Satoh (1978) e 

modificações descritas por Wilhelm Filho et al. (2005). A 100 µL de 

homogeneizado do fígado foram adicionados 600 µL TCA 20% (proporção 1:6; 

v:v) e centrifugados a 2000 g por 10 minutos a 4°C. Ao sobrenadante foi 

adicionado ácido sulfúrico 0,05 M e TBA 0,67%. Essa solução foi incubada em 

banho-maria fervente por 60 minutos e então resfriada em gelo por 5 minutos. Em 

seguida, foi adicionado álcool n-butílico e os sobrenadantes centrifugados a 1000 

g por 5 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados para leitura da absorbância 

em espectrofotômetro a λ = 530 nm contra um padrão de MDA (250 µM). 

 

3.7 Biomarcadores morfológicos 

Amostras de fígado previamente fixadas em GTA durante 24-48 horas foram 

desidratadas (em série crescente de etanol 50 a 100%) e incluídas em 

Historesina® (Leica) para análise em microscopia de luz (ML) e em resina SPURR 

(EMS - Low Viscosity Embedding Media) para análise em microscopia eletrônica 

de transmissão (MET). Para ML, secções histológicas (3 µm de espessura) foram 

obtidas para as análises histopatológicas do fígado e histomorfologia hepato-biliar 

e coradas com azul de toluidina e fuccina básica. As amostras de fígado 

previamente fixadas em solução de Bouin (por 24-48 horas) foram desidratadas 

em séries crescentes em etanol (50 a 100%) e incluídas em parafina histológica. 

Secções histológicas (6 µm de espessura) foram obtidas para análise de fibrose 

hepática e imunohistoquímica para marcação de células em proliferação. 
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Todos os cortes histológicos analisados em microscopia de luz foram 

confeccionados em micrótomo (MICRON HM 360) e analisadas em microscópio 

de luz (BX 51, Olympus, Denmark) utilizando o software Olympus DP2 – B5W.  

 

3.7.1   Análises da histomorfologia hepato-biliar e histopatologia de fígado 

As análises histomorfológicas hepato-biliares foram investigadas 

concomitantemente às análises histopatológicas, considerando alterações 

morfológicas visíveis dos ductos e estruturais das células.  

A identificação de tecido fibroso no fígado foi realizada com tricrômio de 

Masson (com azul de anilina), utilizando um kit comercial (EasyPath, ref. EP-11-

20013) para tecido conjuntivo, segundo orientações do fabricante.  Os cortes 

foram desparafinizadas em xilol e em seguida, hidratadas em série decrescente 

de etanol (100 – 50%) até água corrente.  A coloração final permite identificar a 

presença de fibrose no tecido hepático corados em azul.  

As análises histopatológicas e fibrose do fígado foram classificadas por um 

escore, dependendo da distribuição da lesão no órgão, onde (1) indica ausência 

de ocorrência; (2) ocorrência rara; (3) pouca ocorrência; (4) moderada ocorrência; 

(5) severa ocorrência (lesões difusas), em relação a um fator de importância da 

lesão que indica como tal alteração afetaria a função do órgão e a possibilidade 

do peixe à sobrevivência. As alterações estão descritas na Tabela 2, onde (1) 

representa lesões facilmente reversíveis e com mínima importância patológica; (2) 

lesões reversíveis quando o agente estressor é neutralizada e então, moderada 

importância patológica e (3) lesões geralmente irreversíveis e de extrema 

importância patológica. Para cada alteração foi determinado um índice da lesão 

no órgão (ILorg), que é a multiplicação do fator de importância (Fi) da lesão pelo 

valor do escore (Sc): ILorg =  Fi x Sc;  e expresso em porcentagem da variação em 

relação ao grupo controle, como proposto por Bernet et al. (1999), com 

modificações.  
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Tabela 2. Alterações histopatológicas em fígado e fator de importância em 
relação ao órgão e organismo, de acordo com Bernet et al. (1999). 

Alterações em fígado Fator de Importância  

Acúmulos substâncias intracelulares  1 
Alterações nucleares 1 
Alteração da arquitetura hepática e estrutura celular 1 
Aneurisma 1 
Atrofia celular 2 
Centros de melano-macrófagos 1 
Degeneração citoplasmática  1 
Hemorragia 1 
Hipertrofia 1 
Hiperemia 1 
Necrose 3 
Fibrose 2 

1 = mínima importância patológica; 2 = moderada importância patológica e 3 = 
extrema importância patológica.  

 

 

3.7.2   Histoquímica para glicogênio 

Para a avaliação do glicogênio hepático foi efetuada histoquímica para 

carboidratos, utilizando ácido periódico de Schiff (PAS) como descrito por Mello e 

Vidal (1980). O glicogênio (PAS-positivo) foi identificado contra um controle 

positivo do próprio animal após digestão por diastase (α-amilase - Sigma-Aldrich). 

O conteúdo de glicogênio foi semi-quantificado seguindo um gradiente de 

coloração, segundo descrito por Camargo e Martinez (2007), onde (0) indica 

nenhum glicogênio; (1) pouco glicogênio; (2) média quantidade de glicogênio e (3) 

grande quantidade de glicogênio.  

 

3.7.3   Análise ultraestrutural de hepatócitos 

Amostras fixadas em GTA foram lavadas em solução tampão fosfato 0,1 M 

(pH 7,4) por três vezes, 10 min cada vez em agitador rotativo (TE-165, Tecnal) e 

pós-fixadas em OsO4 1% por 4 horas.  Para remover o excesso do ósmio as 

amostras foram lavadas novamente em tampão fosfato por 3 vezes como descrito 

acima e, em seguida, lavadas em solução salina 0,9% com sacarose 10,56% (2 

vezes, 15 minutos cada) antes (e depois) da contrastação (em bloco) com acetato 

de uranila em sacarose 10,56%. O processo de inclusão iniciou-se com a 

desidratação em série crescente de acetona (30% a 100% - por 10 minutos), 
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acetona-resina (3:1; 1:1; 3:1 – ‘overnight’), embebidas em resina SPURR pura por 

2 horas e finalmente incluídas com a mesma resina em moldes de silicone (48-72 

h para polimerização). Após inclusão foi feita a trimagem dos blocos selecionando 

a região a ser observada em MET.  

Cortes ultrafinos (60 nm) foram obtidos com o ultramicrótomo (Leica UltraCut 

R.) e colocados em uma grade de cobre (Specimen Grid 3.05 diameter, 0,8 

trickness cooper, 200 mesh T200-Cu). Os cortes foram contrastados em acetato 

de uranila saturada em etanol 50% e solução de Reynolds (citrato de chumbo) e 

por fim analisados (estrutura celular e organelas) e fotografados em microscópio 

eletrônico de transmissão (Philips CM-120).  

 

3.7.4   Imunomarcação nuclear para antígeno de proliferação celular 

Proliferação celular no tecido hepático foi identificada utilizando o anticorpo 

monoclonal (PC10, Oncogene), específico para o antígeno 36-kDa (não histona) 

de núcleos em divisão, ou seja, proliferação celular (PCNA).  

Após desparafinização e durante o processo de hidratação do tecido, a 

atividade das peroxidase endógenas foi inibida com solução de MeOH com 1% de 

H2O2 por 30 minutos. Após hidratação, as lâminas histológicas foram imersas em 

solução aquosa de ZnSO4 1% a 45°C por 5 minutos para recuperação do 

antígeno e, em seguida, em água destilada gelada (4°C) por 5 minutos para 

rompimento das membranas nucleares para permitir a ligação do anticorpo ao 

antígeno PCNA. Em seguida, as secções foram lavados em tampão tris-salino 

com triton 0,1% (TBS-T) por 20 minutos e incubadas com o anticorpo primário 

PCNA PC-10 (diluídos 1:100) em câmara úmida “overnight”.  

As secções histológicas foram lavadas novamente em TBS-T por 20 minutos 

e incubadas durante 1 hora em câmara úmida com o anticorpo secundário 

conjugado com peroxidase, GAMPO (goat anti-mouse peroxidase conjugated, 

Milipore) diluído 1:1000. Após incubação, as secções foram lavadas em tampão 

tris (TB) por 20 minutos e colorado com DAB-Ni 0,5% (3,3’-diaminobenzidina, 

Sigma-Aldrich) para visualização do complexo formado.  

A avaliação da proliferação celular foi realizada segundo descrito por 

Strefezzi et al. (2010). Os núcleos marcados foram manualmente contados 

(magnificação de 400x) e expressos em porcentagem de núcleos positivos em 
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1000 núcleos. Foram considerados núcleos positivos todos os núcleos fracamente 

ou fortemente marcados (tons de cinza a preto) conforme realizados por outros 

autores (Simões et al., 1994; Abadie et al., 1999; Sakai et al., 2002; Scase et al., 

2006), uma vez que a marcação depende do estágio de síntese proteica na 

célula. 

 

3.8 Análises estatísticas  

Os parâmetros analíticos das cromatografias líquida de alta eficiência e 

quantificação de MC foram avaliados pela análise de variância One-way (ANOVA) 

através do software Origin Pro 8 e mostrados como média e desvio padrão (média 

± D.P.). 

Os demais dados obtidos foram expressos em média ± E.P.M. (erro padrão 

da média). Para os biomarcadores foram aplicados o teste de distribuição normal 

D’agostino & Pearson (para n ≥ 8) ou Kolmogorov-Smirnov (para n ≥ 5 e ≤ 7). 

Para cada parâmetro analisado, as diferenças entre o grupo MC e seu respectivo 

controle (para cada tempo de exposição), foi aplicado o test-t de Student não-

pareado ou seu correspondente não-paramétrico Mann-Whitney, de acordo com 

os critérios de normalidade, homogeneidade e homocedasticidade. A diferença 

entre os grupos MC do EA e entre controles foi utilizada o teste ANOVA e pós-

teste de Bonferroni ou seu correspondente não paramétrico Kruskal-Wallis e pós-

teste Dunns.  

Todos os testes estatísticos foram realizados utilizando o software GraphPad 

Prisma 5.0, onde foram considerados diferenças ao nível de 95% de significância 

(p<0,05). 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Microcistinas presentes no extrato bruto 

A identificação das MCs do extrato bruto está representada na Figura 8. 

Comparando o cromatograma do padrão (MC-RR; MC-YR; MC-LR) com os 

cromatogramas dos extratos, pelo tempo de retenção de cada variante, observou-

se que as variantes RR e YR são majoritárias nessa linhagem de cepa (R28), 

presente em ambas as extrações (E1 e E2).  Outras substâncias podem ser 

observadas em tempos de retenções diferentes, entretanto, em quantidades 

inferiores. Os dados médios da quantificação das extrações por ELISA e CLAE-

UV estão apresentados na Tabela 3.  

 

 

 

Figura 8. Cromatograma de identificação de microcistinas no extrato da 
cianobactéria Radiocystis fernandoi (cepa R28). Linha vermelha – Mistura padrão 
de MC-RR, MC-YR e MC-LR. Linha preta – branco da coluna (solvente). Linha 
azul – Extração 1 (E1) e linha verde – Extração 2 (E2). Setas indicam presença de 
outras variantes no extrato bruto.  λ =240 nm. 
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Tabela 3. Quantificação de microcistinas presentes no extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi, cepa R28. 

Quantificação de Microcistinas 

  ELISA (µg mL-1) CLAE-UV (µg mL-1) 

Extração Diluição Final MC-LReq MC-RR  MC-YR  

E1  6 mL 121,69 27,35 29,36 

E2  11 mL 439,92 322,93 206,52 

E1 = Extração 1 (655,08 mg cianobactéria); E2= Extração 2 (2426,00 mg 
cianobactéria); ELISA = Enzime-Linked Immunosorbent Assay; CLAE-UV = 
Cromatografia líquida de alta eficiência acoplado ao detector ultravioleta, λ = 240 
nm. 

 

 

4.2 Exposição aguda  

4.2.1 Acumulação de microcistinas nos tecidos 

Os cromatogramas do experimento de MRM obtidos por espectrometria de 

massas, para a quantificação de MCs em fígado e músculo estão apresentados 

nas Figuras 9 e 10, respectivamente. A variante MC-RR foi identificada nos 

extratos de fígado e músculo, mas não foi quantificada por apresentar 

concentração abaixo do limite de detecção. Não houve acumulação de MCs no 

músculo branco. A Tabela 4 mostra a quantificação da variante MC-YR no fígado 

e músculo de H. malabaricus 24 e 96 h após injeção de extrato bruto de R. 

fernandoi. 
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Figura 9. Cromatogramas do experimento de monitoramento de reações múltiplas 
(MRM) do fígado de Hoplias malabaricus 12h e 96h após injeção intraperitoneal 
com microcistina presente no extrato bruto de Radiocystis fernandoi. (A) grupo 
controle 12h; (B) grupo MC 12h.; (C) Grupo controle 96 horas e (D) Grupo MC 
96h. As setas indicam ausência de MC nos tempos de retenção para as variantes 
MC-RR (24,3 min) e MC-YR (30,5 min) nos grupos controles. cps = contagem por 
segundo. 
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Figura 10. Cromatogramas do experimento de monitoramento de reações 
múltiplas (MRM) do músculo branco de Hoplias malabaricus 12h e 96h após 
injeção intraperitoneal com microcistina presente no extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi. (A) grupo controle 12h; (B) grupo MC 12h; (C) Grupo controle 96 horas 
e (D) Grupo MC 96h. As setas indicam ausência de MC nos tempos de retenção 
para as variantes MC-RR (24,3 min) e MC-YR (30,5 min) nos grupos controles. 
cps = contagem por segundo. 
 

 

Tabela 4. Média (± D.P.) de microcistinas acumuladas no fígado e músculo de 
Hoplias malabaricus 12h (C12 e MC12) e 96h (C96 e MC96) após exposição ao 
extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas.   

Acumulação de Microcistinas 

 MC-RR (ng mg tecido -1) MC-YR (ng mg tecido -1) 

Grupos Fígado Músculo Fígado Músculo 

MC12 --- --- 135,7±17, 2 --- 

MC96 --- --- 47,4±8,8 --- 

C = grupos controle; MC = grupos microcistinas (n=3 pools); (---) indica ausência 
de microcistinas ou acúmulo abaixo do limite de detecção no tecido (10 ng mL-1 
extrato-1).  
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4.2.2 Comprometimento morfofuncional hepático 

Nenhum peixe morreu durante a EA e nenhuma alteração no 

comportamento foi observada. Macroscopicamente, os fígados dos peixes dos 

grupos controles apresentaram aspecto normal quanto à aparência 

(homogeneidade de cor e coloração marrom-avermelhada) e odor (Figura 11). O 

fígado dos animais MC12 e MC96 após injeção com extrato bruto de R. fernandoi 

apresentaram anormalidades morfológicas macroscópicas como coloração menos 

intensa e amarelada e áreas  avermelhadas e  não foram observadas diferenças 

entre 12 e 96 h quanto ao aspecto macroscópico dos fígados dos animais 

contaminados (Fig. 11B e 11C). 

 

 

 

Figura 11. Fígado de Hoplias malabaricus. (A) Aspecto macroscópico do fígado 
de peixes dos grupos controles; (B e C) Aspecto do fígado dos peixes dos grupos 
expostos após 12h e 96h ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (*) destaca a coloração amarelada do fígado (B) e setas indicam 
áreas avermelhadas sugerindo áreas hemorrágicas (em C).  
 
 

 

Não houve alterações significativas na atividade hepática da PP1 e PP2A 12 

e 96 h após injeção i.p. do extrato bruto de R. fernandoi comparado aos grupos 

controles (Figura 12).  

Os biomarcadores de hepatotoxicidade estão apresentados na Tabela 5. 

Após 12 horas, a atividade plasmática da ALT aumentou 524% em relação ao 

controle, seguido de um aumento 2793% após 96 horas. Não foi possível detectar 

a atividade plasmática da AST em ambos os grupos amostrais (traços). O 
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conteúdo de BD aumentou 43% apenas após 96 horas de exposição i.p., 

enquanto a BT mostrou-se diminuída após 12 horas em relação ao controle e com 

uma diferença de 108% entre os grupos expostos às MCs. A atividade da FAC 

plasmática aumentou 93% após 12h e 64% após 96 h da i.p., enquanto nenhuma 

alteração na atividade da FAL foi observada entre os grupos (Figura 13). 

 

 

 

 

Figura 12. Atividade (média ± E.P.M.) das proteínas fosfatases de serina/treonina 
em fígado de Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto 
de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. (A) Atividade da fosfatase PP1 e 
(B) da fosfatase PP2A.  
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Tabela 5. Valores (± E.P.M.) dos parâmetros plasmáticos de hepatotoxicidade de 
Hoplias malabaricus 12h (C12 e MC12) e 96h (C96 e MC96) após exposição ao 
extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas.  ALT – Alanina 
Aminotransferase; AST – Aspartato Aminotransferase; BD – Bilirrubina Direta; BT – 
Bilirrubina Total. 

Biomarcadores Plasmático de Hepatoxicidade 
 Variáveis 

 ALT AST BD BT 
Grupos nmol min-1 mg 

proteína-1 
nmol min-1 mg 

proteína-1 
mg dL-1 mg dL-1 

C12 0,45±0,1 --- 3,45±0,2 5,17±0,6 

MC12 2,81±0,8* --- 3,23±0,2 3,37±0,3* 

     

C96 0,48±0,1 --- 3,68±0,2 5,67±0,7 

MC96 13,89±4,2*# --- 5,27±0,5* 7,01±1,0# 

C = grupo controle; MC = grupo microcistina (n=10). (*) Indica diferença (p<0,05) 
em relação ao grupo controle; (#) indica diferença (p<0,05) entre os períodos de 
exposição. 
 

 

 

 

Figura 13. Atividade plasmática (média ± E.P.M.) das proteínas fosfatases no 
plasma de Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de 
Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. (A) Fosfatases ácidas e (B) 
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Fosfatases alcalinas. (*) Indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle; 
(#) indica diferença (p<0,05) entre os períodos de exposição. 

O comprometimento da função hepática está relacionado à estrutura da 

arquitetura hepática e funcionamento dos seus componentes. A Figura 14 detalha 

a arquitetura hepática padrão dos animais do grupo controle da EA. O 

parênquima hepático mostrou-se bem homogêneo e com hepatócitos com 

formatos poligonais e núcleos esféricos e centralizados com presença de 

nucléolos. Não houve diferença entre a organização celular entre os controles do 

EA. 

 

 

Figura 14. Arquitetura hepática de Hoplias malabaricus do grupo controle. Setas 
indicam hepatócitos com formatos poligonais e núcleos esféricos om presença de 
nucléolos. V = Vasos sanguíneos. Coloração: Azul de toluidina e fucsina básica. 
Escala = 20 µm. 
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 Houve alteração morfológica na arquitetura hepática em relação à 

morfologia dos hepatócitos após a injeção i.p. (Figura 15). Entretanto, quanto à 

morfologia celular e formação dos ductos biliares, não houve distinção entre os 

animais do grupo controle e expostos (Fig. 15C e 15D, respectivamente). 

 

 
Figura 15. Arquitetura hepática e histomorfologia hepato-biliar de Hoplias 
malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A) Aspecto normal do fígado de peixes dos 
grupos controle; (B) Seta pontiaguda indica alteração na morfologia do hepatócito 
e seta redonda mostra hiperemia nos sinusóides em peixes expostos às MC. (C) 
morfologia dos ductos biliares de peixes dos grupos controle e (D) morfologia dos 
ductos biliares dos peixes expostos às MC; asteriscos indicam hepatócitos com 
normal morfologia; seta indica arredondamento na morfologia do hepatócito. RAH 
– Ramo Artéria Hepática; VPH – Veia Portal Hepática; DB – Ductos Biliares; S – 
Sinusóides. Coloração: azul de toluidina e fucsina básica. Escala 20 µm. 

 

 

 



Resultados     48 

________________________________________________________ 

O ILorg médio do fígado está apresentado na Tabela 6. Após 12 horas da i.p., 

um acúmulo de substâncias intracelulares aumentou 61% em relação ao grupo 

controle.  No EA, alteração da arquitetura hepática e celular aumentou 114% após 

12 horas e 113% após 96 horas, assim como hipertrofia dos hepatócitos (206% e 

259%, respectivamente) e alterações nucleares (104% e 69%, respectivamente). 

O grupo exposto às MCs por 96 horas apresentou um aumento de 50% de 

degeneração citoplasmática e 54% de hiperemia. 

As principais patologias encontradas no fígado após a EA (≥40% da variação 

do controle) em fígado estão representadas na Figura 16. 

 

 

Tabela 6. Índice de lesão (ILorg) histopatológica média no fígado de Hoplias 
malabaricus 12h (C12 e MC12) e 96h (C96 e MC96) após exposição ao extrato 
bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas.   

Índice de Lesão Histopatológica 
Alterações C12 MC12 % C96 MC96 % 

 Acúmulos de substâncias 
intracelulares 

2,1 3,4 61 2,0 1,7 15 

 Alteração da arquitetura celular e 
hepática 

2,3 5,0 114 2,2 4,7 113 

 Alteração nuclear 4,9 10,0 104 5,2 8,8 69 

 Aneurisma 1,0 1,0 0 1,0 1,0 0 

 Atrofia celular 2,4 3,2 31 2,4 2,4 0 

 Centros de melano-macrófagos 1,3 1,3 0 1,3 1,4 8 

 Degeneração citoplasmática 2,8 2,7 3 2,6 3,9 50 

 Hemorragia 1,0 1,1 10 1,0 1,0 0 

 Hipertrofia celular 1,1 3,4 206 1,1 3,9 254 

 Hiperemia 2,4 3,2 31 2,4 3,7 54 

 Necrose 4,3 4,2 3 4,2 5,1 21 

 Fibrose 4,0 4,5 12 4,0 4,6 15 

% do grupo MC em relação ao grupo controle.  
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Figura 16. Alterações histopatológicas do fígado de Hoplias malabaricus após 
12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Setas indicam alterações nucleares e asterisco indica alteração 
na morfologia celular; (B) Setas pontiagudas mostram degeneração 
citoplasmática e a seta redonda, hipertrofia do hepatócito. Em (C) setas indicam 
inclusões citoplasmáticas; (D) seta aponta regiões com hiperemia nos sinusóides. 
S = sinusóides. Coloração: azul de toluidina e fucsina básica. Escala = 20 µm. 
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Quando analisados por microscopia eletrônica de transmissão, os 

hepatócitos dos animais do grupo controle apresentaram morfologia normal 

caracterizada por células poligonais fortemente unidas entre si por desmossomas 

e núcleo esférico, abundante retículo endoplasmático rugoso (RER) organizado 

paralelamente ao redor do núcleo e glicogênio e lipídeos, poucos lisossomos, 

complexo de Golgi e vacúolos visíveis e mitocôndrias distribuídas pelo citoplasma. 

Os núcleos dos hepatócitos apresentaram membranas intactas e, em vários 

deles, os nucléolos eram visíveis (Figura 17). 

Nos peixes expostos às MC, os hepatócitos perderam a forma hexagonal e 

junções celulares ocorrendo a dissociação das células. Intensa desorganização 

citoplasmática foi comum em muitos hepatócitos como a presença de grânulos 

eletro-densos, hipertrofia nuclear e ausência de nucléolos e dilatação do 

complexo de Golgi (Figura 18). As reservas de lipídeos e glicogênio estavam 

reduzidas e várias organelas estavam desorganizadas mostrando degeneração 

citoplasmática, vacúolos e lisossomos (com ou sem presença de corpos 

mielínicos) e perda do retículo endoplasmático. O RER apresentou dilatação e 

espaçamento dos túbulos, ou estavam totalmente dispersos ou difusos (Figura 

19). Houve modificação nas estruturas das mitocôndrias e do complexo de Golgi 

ao redor do núcleo de hepatócitos alterados (Figura 20). 

Não foram observadas diferenças na organização intracelular dos 

hepatócitos dos animais tratados com MCs entre 12 e 96 h. 

 



Resultados     51 

________________________________________________________ 

 

Figura 17. Micrografia eletrônica de fígado de Hoplias malabaricus do grupo 
controle da exposição aguda. (A e B) Hepatócitos com morfologia normal; 
presença de grande estoque de glicogênio e lipídeos; (C) organelas intracelulares 
organizadas na região perinuclear e (D) núcleo com presença de nucléolo e 
pouca heterocromatina. Setas tracejadas indicam a junção entre hepatócitos e 
seta contínua, os lisossomos. Seta de cabeça redonda mostra os poros da 
membrana nuclear. H = hepatócitos; N = núcleo; Li = lipídeos; Gli = glicogênio; n = 
núcleo de células epiteliais; mi = mitocôndrias; RER = retículo endoplasmático 
rugoso; nu = nucléolo.  
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Figura 18. Micrografia eletrônica de alterações intracelulares em fígado de 
Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A a D) Hepatócitos arredondados e 
dissociados com aumento do espaço extracelular e sinusóides. Asterisco indica 
núcleos hipertrofiados e setas contínuas alterações nucleares como degeneração 
e granulação do nucléolo. As setas tracejadas mostram inclusões eletro-densas 
no citoplasma e seta de cabeça redonda, evidencia perda da estrutura celular 
com rompimento da membrana plasmática.  H = hepatócitos; N = núcleo; Li = 
lipídeos; Gli = glicogênio; n = núcleo de células epiteliais; Si = sinusóide; CG = 
complexo de Golgi; nu = nucléolo.  
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Figura 19. Micrografia eletrônica de alterações intracelulares em fígado de 
Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A) Alteração no formato nuclear, ausência de 
nucléolo e heterocromatina na região periférica nuclear; seta redonda indica as 
projeções da membrana celular no canalículo biliar e seta contínua vacuolização 
no citoplasma. (B; C e D) Alteração no formato e disposição das organelas 
intracelulares: mitocôndrias (setas tracejadas); RER (setas redondas) e 
lisossomos ou vacúolos com presença de corpos mielínicos. H = hepatócitos; N = 
núcleo; mi = mitocôndrias; cb = canalículo biliar.  
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Figura 20. Micrografia eletrônica de alterações intracelulares em fígado de 
Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A) Hipertrofia de mitocôndrias e perda visível 
das cristas; (B) desorganização das organelas citoplasmáticas e núcleo periférico; 
(C) Degeneração celular, rompimento da membrana (seta redonda) e (D) 
degeneração nuclear. As setas pontiagudas indicam alteração do RER e setas 
tracejadas evidenciam dilatação e alteração na disposição de mitocôndrias e do 
complexo de Golgi. N = núcleo; mi = mitocôndrias; RER = retículo endoplasmático 
rugoso; n.ce = núcleo de células endoteliais; CG = complexo de Golgi; e = 
eritrócito.  
 

 

4.2.3 Alterações metabólicas e parâmetros hematológicos 

A massa corpórea final dos animais não variou em relação à massa inicial 

durante a EA, entretanto a massa hepática do grupo MCs aumentou 96 horas 

após a injeção do extrato bruto contendo microcistinas em relação ao grupo 

controle e, consequentemente, o IHS aumentou 70% para esse grupo (Tabela 7).  
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Tabela 7. Valores médios (± E.P.M.) dos parâmetros biométricos e índice hepato-
somático (IHS) de Hoplias malabaricus 12h (C12 e MC12) e 96h (C96 e MC96) 
após exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas.   

Parâmetros Biométricos  
 C12 MC12 C96 MC96 

Massa corporal inicial (g) 251,1±35,0 247,4±33,2 254,8±39,5 237,2±23,1 

Massa corporal final (g) 243,5±31,3 242,2±31,9 245,0±34,9 222,0±34,9 

Massa hepática (g) 4,78±1,1 6,19±1,16 4,67±1,0 7,27±1,0* 

IHS (%) 1,86±0,4 2,74±0,5 1,95±0,4 3,33±0,4* 

C = grupo controle; MC = grupo microcistina (n=10). (*) Indica diferença (p<0,05) 
em relação ao grupo controle 
 

 

A avaliação semi-quantitativa do glicogênio hepático utilizando-se de um 

escore PAS-positivo está apresentada na Figura 21.  Houve uma diminuição do 

glicogênio nos hepatócitos após ambos os períodos da EA. Os parâmetros 

metabólicos do fígado, músculo branco e plasma estão apresentados nas Tabelas 

8, 9 e 10, respectivamente.  

No fígado, o lactato diminuiu 45% após 12 h e o piruvato diminuiu 50% e 

52%, respectivamente em 12 e 96 h após injeção de MCs. A concentração de 

amônia aumentou 55% em 96 h e o glicogênio diminuiu 51% e 56% após 12 e 96 

h após injeção MC (Tabela 8) corroborando com a análise semi-quantitativa da 

histoquímica do glicogênio (Figuras 21E e 21F). 

A atividade hepática da ALT diminuiu 31% após as 96 horas, entretanto, 

após as 12 horas da EA, a diminuição da AST (31% - 12 h) foi acompanhado pela 

diminuição da atividade da AST (38% - 96 h). Não houve alteração significativa 

nos demais metabólitos no fígado (Tabela 8). 

Em músculo branco, houve aumento da glicogênese após 12 horas (31%) e 

96 horas (69%), provavelmente em resposta do aumento da glicose (42% após 12 

horas e 120% após 96 horas) no tecido após o EA. O aumento da glicose no 

músculo difere entre os grupos microcistinas (Tabela 9). 
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Figura 21. Histoquímica PAS-positivo para glicogênio hepático de Hoplias 
malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A e B) grupos controles (12 horas e 96 horas, 
respectivamente); setas indicam o glicogênio no hepatócito. (C) grupo microcistina 
após 12 horas e (D) grupo microcistina após 96 horas da i.p; setas indicam a 
degradação parcial ou total do glicogênio no hepatócito. (E e F) grupo controle e 
grupo microcistina score PAS-positivo (12 horas e 96 horas, respectivamente). (*) 
mostra a diferença (p<0.05) entre do grupo microcistina em relação ao respectivo 
controle. VPH = veia portal hepática; DB = ducto biliar. Escala = 20 µm. 
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Tabela 8. Valores médios (± E.P.M.) dos parâmetros metabólicos do fígado de 
Hoplias malabaricus 12h (C12 e MC12) e 96h (C96 e MC96) após exposição ao 
extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas.   

Metabolismo - Fígado 
Variáveis C12 MC12 C96 MC96 
Intermediário     
Amônia 
(µmol g tecido-1) 

 

9,5±0,8 12,49±1,2 9,6±0,8 15,0±1,3* 

Piruvato 
(µmol g tecido-1) 

 

1,22±0,1 0,6±0,03* 1,25±0,1 0,6±0,3* 

Lactato 
(µmol g tecido-1) 

 

12,7±1,0 6,9±0,8* 12,3±1,0 10,0±1,0 

Aminoácidos 
(µmol g tecido-1) 

 

33,8±3,6 47,5±7,2 36,8±4,3 37,3±0,8 

Proteína 
(mg proteína-1 g tecido-1) 

 

5,2±0,4 5,0±0,2 5,1±0,4 4,2±0,1 

Glicose 
(µmol g tecido-1) 

 

144,5±8,8 147,3±18,0 136,5±11,2 165,9±17,5 

Glicogênio 
(µmol glicosil-glicose g tecido-1) 

287,8±49,3 140,7±36,2* 274,6±45,4 119,1±31,1* 

Enzimático     
AST 
(U mg proteína-1) 

 

2,18±0,2 1,5±0,1* 2,1±0,1 1,3±0,1* 

ALT 
(U mg proteína-1) 

 

1,57±0,1 1,58±0,1 1,6±0,1 1,1±0,1* 

FAL 
(nmol p-nitrofenilfosfato min-1 

mg proteína-1) 

 

19,0±2,3 16,6±1,3 18,5±2,0 17,8±1,1 

FAC 
(nmol p-nitrofenilfosfato min-1 

mg proteína-1) 

56,6±5,8 46,3±4,4 55,1±5,4 56,3±4,3 

C = grupo controle; MC = grupo microcistina (n=10).  (*) mostra a diferença 
(p<0.05) entre do grupo microcistina em relação ao respectivo controle. 
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Tabela 9. Valores médios (± E.P.M.) dos parâmetros metabólicos do músculo 
branco de Hoplias malabaricus 12h (C12 e MC12) e 96h (C96 e MC96) após 
exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas.   

Metabolismo – Músculo Branco 
Variáveis C12 MC12 C96 MC96 
Intermediário     
Amônia 
(µmol g tecido-1) 

 

10,2±0,1 11,4±0,6 10,2±0,1 13,6±1,0* 

Piruvato 
(µmol g tecido-1) 

 

0,4±0,04 0,5±0,04 0,49±0,03 0,42±0,03 

Lactato 
(µmol g tecido-1) 

 

29,6±1,1 31,5±1,2 29,7±1,0 31,8±0,8 

Aminoácidos 
(µmol g tecido-1) 

 

26,8±1,3 28,3±1,2 36,8±4,3 37,3±0,8 

Proteína 
(mg proteína-1 g tecido-1) 

 

2,7±0,2 3,2±0,1 2,8±0,2 2,4±0,1 

Glicose 
(µmol g tecido-1) 

 

6,4±0,4 9,1±0,8* 6,8±0,5 15,0±1,9# 

Glicogênio 
(µmol glicosil-glicose g tecido-1) 

4,8±0,5 6,3±0,3* 5,26±0,6 8,9±1,5* 

Enzimático     
AST 
(U mg proteína-1) 

 

0,63±0,08 0,62±0,06 0,7±0,1 1,0±0,07 

ALT 
(U mg proteína-1) 

 

0,08±0,01 0,06±0,005 0,09±0,01 0,1±0,007 

FAL 
(nmol p-nitrofenilfosfato min-1 

mg proteína-1) 

 

17,3±1,5 13,7±1,3 19,3±2,2 18,9±0,6 

FAC 
(nmol p-nitrofenilfosfato min-1 

mg proteína-1) 

4,7±0,3 3,9±0,2 4,6±0,3 4,8±0,2 

C = grupo controle; MC = grupo microcistina (n=10).  (*) mostra a diferença 
(p<0.05) entre do grupo microcistina em relação ao respectivo controle. (#) indica 
diferença (p<0,05) entre os períodos de exposição. 
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No plasma aumentou a concentração de glicose (G), lactato (L) e piruvato 

(P) após 12 h e 96 h (G-1070% e 2390%, L- 33% e 47% e P -100 e 20%, 

respectivamente). Não houve alteração na concentração de aminoácidos livres, 

mas as concentrações de proteínas plasmáticas diminuíram 26% e 12% 

respectivamente após 12 h e 96 h em relação aos controles e a concentração de 

amônia aumentou 1560% após 12 horas e 3550% após 96 h (Tabela 10).  

 

 

Tabela 10. Valores médios (± E.P.M.) dos parâmetros metabólicos do plasma de 
Hoplias malabaricus 12h (C12 e MC12) e 96h (C96 e MC96) após exposição ao 
extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas.   

Metabolismo - Plasma 
Variáveis C12 MC12 C96 MC96 
Intermediário     
Amônia 
(µmol mL plasma-1) 

 

0,3±0,01 5,0±0,5* 0,2±0,01 7,3±1,2* 

Piruvato 
(µmol mL plasma-1) 

 

0,1±0,004 0,2±0,01* 0,15±0,003 0,18±0,007* 

Lactato 
(µmol mL plasma-1) 

 

1,24±0,06 1,65±0,03* 1,2±0,05 1,8±0,1* 

Aminoácidos 
(µmol mL plasma-1) 

 

6,43±0,5 7,0±0,2 6,3±0,5 6,5±0,5 

Proteína 
(mg proteína-1 mL plasma-1) 

 

41,0±1,3 30,2±4,3* 40,4±1,3 35,3±1,6* 

Glicose 
(µmol mL plasma -1) 

 

3,2±0,3 37,5±4,4* 3,0±0,3 74,8±14,7*# 

C = grupos controle; MC = grupo microcistina (n=10).  (*) mostra a diferença 
(p<0.05) entre do grupo microcistina em relação ao respectivo controle. (#) indica 
diferença (p<0,05) entre os períodos de exposição. 
 

 

Os valores médios dos parâmetros hematológicos dos animais do grupo C e 

MCs estão mostrados na Tabela 11. Não houve diferença significativa do Hct e 

RBC nos grupos C e MCs, mas ocorreu diminuição da concentração de Hb (59% 

em 12 horas; 29% em 96 horas) o que resultou em diminuição dos índices 
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hematimétricos HCM (27% em 12 horas; 36% em 96 horas) e CHCM (34% em 12 

horas; 30% em 96 horas) nos grupos MC. 

 

 

Tabela 11. Valores médios (± E.P.M.) dos parâmetros hematológicos de Hoplias 
malabaricus 12h (C12 e MC12) e 96h (C96 e MC96) após exposição ao extrato 
bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas.   

C = grupos controle; MC = grupos microcistinas. (*) Indica diferença (p<0,05) em 
relação ao grupo controle.  
 

 

4.2.4 Desintoxicação de microcistinas e estresse oxidativo 

 A Tabela 12 mostra os valores médios da atividade da EROD, enzima de 

biotransformação fase 1, e GST, enzima de biotransformação de fase II, da SOD, 

CAT, GPx e GR, enzimas do sistema antioxidante celular e a concentração de 

GSH, antioxidante não-enzimático, dos animais dos grupos controle e dos grupos 

MCs (injetados com extrato bruto de R. fernandoi). A atividade da EROD 

aumentou 200% e 400% após 12 e 96h, respectivamente após injeção i.p. de 

extrato bruto de R fernandoi. Por sua vez, a atividade da GST diminuiu 37% e 

38%, respectivamente, após 12 e 96h. A atividade da SOD (51% em 12 h e 58% 

em 96 h) e a da GPx 46% em 12h e 34%, em 96h) diminuíram sugerindo uma 

inibição do sistema antioxidante enzimático. 

 

 

Parâmetros Hematológicos 
 C12 MC12 C96 MC96 

Parâmetros     
HCT (%) 26,7±0,9 25,9±0,5 27,05±0,8 27,50±0,9 

RBC (104 células mm3) 202,6±8,9 173,2±9,4 196,4±7,3 205,9±16,3 

Hb (g dL-1) 4,76±0,3 3,3±0,1* 4,84±0,3 3,42±0,2* 

Índices Hematimétricos     

VCM (µm3) 129,6±4,4 152,8±8,0 130,3±3,9 132,2±8,8 

HCM (pg célula-1) 26,5±3,4 19,1±0,6* 26,9±3,1 17,1±1,0* 

CHCM (g dL-1) 18,8±2,1 12,4±0,6* 19,7±1,9 13,7±0,2* 
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Tabela 12. Parâmetros de biotransformação e sistemas antioxidantes (Média ± 

E.P.M.) em fígado de Hoplias malabaricus 12h (C12 e MC12) e 96h (C96 e MC96) 

após exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas.   

C = grupos controle; MC = grupo microcistina (n=10). (*) Indica diferença (p<0,05) 
em relação ao grupo controle 

 

 

Em relação aos danos, não foram observadas diferenças na lipoperoxidação 

quando analisados os níveis equivalentes de MDA ou danos oxidativos em 

proteínas em ambos os grupos da EA (Figura 22).  

Os resultados do ensaio cometa em fígado de H. malabaricus expostos á 

microcistina contidas no extrato bruto estão representado na Figura 23. Após a 

EA, não houve diferenças no escore em relação aos controles (Figura 24).  

 

Biotransformação e Sistemas Antioxidantes Hepáticos 
 C12 MC12 C96 MC96 

Biotransformação     

EROD 
(nmol resorufina min-1  
mg proteína-1) 

 

0,01±0,003 0,03±0,007* 0,01±0,001 0,05±0,01* 

GST 
(U mg proteína-1) 

30,8±2,7 19,2±2,1* 29,4±2,8 18,2±1,7* 

Sistema Enzimático     

SOD 
(U SOD min-1 mg proteína-1) 
 

61,8±4,1 29,8±5,4* 66,3±5,7 27,6±6,5* 

CAT 
(U mg proteína-1) 

 

169,9±14,0 152,8±16,3 168,9±12,6 165,9±10,9 

GPX 
(U mg proteína-1) 

 

41,7±4,7 22,3±2,4* 40,2±26,3 26,3±2,3* 

GR 8,0±0,9 9,7±1,4 8,3±0,9 11,5±1,4 
(mU mg proteína-1)     

Sistema Não Enzimático     

GSH 
(nmol GSH mg proteína-1) 

130,0±20,3 125,7±18,7 150,3±27,3 119,5±11,6 
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Figura 22. Danos hepáticos médios (± E.P.M.). (A) Lipoperoxidação níveis 
equivalentes à malondialdeído (MDA) em fígado e (B) níveis de proteínas 
carboniladas em fígado de Hoplias malabaricus após 12h e 96h de exposição ao 
extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. C = grupo controle; 
MC = grupo microcistina.  

 

 

 

 

Figura 23. Ensaio cometa em células do fígado de Hoplias malabaricus após 12h 
e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Grupo controle 12 e 96h; (B) grupo expostos às MCs por 12h. 
(C) Grupo expostos por 96 horas. Setas indicam os danos no DNA evidenciados 
pela cauda do cometa. Coloração: Brometo de etídeo. Aumento 400x. 
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Figura 24. Escore médio (± E.P.M.) do ensaio cometa no fígado de Hoplias 
malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. C = grupo controle e MC = grupo microcistinas.  

 

 

4.2.5 Proliferação celular hepática 

Ao tecido lesionado, a capacidade de regeneração hepática não se mostrou 

efetiva aos animais da EA, não havendo diferença entre o grupo MCs e o 

respectivo controle, assim como entre os tempos da exposição (Figura 25).  

O tecido hepático dos animais expostos não apresentou regiões 

consideradas “hot-spots”. Os hepatócitos imunomarcados após 12 horas e 96 

horas estão apresentados nas Figuras 26 e 27, respectivamente.  
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Figura 25. Porcentagem de núcleos PCNA-positivos em hepatócitos de Hoplias 
malabaricus após 12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. 
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Figura 26. Núcleos PCNA-positivos em hepatócitos de Hoplias malabaricus após 
12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Grupo Controle e (B) grupo microcistina. Setas pontiagudas 
indicam núcleos de hepatócitos PCNA-positivo; seta redonda indica núcleo 
PCNA-positivo para outros grupos celulares. Asterisco mostra hepatócitos sem 
marcação. S = sinusóides. Escala = 20 µm. 
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Figura 27. Núcleos PCNA-positivos em hepatócitos de Hoplias malabaricus após 
12h e 96h de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Grupo Controle e (B) grupo microcistina. Setas pontiagudas 
indicam núcleos de hepatócitos PCNA-positivo; seta redonda indica núcleo 
PCNA-positivo para outros grupos celulares. Asterisco mostra hepatócitos sem 
marcação. S = sinusóides. Escala = 20 µm. 
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4.3 Exposição crônica  

4.3.1 Acumulação de microcistinas nos tecidos 

Os cromatogramas que representam o acúmulo de MC em fígado e músculo 

após a EC estão apresentados na Figura 28. Ao final da exposição crônica, não 

houve acumulação de MCs em músculo branco, mas no fígado houve uma 

acumulação das variantes MC-RR e MC-YR que estavam presentes nos extratos 

(Figura 29). 

 

 

 

 

Figura 28. Cromatogramas do experimento de monitoramento de reações 
múltiplas (MRM) do fígado e músculo de Hoplias malabaricus 30 dias após 
injeção intraperitoneal com microcistina presente no extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi.  (A) Fígado do grupo controle; (B) Fígado do grupo MC. Em (C) 
Músculo do grupo controle e (D) Músculo do grupo MC. As setas indicam 
ausência de MC no tempo de retenção para as variantes MC-RR (24,3 min) e MC-
YR (30,5 min). cps = contagem por segundo. 
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Figura 29. Valores médios (± D.P.) da concentração de microcistinas MC-RR e 
MC-YR acumuladas no fígado de Hoplias malabaricus 30 dias após injeção 
intraperitoneal com microcistina presente no extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi. (n=3 pools). 
 
 

 

4.3.2 Comprometimento morfofuncional hepático 

Nenhum peixe morreu ao longo da EC, porém aumentou o intervalo de 

procura do alimento e a ingestão de alimento diminuiu quando comparada ao 

grupo controle.  

O aspecto macroscópico do fígado dos peixes após a EC é mostrado na 

Figura 30. A coloração e odor não apresentaram diferença entre os grupos 

controle e MCs. Entretanto, o fígado dos peixes expostos ao extrato bruto 

contendo microcistinas, apresentou uma textura mais rígida quando comparado 

ao controle e pequenas áreas avermelhadas (Fig. 30B).  
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Figura 30. Fígado de Hoplias malabaricus 30 dias após injeção intraperitoneal 
com o extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas (A) Aspecto 
macroscópico do fígado de peixes do grupo controle; (B) Aspecto do fígado dos 
peixes do grupo injetado com extrato bruto. Seta indica área avermelhada e 
salientada no tecido hepático.  
 
 

A atividade hepática das proteínas fosfatases de serina e treonina estão 

apresentadas na Figura 31. Após 30 dias de exposição às MCs, a atividade da 

fosfatase do tipo PP1 não apresentou alteração, enquanto a fosfatase do tipo 

PP2A diminuiu 24% da sua atividade.  

Os biomarcadores de hepatotoxicidade estão apresentados na Tabela 13. 

Após 30 dias, a atividade plasmática da ALT aumentou 118% e a da AST 

aumentou 900%. O conteúdo de BD aumentou 137% e a BT aumentou 77% 

quando comparado ao controle. 

A atividade plasmática da FAC e da FAL não diferiu do grupo controle 

(Figura 32).  
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Figura 31. Atividade plasmática (média ± E.P.M.) das proteínas fosfatases no 
plasma de Hoplias malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de 
Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. (A) Atividade da fosfatase PP1 e 
(B) da fosfatase PP2A. (*) Indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle. 
 
 
 
 
 

Tabela 13. Valores médios (± E.P.M.) dos parâmetros plasmáticos de 
hepatotoxicidade de Hoplias malabaricus 30 dias (C30 e MC30) após exposição 
ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas.    ALT – Alanina 
Aminotransferase; AST – Aspartato Aminotransferase; BD – Bilirrubina Direta; BT 
– Bilirrubina Total. 

Biomarcadores Plasmático de Hepatoxicidade 
 Variáveis 

 ALT AST BD BT 

Grupos nmol min-1 mg 
proteína-1 

nmol min-1 mg 
proteína-1 

mg dL-1 mg dL-1 

C30 3,86±1,0 4,92±1,4 0,24±0,05 1,9±0,2 

MC30 8,45±1,2* 44,25±19,6* 0,57±0,1* 3,4±0,2* 

C = grupo controle; MC = grupo microcistinas (n=10). (*) Indica diferença (p<0,05) 
em relação ao grupo controle. 
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Figura 32. Atividade plasmática (média ± E.P.M.) das proteínas fosfatases de 
Hoplias malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A) Fosfatases ácidas e (B) Fosfatases 
alcalinas.  
 

 

 

A arquitetura hepática padrão dos animais do grupo controle está detalhada 

na Figura 33. O parênquima hepático mostrou-se bem homogêneo e com 

hepatócitos com formatos poligonais, núcleos esféricos e nucléolos evidentes. 

Sinusóides delgados estavam em contato com os hepatócitos. 
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Figura 33. Arquitetura hepática de Hoplias malabaricus do grupo controle. Seta 
indica núcleo esférico e nucléolos evidentes. Os asteriscos indicam estrutura 
poligonal dos hepatócitos. S = sinusóides. Coloração: Azul de toluidina e fucsina 
básica. Escala = 20 µm. 
 
 

 

A Figura 34 mostra as alterações morfológicas na arquitetura hepática dos 

animais na EC após os 30 dias de exposição ao extrato bruto contendo MCs.  O 

parênquima hepático apresentou desorganização generalizada na morfologia e 

arranjo dos hepatócitos. A morfologia e estrutura celular dos ductos biliares não 

apresentaram alteração entre os animais controle e expostos (Fig. 34C e 34D, 

respectivamente). 
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Figura 34. Arquitetura hepática e histomorfologia hepato-biliar de Hoplias 
malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi 
contendo microcistinas. (A) Aspecto normal do fígado de peixes do grupo 
controle; (B) Alteração do parênquema hepático dos peixes expostos às MC. (C) 
morfologia dos ductos biliares de peixes do grupo controle e (D) morfologia dos 
ductos biliares dos peixes expostos às MC. Asteriscos indicam hepatócitos com 
normal morfologia; setas indicam arredondamento na morfologia do hepatócito. 
DB = Ductos Biliares; S = Sinusóides. Coloração: Azul de toluidina e fucsina 
básica. Escala 20 µm. 
 

 

O ILorg médio e a porcentagem de variação do fígado em relação ao grupo 

controle está apresentado na Tabela 14. Após 30 dias após a injeção i.p., foi 

observada alteração da arquitetura hepática e celular e o ILorg aumentou 370%. O 

tecido fibroso no fígado aumentou 74% após a exposição em relação ao controle. 

As alterações nos núcleos aumentaram 270% e a frequência de centros de 

melanomacrófagos aumentou 187% em relação ao grupo controle. A resposta 

hipirêmica diminuiu 45% após a EC.  
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As principais patologias encontradas (≥40% da variação do controle) no 

fígado estão representadas na Figura 35.   

 

 

Tabela 14. Índice de lesão (ILorg) histopatológica média no fígado de Hoplias 
malabaricus 30 dias (C30 e MC30) após exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. 

Índice de Lesão Histopatológica 

Alterações C30 MC30 % 

 Acúmulos de substâncias intracelulares 2,8 1,6 42 

 Alteração da arquitetura celular e 
hepática 

1,0 4,7 370 

 Alteração nuclear 2,0 7,4 270 

 Aneurisma 1,0 1,0 0 

 Atrofia celular 2,0 2,0 0 

 Centros de melano-macrófagos 1,6 4,6 187 

 Degeneração citoplasmática 1,2 1,1 8 

 Hemorragia 1,0 1,0 0 

 Hipertrofia celular 1,0 1,2 20 

 Hiperemia 2,0 1,1 45 

 Necrose 3,0 3,0 0 

 Fibrose 5,4 9,4 74 

% do grupo MC em relação ao grupo controle.  
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Figura 35. Alterações histopatológicas do fígado de Hoplias malabaricus após 30 
dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Seta indica tecido fibroso no tecido hepático e asterisco 
apontam os hepatócitos; (B) setas contínuas indicam alterações nucleares e seta 
redonda alteração na morfologia do hepatócito. (C) hiperemia indicada pelas 
setas e (D) estrelas indicam centro de melano-macrófagos. Coloração: (A) 
Tricromio de Masson e (B-C-D) Azul de toluidina e fucsina básica. Escala = 20 
µm. 
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A ultraestrutura dos hepatócitos dos animais do grupo controle mostrou 

morfologia normal com núcleos esféricos e organização intracelular das organelas 

na região perinuclear. O RER apresentou camadas densas das cisternas e as 

mitocôndrias distribuídas por todo o citoplasma. Glicogênio estava presente no 

citoplasma, mas não foram observadas reservas lipídicas (Figura 36). 

Após a EC ao extrato bruto foram observadas lesões hepáticas com perda 

total da estrutura celular e organelas. A delimitação celular pela membrana 

plasmática associada a células adjacentes desapareceram. Uma grande massa 

de fibras colágenas estava presente entre os hepatócitos. Vacuolizações, 

lisossomos ou complexo de Golgi não foram identificados. O RER estava 

fragmentado, dilatado e apresentava disposição em espiral; as mitocôndrias 

estavam hipertrofiadas e as cristas mitocondriais não foram observadas (Figura 

37). 
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Figura 36. Micrografia eletrônica de fígado de Hoplias malabaricus do grupo 
controle da exposição crônica. (A) Hepatócitos com morfologia normal; seta 
contínua indica a junção entre as células e setas tracejadas mostram o espaço de 
Disse. (B) Disposição perinuclear das organelas intracelulares; seta indica 
presença de lisossomo. (D) seta indica a membrana celular do hepatócito em 
contato com células endoteliais e (D) mitocôndria e complexo de Golgi. H = 
hepatócitos; N = núcleo; ce = células epiteliais; mi = mitocôndrias; RER = retículo 
endoplasmático rugoso; nu = nucléolo;  CG = complexo de Golgi.  
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Figura 37. Micrografia eletrônica de alterações intracelulares em fígado de 
Hoplias malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. (A a F) Ausência de delimitação celular visível e 
desorganização intracelular. Note a fragmentação e posição espiral do RER com 
hipertrofia de mitocôndrias. Setas contínuas mostram células de Kupffer; setas 
tracejadas células endoteliais e setas redondas miofibroblastos.  H = hepatócitos; 
N = núcleo; mi = mitocôndrias; RER = retículo endoplasmático rugoso; nu = 
nucléolo.   
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4.3.3 Alterações metabólicas e parâmetros hematológicos 

A massa corpórea, massa hepática e o IHS (média ± E.P.M.) dos peixes 

controle e expostos por 30 dias ao extrato bruto estão apresentados na Tabela 

15. A massa corporal inicial dos animais não variou em relação à massa corporal 

final da EC, mas a massa hepática diminuiu e, consequentemente, o IHS diminuiu 

31% em relação ao controle.  

 

 

Tabela 15. Valores médios (± E.P.M.) dos parâmetros biométricos e índice hepato-
somático (IHS) de Hoplias malabaricus 30 dias (C30 e MC30) após exposição ao 
extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. 

Parâmetros Biométricos 
 C30 MC30 
Massa corporal inicial (g) 271,4±13,5 301,9±20,6 

Massa corporal final (g) 279,1±18,3 300,2±16,2 

Massa hepática (g) 4,19±0,3 3,0±0,4* 

IHS (%) 1,45±0,07 0,99±0,1* 

C = grupo controle; MC = grupo microcistina (n=10). (*) Indica diferença (p<0,05) 
em relação ao grupo controle 
 

 

Os parâmetros metabólicos do fígado, músculo branco e plasma estão 

apresentados na Tabela 16. No fígado, houve uma diminuição do glicogênio 

(85%), corroborando com a avaliação semi-quantitativa do glicogênio hepático 

(Figura 38) e diminuição na concentração de lactato (38%) e piruvato (38%), e 

glicose (49%) quando comparados ao grupo controle. A atividade da AST 

diminuiu 60%, enquanto as fosfatases aumentaram a atividade em 83% (FAL) e 

116% (FAC).  

No musculo branco, uma diminuição do lactato (27%) , enquanto no plasma, 

houve aumento da concentração de amônia (25%) e diminuição do piruvato (10%) 

e lactato (2%). Não houve alteração nos parâmetros hematológicos e índices 

hematimétricos após a EC (Tabela17). 



Resultados     80 

________________________________________________________ 

 

Figura 38. Histoquímica PAS-positivo para glicogênio hepático de Hoplias 
malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi 
contendo microcistinas. (A) Grupo controle; setas indicam PAS-positivo no 
hepatócito. (B) Grupo microcistina PAS-positivo; (C) Score para o glicogênio PAS-
positivo. (*) mostra a diferença (p<0.05) entre do grupo microcistina em relação ao 
respectivo controle. DB = ducto biliar. Escala = 20 µm. 



 
 

Tabela 16. Valores médios  (± E.P.M.) dos parâmetros metabólicos do fígado, músculo branco e plasma de Hoplias malabaricus 30 
dias (C30 e MC30) após exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. 

Metabolismo Intermediário 
 Fígado Músculo Plasma 

Variáveis C30 MC30 C30 MC30 C30 MC30 

Intermediário       
Amônia (µmol g tecido-1 ou µmol mL plasma-1) 
 

12,0±0,7 10,7±0,5 7,8±0,2 7,9±0,3 0,4±0,02 0,5±0,02* 

Piruvato (µmol g tecido-1 ou µmol mL plasma-1) 
 

1,8±0,3 1,1±0,05* 0,4±0,003 0,5±0,02 0,38±0,005 0,34±0,1* 

Lactato (µmol g tecido-1 ou µmol mL plasma-1) 
 

18,1±0,9 11,2±0,7* 32,7±0,9 23,8±2,9* 0,60±0,03 0,59±0,03 

Aminoácidos (µmol g tecido-1 ou µmol mL plasma-1) 
 

35,5±1,8 30,7±2,5 29,1±1,7 30,3±1,7 9,7±0,4 8,8±0,3 

Proteína (mg proteína-1 g tecido-1 mg mL plasma-1) 
 

9,4±0,6 10,0±0,5 3,0±0,1 2,7±0,2 19,3±3,3 22,4±2,0 

Glicose (µmol g tecido-1 ou µmol mL plasma-1) 
 

52,7±2,4 26,8±1,7* 4,7±0,3 4,0±0,3 5,0±0,3 4,6±0,3 

Glicogênio (µmol glicosil-glicose g tecido-1) 
 

955,2±80,4 138,9±28,3* 16,9±1,0 15,4±0,7 --- --- 

Enzimático       
AST (U mg proteína-1) 
 

1,0±0,1 0,4±0,05* 1,2±0,1 1,0±0,08 <i> <i> 

ALT (U mg proteína-1) 
 

0,7±0,09 0,8±0,1 0,07±0,01 0,1±0,03 <i> <i> 

FAL(nmol p-nitrofenilfosfato min-1 mg proteína-1) 

 

18,77±1,4 33,38±2,4* 0,6±0,2 0,7±0,09 <i> <i> 

FAC(nmol p-nitrofenilfosfato min-1 mg proteína-1) 

 

18,5±1,1 40,1±3,3* 2,8±0,2 2,9±0,3 <i> <i> 

(*) Indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle; (#) indica diferença (p<0,05) entre os períodos de exposição; <i> dados 
já informados na seção 4.3.2. 
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Tabela 17. Valores médios (± E.P.M.) dos parâmetros hematológicos de Hoplias 
malabaricus 30 dias (C30 e MC30) após exposição ao extrato bruto de Radiocystis 
fernandoi contendo microcistinas. 

C = grupo controle; MC = grupo microcistina (n=10). 

 

 

4.3.4 Desintoxicação de microcistinas e estresse oxidativo 

Os parâmetros de biotransformação e defesas antioxidantes do fígado estão 

representados na Tabela 18. A ESC às MCs aumentou a atividade da EROD em 

185%, enquanto a atividade da GST diminuiu 42%. Em relação ao sistema 

antioxidante, a atividade da SOD e da CAT aumentou (31% e 68%, 

respectivamente). A atividade da GPx diminuiu 58% e os níveis de GSH 78%.   

Em relação à lipoperoxidação, os níveis de MDA equivalentes diminuíram 

61% e não foram observados danos oxidativos em proteínas no tecido hepático 

(Figura 39). Os danos genéticos estão apresentados na Figura 40. Após a ESC, o 

score do ensaio cometa em fígado de animais expostos a MC aumentou 72% em 

relação ao grupo controle (Figura 41). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Parâmetros Hematológicos 
 C30 MC30 

Parâmetros   
HCT (%) 26,5±0,9 23,7±1,3 

RBC (104 células mm3) 203,5±6,5 194,2±12,1 

Hb (g dL-1) 7,2±0,4 7,2±0,2 

Índices Hematimétricos   
VCM (µm3) 132,2±5,3 123,2±2,9 

HCM (pg célula-1) 36,1±2,6 36,0±1,3 

CHCM (g dL-1) 27,4±2,3 29,27±0,9 
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Tabela 18. Parâmetros de biotransformação e sistemas antioxidantes (média ± 
E.P.M.) em fígado de Hoplias malabaricus 30 dias (C30 e MC30) após exposição 
ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. 

C = grupos controle; MC = grupos microcistinas (n=10). (*) Indica diferença 
(p<0,05) em relação ao grupo controle. 

 
 
 

 
Figura 39. Valores médios (± E.P.M.) de danos hepáticos. (A) Lipoperoxidação do 
fígado em níveis equivalentes à malondialdeído (MDA) e (B) níveis de proteínas 
carboniladas em fígado de Hoplias malabaricus após 30 dias de exposição ao 
extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo microcistinas. C = grupos 
controle; MC = grupos microcistinas.  (*) Indica diferença (p<0,05) em relação ao 
grupo controle. 

 

Biotransformação e Sistemas Antioxidantes Hepáticos 

 C30 MC30 
Biotransformação   
EROD (nmol resorufina min-1 mg proteína-1) 0,007±0,001 0,02±0,03* 

GST (U mg proteína-1) 25,3±1,9 14,5±0,9* 

Sistema Enzimático   
SOD (U SOD min-1 mg proteína-1) 54,4±2,2 71,6±3,8* 

CAT (U mg proteína-1) 77,2±4,4 130,3±16,3* 

GPX (U mg proteína-1) 33,1±4,3 13,7±1,1* 

GR (mU mg proteína-1) 8,2±0,6 7,4±0,6 

Sistema Não Enzimático   
GSH (nmol GSH mg proteína-1) 82,4±10,8 18,0±2,1* 
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Figura 40. Ensaio cometa em células do fígado de Hoplias malabaricus após 30 
dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas.  (A) Grupo controle e (B) grupo exposto às MC. Setas indicam os 
danos no DNA evidenciados pela cauda do cometa. Coloração: Brometo de 
etídeo. Aumento 400x. 
 
 
 
 

 

Figura 41. Escore médio (± E.P.M.) do ensaio cometa em fígado de Hoplias 

malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi 

contendo microcistinas. C = grupo controle e MC = microcistinas. (*) Indica 

diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle.  
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4.3.5 Proliferação celular hepática 

Apesar de serem observadas lesões no fígado dos animais expostos a MC 

após o ESC, não houve diferença na proliferação celular entre os animais controle 

e MC (Figura 42).  O tecido hepático dos animais expostos não apresentou hot-

spots e os hepatócitos marcados estão apresentados na Figura 43.  

 

 

Figura 42. Porcentagem de núcleos PCNA-positivos em hepatócitos de Hoplias 
malabaricus após 30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi 
contendo microcistinas. 
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Figura 43. Núcleos PCNA-positivos em hepatócitos de Hoplias malabaricus após 
30 dias de exposição ao extrato bruto de Radiocystis fernandoi contendo 
microcistinas. (A) Grupo Controle e (B) grupo microcistina. Setas pontiagudas 
indicam núcleos de hepatócitos PCNA-positivo; seta redonda indica núcleo 
PCNA-positivo para outros grupos celulares. Asterisco mostram hepatócitos sem 
marcação. S = sinusóides; M = Centros de melano-macrófagos. Escala = 20 µm. 
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5 DISCUSSÃO 

Cianobactérias, embora morfologicamente simples, são quimicamente 

complexas e produzem diversos compostos, dentre os quais as MCs (Pereira et 

al., 2012). Fatores ambientais como a intensidade de luz influenciam a 

variabilidade dos aminoácidos na posição 2 e 4 da estrutura molecular da MCs 

(Welker e Von Dohren, 2006), levando à formação de variantes de MCs, dentre as 

quais as variantes MC-LR, MC-YR e MC-RR são as mais comuns em florações de 

cianobactérias. Em geral, em florações algumas variantes de MCs são 

encontradas e, dentre elas, poucas são dominantes (Welker et.al., 2004). Embora 

diferentes cepas de R. fernandoi possam produzir diferentes variantes majoritárias 

de MCs dependendo das condições de luz (Lombardo et al., 2006; Pereira et al., 

2012), os frequentes relatos da ocorrência dessa espécie em água potável nas 

regiões tropicais como Indonésia e Sri Lanka (Komárek e Komárková-Legnerová, 

1993) e regiões brasileiras como Minas Gerais (Jardim et al., 2001, Pereira et al., 

2012), Pará (Lombardo et al., 2006), Goiás (Bessa et al., 2001) e São Paulo 

(Agujaro e Lussari, 2001) despertam a atenção dos pesquisadores sobre sua 

toxicidade. 

 A toxicidade das MCs aos vertebrados é variante-específica, complexa e 

pode envolver diversos fatores como dose, tempo de exposição, via de entrada, 

alvos biológicos e metabolização. As características hidrofílicas ou hidrofóbicas da 

molécula resultam em mudanças toxicocinéticas e potencial de acumulação nos 

organismos (Stotis et al., 2000).  Estudos têm evidenciado que dentre as MCs 

mais encontradas, a MC-LR é a mais tóxica, seguida da MC-YR e MC-RR (Gupta 

et al., 2003). Em linhagem de células de carcinoma colorectal humano (Caco-2), 

estudos mostraram que a MC-LR e MC-YR apresentaram toxicidade similares in 

vitro (MC-YR ≥ MC-LR > MC-RR), mas diferiram in vivo, na qual a toxicidade da 

MC-LR > MC-YR > MC-RR sugerindo que os congêneres não apresentam o 

mesmo perfil tóxico e que os mecanismos de ação envolvem vias e órgãos 

diferentes (Puerto et al., 2009). Apesar da baixa hepatotoxicidade, a MC-RR é 

amplamente encontrada em florações e especialmente levada a todos os órgãos 

pela sua alta hidrofilidade (Wu et al., 2013). Poucos estudos focam 

quantativamente a MC-RR ou seus possíveis metabolitos conjugados conhecidos 

(MC-RR/GSH e MC-RR/Cisteína) em tecidos animais devido à alta polaridade, 
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baixa concentração de alvos analíticos, matrizes biológicas complexas e ligações 

covalentes com proteínas (Wu et al., 2010). Dessa forma, a toxicidade da MC-RR 

e das outras variantes, muitas vezes é expressa utilizando fatores de conversão 

MC-LReq (Wolf e Frank, 2002).   

Embora não se pode excluir que no extrato bruto pode haver outras 

substâncias que poderia induzir, atenuar ou simular efeitos da toxicidade, as 

análises para a identificação das MCs presentes na cianobactéria R. fernandoi, 

cepa R28, mostra a presença majoritária da MC-RR, seguida da variante MC-YR; 

ausência da MC-LR e traços de outras substâncias não identificadas 

corroborando os estudos de Pereira et al. (2012). O perfil toxicocinético das MCs 

contidas no ambiente ou extrato bruto pode variar consideravelmente entre as 

diferentes espécies. De uma forma geral, a exposição ao extrato bruto exerce 

efeitos mais próximos aos que são encontrados no ambiente, em função de 

simular efeitos indiretos e diretos das MC e dos conteúdos intracelulares que 

podem conter na célula de cianobactérias. Exposições de longo prazo com 

sucessivas doses podem refletir com maior realidade a captação de MC durante 

ama floração, independente a via de entrada da toxina no organismo. Mamíferos 

parecem ser mais suscetíveis às toxinas que os peixes (Zhang et al., 2013). Por 

exemplo, a LD50LR i.p. em camundongos é aproximadamente 50-60 µg kg-1 

(Carmichael et al., 1988), enquanto para carpas (Cyprinus carpio) aumenta para 

300-550 µg kg-1 (Rabergh et al., 1991); 400-500 µg kg-1  em truta arco-íris 

(Oncorhynchus mykiss) (Kotak et al, 1996) e em torno de 1500 µg kg-1 em percas 

(Pera fluviatilis) (Ibelings et al., 2005).  

Nesse estudo optamos preparar as dosagens do extrato bruto baseados na 

conversão da quantidade de MC-LReq presente, uma vez que o intuito fosse expor 

os peixes ao conteúdo celular da cianobactéria, simulando o mais próximo de 

uma exposição ambiental. Não há concentrações ou doses letais de MCs no 

ambiente para peixes, ao passo que alguns estudos avaliam apenas a toxicidade 

de MCs presentes no extrato bruto de cianobactérias através de fatores de 

conversão MC-LReq (Wolf e Frank, 2002). Normalmente esse fator de conversão é 

baseado a partir da DL50 estabelecida para roedores, variando os coeficientes de 

0,1 a 0,2 para MC-RR e de 0,4 a 1,0 para a MC-YR (Wolf e Frank, 2002; Li et al, 

2008). Em peixes, a sensibilidade à toxina depende principalmente dos hábitos 
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alimentares. Fitoplanctívoros são o grupo de peixes mais susceptíveis à 

intoxicação, uma vez que se alimenta diretamente de cianobactérias e tem uma 

maior capacidade de metabolização das toxinas, diferentemente de peixes com 

outros hábitos alimentares (onívoros, detritívoros e carnívoros) (Li et al., 2008).  

O acúmulo de MCs em diferentes órgãos da biota aquática tem sido relatado 

em peixes nas ultimas décadas (Rabergh et al, 1991; Williams et al., 1997;  

Pflugmacher et al., 1998; Lawrence e Menard, 2001; Magalhães et al., 2003; 

Soares et al., 2004; Xie et al., 2005; Amé et al., 2010). Independente da rota de 

exposição, a acumulação só é efetiva quando a absorção é mais rápida que o 

processo de depuração (Gutiérrez-Praena et al., 2013).  Deblois et al. (2008) 

investigando o potencial de acumulação de MCs em O. niloticus em dois 

reservatórios brasileiros mostrou que as tilápias apresentaram maior 

concentração de MCs no fígado do que no músculo. Entretanto, quando as 

tilápias foram expostas via oral por 31 dias, Deblois e colaboradores (2011) 

notaram que primariamente as MCs se acumularam no estomago, seguido pelo 

fígado e estando ausente no músculo, sugerindo uma correlação entre via de 

captação e potencial de acumulação órgão-dependente.  

De acordo com Dietrich e Hoeger (2005), o acumulo de MCs em um tecido 

assim como seu efeito tóxico são mediados não só pela capacidade de 

metabolização, mas também pela presença/ausência e tipo de expressão das 

OATPs. O acúmulo de MCs no músculo varia dependendo do potencial de 

depuração da espécie, da concentração de MCs captada, o tempo exposto e local 

de exposição (campo ou laboratório).  Carpas (Hypophthalmichthys molitrix) 

expostas oralmente (80 dias) a Microcystis viridis, mostrou acúmulo de MCs 

apenas no intestino, fígado e sangue (40° dia) e quando retirada a MCs da 

alimentação, por mais 40 dias, a taxa acumulativa diminuía nesses tecidos na 

medida em que o organismo conseguia depurar as toxinas (Xie et al., 2004). 

Segundo Xie et al. (2005) que estudaram a distribuição nos órgãos e a 

acumulação de MCs em diversos grupos de peixes, os carnívoros tendem a 

acumular mais MCs em fígado e músculo, seguidos pelos onívoros, 

fitoplanctívoros e herbívoros. Dessa forma, a bioacumulação de MCs em músculo 

poderia ser atribuída mais aos processos de biomagnificação, a qual a MCs 
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bioconcentrada é aumentada através de sucessivas interações tróficas (Kinnear, 

2010).  

O acúmulo da MC-YR no fígado de H. malabaricus durante a EA e EC pode 

estar associado às características lipofílicas da molécula e/ou metabolização mais 

lenta. A variante MC-RR detectada no fígado após ambas as exposições e 

quantificada apenas na EC pode ser atribuída, como enfatizado por Wu et al. 

(2013), às características mais hidrofílicas da molécula que a tornam mais 

facilmente metabolizada ou eliminada do fígado. Em carpas (Hypophthalmichthys 

molitrix), alimentada durante 40 dias com uma miustura contendo MC-LR e MC-

RR, a MC-RR absorvida foi totalmente eliminada (Xie et al., 2004).  

Grande parte das MC-RR permanece ligada às proteínas e substratos como 

fosfatases, GSH e cisteína (Zhang et al., 2010). As ligações de MCs com as 

fosfatase PP1 e PP2A envolvem ligações reversíveis em primeira instância e 

posteriormente, em um período de horas, em ligações covalentes e irreversíveis 

(Craig et al., 1996). Esse fato sugere que a MC-RR se liga às fosfatases e/ou a 

substratos e possivelmente são metabolizadas pelo fígado diminuindo a 

quantidade acumulada. Uma correlação entre o acúmulo no fígado e rins (Wu et 

al., 2013) sugere que a MC-RR tende a ser rapidamente transportada para os rins 

por sistemas seletivos de transporte e excretada (Dietrich e Hoeger, 2005). Em 

contrapartida, a capacidade de metabolização de MC-YR em H. malabaricus não 

diferiu nas duas formas de exposição, exposição aguda e exposição crônica, uma 

vez que a concentração de MCs acumulada no fígado foi similar nos dois 

protocolos experimentais.  

Nas condições experimentais deste estudo não houve acúmulo no músculo 

branco de traíras, demonstrando uma eficácia na depuração dessas MCs. 

Entretanto, não é possível assegurar que a ingestão de traíras expostas às MCs 

não coloque em risco a saúde humana associada ao consumo dessa espécie de 

peixe. Injeções i.p., como utilizada no presente estudo, não são análogas às 

exposições de campo uma vez que a toxina é absorvida mais rapidamente e é 

diferentemente metabolizada (Ibelings e Havens, 2007). É importante enfatizar 

que são necessários novos estudos para uma detalhada avaliação de risco e 

entender mais sobre o potencial de contaminação da espécie, em diferentes vias 

de captação e em diferentes períodos de eutrofização.  
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O mecanismo de ação tóxica da MCs está associado às inibições 

específicas das proteínas fosfatases PP1 e PP2A, que interagem com a região 

ADDA da molécula das MCs (Barford e Keller, 1994; Goldberg et al., 1995). No 

atual estudo, a homologuidade da PP1 e PP2A foi observada após o EA e EC, 

entretanto, após 30 dias a atividade da PP1 hepática mostrou apenas uma 

tendência de inibição, a qual foi observada para a PP2A hepática, indicando uma 

recuperação da atividade enzimática. Esta recuperação pode ser atribuída a 

alguns fatores: excreção biliar de MCs (Hitzfeld, et al., 1999); ligações reversíveis 

com as proteínas fosfatases ou covalentes à glutationa (Kondo et al., 1996) ou por 

uma nova síntese de enzima por parte do tecido hepático ainda funcional, na 

tentativa de conter o desequilíbrio (Tencalla e Dietrich, 1997). Após a recuperação 

da atividade das fosfatases, essas alterações morfológicas ainda eram evidentes. 

 A PP1 tem um importante papel em vários processos celulares tais como 

mitose, meiose, integridade celular e no metabolismo do glicogênio (Lin et al., 

1999; Aoyama et al., 2003). A PP2A representa 1% das proteínas celulares totais 

e exibe uma sequência homóloga com a PP1, sendo importante na regulação de 

eventos durante o início da mitose e inibição da fusão de vesículas endocíticas. A 

atividade desta enzima, juntamente com a PP1, participa da motilidade celular, 

diferenciação e citocinese e da regulação da proteína quinase dependente de 

cálcio/calmodulina (Harrison et al., 1999; Aoyama et al., 2003; Xing et al., 2006). A 

inibição da PP1 e PP2A altera as fosforilações de proteínas celulares envolvidas 

na transdução de sinais, resultando em uma cascata de eventos que levariam a 

célula a apoptose ou necrose (Gehringer, 2004; Buratti et al., 2013).  Estudos de 

Tencalla e Dietrich (1997), Fischer et al. (2000) e Malbrouck et al. (2004),  

mostraram que a inibição de fosfatases hepática tem correlação com a 

concentração de MCs, sendo evidente após 1 hora de exposição e apresentando 

uma recuperação da atividade em aproximadamente 72 horas, quando a 

concentração de MCs do tecido diminuía.  

Em traíras, a inibição da PP2A após 30 dias de exposição parece implicar 

em menor recuperação da atividade das fosfatases possivelmente atribuído ao 

acúmulo das MCs no fígado e as sucessivas doses administradas. Alguns 

estudos em mamíferos e peixes têm mostrado que a inibição das fosfatases 

ocorre de maneira dose-dependente (Cohen et al., 1988; Runnegar et al., 1993), o 
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que corrobora a hipótese de interação de inibição das fosfatases com ligações 

reversíveis e taxas de excreção, via bile, após ligações covalentes com a GSH 

(Runnegar et al., 1999).  

A ação tóxica da MCs pode levar ao comprometimento funcional do fígado 

(Li et al., 2013; Mitsoura et al., 2013; Molina et al., 2005). O aumento contínuo da 

atividade da ALT plasmática em 12 e 96 h em H. malabaricus corrobora que há 

um aumento tempo-dependente da atividade plasmática da ALT plasmática em 

vertebrados (Vajcova et al., 1998; Navratil et al., 1998; Guzman, 1999; Solter et 

al., 2000; Li et al., 2004; Giannuzzi et al., 2011). Uma diminuição da atividade 

hepática das transaminases poderia justificar o aumento da atividade no plasma 

(Solter et al., 2000), entretanto, o aumento da atividade plasmática da ALT após 

exposição crônica não corrobora com essa afirmação. 

A ALT, enzima que atua no metabolismo de aminoácidos e na 

gliconeogênese, é o melhor biomarcador para hepatotoxicidade, exibindo baixa 

frequência de resultados falso-positivos para dano hepático (Amacher, 2002). 

Juntamente a esse biomarcador, a combinação da atividade da AST, FAC e FAL 

plasmática, bem como às concentrações de bilirrubinas, são confiáveis 

biomarcadores bioquímicos de função hepática diminuindo resultados falso-

positivos (Ozer et al., 2008; Saraceni, 2001). Embora sendo um importante 

biomarcador clínico de danos hepatocelulares em exposição aguda, a atividade 

plasmática da ALT pode ser mascarada em exposições crônicas e não está 

associada à intensidade do dano.  

A AST é primariamente encontrada no coração, seguido do cérebro, 

músculo e fígado e por ser menos específica é associada aos resultados falso-

positivos da atividade da ALT à confirmação do dano hepático (Ozer et al., 2008). 

No presente estudo a baixa atividade da AST plasmática após a EA suporta a 

hipótese da ação hepatotóxica aguda das MCs, uma vez que aumento na 

atividade plasmática destas transaminases poderia ser resultante de injúria extra-

hepática.  Entretanto, de maneira aguda ou crônica a atividade da AST aumentou 

sugerindo que as MCs podem causar danos a outros grupos celulares, como os 

miócitos. Dessa forma, o estudo das fosfatases ácidas e alcalinas e bilirrubinas, 

concomitantemente às transaminases é uma forma mais adequada para avaliar 

danos hepáticos em exposições prolongadas (Solter et al., 2000).  
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Em peixes, a FAC ocorre em fígado, rins, brânquias, músculo, intestino e 

eritrócitos (Motta, 2000). O aumento da atividade plasmática da FAC após 12 e 96 

horas em traíras corrobora os dados na literatura sugerindo a injúria celular. A alta 

atividade da FAC no plasma de tilápias (Oreochromis sp) expostos à MCs na 

água ou injeções i.p. poderia estar associada a injúrias hepáticas (Molina et al., 

2005; Atencio et al., 2008a). Fosfatases são hidrolases que promovem o balanço 

entre a fosforilação e desfosforilação de proteínas e no plasma a atividade dessas 

enzimas é utilizada como biomarcadores da integridade das membranas que são 

responsáveis por transportes ou funções absortivas. Em traíras, após 96h e 30 

dias, o aumento da concentração de BT e BD no plasma sem o aumento da 

atividade da FAL, é evidência de danos hepatocelulares uma vez que as análises 

histológicas não mostraram alteração do sistema biliar. A atividade da FAL 

plasmática está relacionada à obstrução da passagem da bile (Jyothi e Narayan, 

1999) e concomitantemente com as concentrações de bilirrubinas tornam-se 

importantes biomarcadores de doenças ou lesões hepato-biliares, quando 

comprovadas não serem originárias da destruição demasiada de eritrócitos ou 

colestase (Saraceni, 2001; Ramaiah, 2007). Para ser excretada na bile, a 

bilirrubina tem que estar na sua forma conjugada às ligandinas (bilirrubina direta) 

(Ozer et al., 2008).  

Como consequência de alterações bioquímica causadas pelas MCs, 

alterações morfológicas são visíveis nos hepatócitos (Ríos et al., 2013). A 

aparência amarelada do fígado das traíras expostas às MCs, após a EA, foi 

similar aos achados de Molina et al. (2005) e as áreas avermelhadas indicaram 

focos hemorrágicos no órgão. Após a EC, a coloração do fígado não foi alterada, 

mas o órgão apresentou aspecto fibroso e pontos avermelhados com aspecto de 

grânulos evidenciando alterações morfológicas.  

Em geral, o fígado dos teleósteos não apresentam hepatócitos arranjados 

em cordões como nos mamíferos, mas dispostos em placas circundadas por 

sinusóides e canalículo biliares (Vicentini et al., 2005), e ausência de lóbulos e 

espaços portais clássicos (Flores-Lopes e Malabarba, 2007). As traíras 

apresentaram uma estrutura hepática semelhante à de outros teleósteos, com 

arranjo normal do parênquima hepático, hepatócitos poligonais com núcleos 

centrais e nucléolos proeminentes, sistema sinusoidal e sistema biliar íntegro. 
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Lesões nos ductos ou proliferação celular no epitélio dos ductos em exposições 

às MCs são descritas na literatura (Fournie e Courtney, 2002; Ferreira et al. 

2010). Entretanto, na traíra, a integridade do sistema de excreção biliar quanto à 

morfologia dos ductos e canalículos sugere eficiência na depuração de MCs livres 

presentes nos hepatócitos, via conjugação a outros substratos e excreção pela 

bile (Mohamed e Hussein, 2006).  

A perda do formato dos hepatócitos após a exposição pode estar 

relacionada a alterações no citoesqueleto e dissociação entre os hepatócitos 

causando desarranjo do parênquima hepático. Esses resultados corroboram os 

resultados encontrados por muitos autores após toxicidade aguda por MCs em 

peixes (Runnegar et al., 1993; Khan et al., 1995; Fischer e Dietrich, 2000; Bischoff 

e Dabvt, 2001; Li et al., 2008; Ferreira et al., 2010; Hou et al., 2015) e inclusive 

em mamíferos expostos de forma aguda às MCs (Ito et al., 1997; Hooser, 2000; 

Guzman et al., 2003). Li et al. (2008) observaram desarranjo no parênquima 

hepático em carpas após 1 hora de exposição i.p. com 200 ou 500 µg kg-1 de MC-

LReq, associados a leve hemorragia por lesões nos capilares sinusóides e 

hipertrofia dos hepatócitos. Esses resultados corroboram os nossos, após 12 h da 

injeção intraperitoneal. Embora nenhuma hemorragia tenha sido observada após 

96 h, grande dilatação dos sinusóides acarretou em aumento do fluxo de sangue 

(hiperemia) após a EA. Kotak et al. (1996) sugerem ser rara hemorragia no fígado 

de peixes, ao passo que outros estudos têm relatado a ocorrência de lesão nos 

sinusóides e proeminente hemorragia após exposição às MCs (Ito et al., 1997; 

Runnegar et al., 1999; Li et al., 2008; Ferreira et al., 2010; Hou et al., 2015). Não 

há evidências que o rompimento dos sinusóides seja efeito direto da MCs. Dessa 

forma, sugere-se que é uma consequência a partir da ação da toxina na 

morfologia do hepatócito. Esse processo pode induzir processos inflamatórios que 

contribuiriam para o choque que levaria a morte do animal (Wickstom et al., 1996; 

Soares, 2009).  

Outras lesões da exposição à MCs em H. malabaricus tais como hipertrofia 

celular, vacuolização e degeneração citoplasmática, condensação ou perda do 

citoplasma e inclusões intracelulares diversas, corroboram os achados de outros 

autores para diferentes espécies de peixes (Li et al., 2004; Li et al., 2005; Ernst et 

al., 2006; Trinchet et al., 2011; Marie et al., 2012). Essas alterações foram 
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consideradas por Li et al. (2008) como sendo uma resposta aguda às MCs dose-

tempo-dependente tanto em exposições em laboratório quanto em campo. 

Vacuolizações, condensações citoplasmáticas, assim como grânulos 

intracelulares podem resultar em alterações metabólicas relacionadas à 

armazenagem, transporte e desintoxicação (Taylor e Simkiss, 1989; Pacheco e 

Santos 2002; Trinchet et al., 2011). 

Segundo Fischer e Dietrich (2000), as patologias são progressivas e difusas 

entre 1 a 24 horas. Outros autores sugerem uma recuperação hepática após 48 h, 

como observado em carpas (Hypophthalmichthys nobilis) e paulistinha (Danio 

rerio) após injeção i.p. (Li et al., 2008; Hou et al., 2015).  Com exceção de 

hepatócitos hipertrofiados, leve recuperação estrutural foi observada após 96 

horas da injeção i.p. sugerindo relação com o processo de depuração da toxina. 

Após exposições crônicas ambientais com 17 µg L-1 de MCs, carpas (H. molitrix) 

apresentaram danos progressivos seguidos de uma recuperação após o estágio 

final da floração quando as concentrações de MCs passaram para 0,2 µg L-1 (Li et 

al., 2008). Diferentemente de exposições crônicas ambientais, as traíras expostas 

por 30 dias que recebiam injeções i.p. a cada 72 h desenvolveram patologias 

progressivas e nenhuma evidência de recuperação.  

Algumas patologias foram mais frequentes após a exposição ao extrato 

bruto por 96 h, como a degeneração citoplasmática e a necrose focal em 

hepatócitos. A necrose já foi reportada em alguns estudos de toxicidade aguda 

(Malbrouck et al., 2003; Djediat et al., 2010). Entretanto, necrose tem sido 

observada principalmente após exposições crônicas (Malbrouck et al., 2003; 

Paliková et al., 2004; Ernst et al., 2007; Djediat, 2011; Hou et al., 2015),  

relacionada à lesão progressiva a partir da inibição das fosfatases PP1 e PP2A, 

decorrente de alterações nucleares como, por exemplo, cromatina marginal ou 

desintegrada, ausência de núcleo, picnose ou ausência de nucléolo (Fischer e 

Dietrich, 2000; Li et al., 2005; Ernst et al., 2006; Hou et al., 2015).  

A necrose pode também estar relacionada ao aumento da resposta 

inflamatória e formação de centros de melano-macrófagos (CMMs) (Schmalz et 

al., 2002).  Dessa forma, a porcentagem aumentada de CMMs em relação ao 

grupo controle após a EC nas traíras sugere resposta imune em relação às MCs, 

como observado por Djediat e colaboradores (2010) em Oryzias latipes após 
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exposição a MC-LR, uma vez que no presente estudo não foi observada necrose 

focal no órgão não sendo possível então relacionar os CMMs à necrose. A 

detecção imunohistoquímica de MCs em macrófagos no fígado e rim sugere que 

os CMMs podem fagocitar MCs via vesículas que englobam as variantes mais 

lipofílicas para neutralizar a toxicidade (Biagianti-Risbourg e Bastide, 1995).  

 As alterações celulares hepáticas após a EC foram similares às da EA e, 

além disso, intensas áreas de fibrose gerou desorganização estrutural do tecido 

hepático. A fibrose hepática pode ocorrer após várias doenças crônicas no fígado, 

uma vez que o tecido possui vários elementos celulares capazes de sintetizar e 

depositar os componentes da matriz extracelular (fibroblastos, miofibroblastos e 

até os próprios hepatócitos), sendo a célula de Ito o principal. Esta é uma célula 

armazenadora de vitamina A, que sob a ação das citosinas fibrogênicas (TGF-β; 

TNF-α; produzidas por macrófagos e linfócitos) se diferencia em miofibroblasto e 

fibroblasto, se engajando na ativa síntese dos elementos da matriz (colágenos, 

elastina, etc.) (Andrade, 2005).  O tecido hepático pode aumentar a fibrogênese 

na necessidade do organismo ou promover a fibrólise a partir do momento em 

que o tecido está em excesso. A plasticidade pode levar a recuperação do tecido, 

caso o animal depure a toxina ou esteja livre dela no ambiente (Andrade, 2005).  

Após inibição das fosfatases, há grande hiperfosforilação de proteínas 

intracelulares, principalmente dos filamentos intermediários, microfilamentos de 

actina e microtúbulos essenciais para a regulação e organização da estrutura 

celular (Khan et al., 1995; Dawson, 1998;  Bischoff e Dabvt, 2001) que pode 

resultar nas inúmeras patologias observadas nos animais intoxicados por MCs. A 

alteração na morfologia do hepatócito neste estudo evidencia uma desordem no 

citoesqueleto como um efeito tóxico das MCs já nas primeiras12 horas de 

contaminação. Proliferação de lisossomos, vacúolos e corpos mielínicos 

presentes nos hepatócitos confirmam lesões celulares causadas pelas MCs e 

possível mecanismo de “turnover” celular (Pichardo et al., 2005; Li et al., 2008; 

Braunbeck, 1998). Condensação ou dilatação de mitocôndrias, fragmentação e 

vesiculação do retículo endoplasmático rugoso (RER) como observado em traíras 

tem sido bem descritos para roedores e peixes após contaminação por MCs 

(Rabergh et al., 1991; Bingsheng et al.,  1993; Bury et al., 1997; Li et al., 2001; Li 

et al., 2005; Li et al., 2014) e sugere deficiência de produção de energia pelas 
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mitocôndrias e possível alteração das funções celulares que pode levar a  morte 

celular. (Wallace e Starkov, 2000; Maioli, 2012).  

As alterações nucleares em ambos os protocolos experimentais corroboram 

os resultados descritos por Wang e colaboradores (2010) em Danio rerio expostos 

a 20 µg MC-LR L-1 após exposição crônica que juntamente com fragmentação da 

membrana nuclear, ausência de nucléolos e diminuição da 

eucromatina/heterocromatina (Li et al, 2001; Batista et al., 2003; Li et al., 2005) 

podem evidenciar processo de morte celular por apoptose (Fladmark et al., 1999; 

Li et al., 2001; Lankoff et al., 2004). Esses estudos histopatológicos têm mostrado 

que a severidade das lesões do tecido hepático, progredindo para necrose total 

pode ser uma das principais causas da morte dos peixes contaminados com MCs 

em relação ao choque hipovolêmico relatado em mamíferos (Li et al., 2004).  

Carpas alimentadas com células de cianobactéria (50 µg MC-LReq kg-1) 

durante 28 dias mostraram dilatações das cisternas, rompimento e membranas 

espirais concêntricas do RER (corpos de mielina) (Li et al., 2004) semelhantes ao 

encontrado em H. malabaricus após i.p. por 30 dias. As figuras de mielina são 

formadas devido a uma ampla variedade de agentes, como drogas, toxinas, vírus 

e irradiação e representam alterações degenerativas do retículo endoplasmático 

ou, segundo Kallenbach (1984), estão relacionadas à alta concentração de cálcio 

intracelular e a ativação da cálcio-calmodulina. Li et al. (2005) atribuíram essas 

alterações como degenerações progressivas dose-tempo-dependentes, o que 

poderia resultar em grande perda da funcionalidade fisiológica. Nestes espaços 

intermembranas estão localizadas enzimas envolvidas no metabolismo energético 

(citocromo c), como acreatina quinase, adenilato ciclase e proteínas regulatórias 

da viabilidade celular, como os fatores indutores de apoptose (Frey e Mannella, 

2000).  

Os peixes são particularmente sensíveis às contaminações ambientais. Além 

da estimativa à mortalidade e nítida alterações morfológicas, as MC podem alterar 

os processos fisiológicos e bioquímicos aos acessarem os órgãos dos animais 

(Agrahari et al., 2007). Considerando que o sangue é uma via importante de 

transporte ou na excreção de MCs, em traíras, a diminuição da concentração de 

Hb, HCM e a CHCM pode indicar anemia normocítica nos animais expostos, 

como também observado por Beasley et al. (2000) em suínos e por Zhang et al. 
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(2011) em coelhos, após exposição a MCs e também podem estar relacionados 

com uma possível hemorragia intra-hepática (LeClaire et al., 1995). A HCM e a 

CHCM diminuída nos peixes expostos a microcistinas têm correlação com o 

quadro causado pela diminuição na concentração de Hb e atestam que o quadro 

anêmico também é hipocrômica (Naoum, 2011).  

Em geral, o fígado dos peixes realiza funções vitais, essenciais à 

homeostasia do organismo e são capazes de estocar grandes quantidades de 

glicogênio. A variação na quantidade desse polissacarídeo pode ser evidenciada 

pelo índice hepato-somático (Hoar e Randall, 1971) de forma que o IHS é 

utilizado como um indicativo do estado energético dos peixes (Querol et al., 2002) 

ou alterações das condições normais causadas por esteatose ou estresse 

(Laidley et al., 1988). No presente estudo, as MCs presentes no extrato bruto 

geraram um quadro hepatocelular, indicando um aumento da demanda energética 

na presença da MC, dimunuindo o índice glicêmico dos peixes. Entretanto, o IHS 

aumentou após 96 horas de exposição e isso pode estar relacionado ao aumento 

do fluxo de sangue nos sinusóides, que poderia elevar a massa do fígado do 

animal corroborando com os achados histológicos. Essa hiperemia é um sinal 

clássico de intoxicação aguda por MCs (Carmichael, 1994) podendo levar o 

animal a morte por choque hipovolêmico ou isquemia hepática. Embora alguns 

autores não tenham observados alterações no IHS (Ernst et al., 2006), Ibrahem e 

colaboradores (2012) demonstraram resultados similares ao atual estudo após 

injeção i.p. crônica, no qual houve significativo decréscimo no IHS de O. niloticus 

após 10 dias de exposição com extrato contendo MC-LR e por sua vez estar 

relacionado a utilização das reservas energéticas na demanda metabólica. 

Segundo He et al. (2012), o processo de eliminação da toxina leva o animal ao 

estresse e alteração metabólica. 

O glicogênio hepático é um estoque emergencial de energia prontamente 

utilizada aos primeiros sinais de estresse (Christiansen e Klungsoyr, 1987). Em H. 

malabaricus, a glicogenólise hepática após a EA elevou os níveis da glicose 

plasmática evidenciando sinais clássicos de estresse fisiológico do animal, a qual 

aparentemente transportada ao tecido muscular para glicogênese. Após 30 dias, 

apesar da glicogenólise e a diminuição dos níveis de glicose hepática, uma 

compensação metabólica é sugerida via ciclo de Cori, convertendo lactato 
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muscular à glicose a ser utilizada no fígado.  A diminuição do glicogênio e as 

alterações na concentração dos metabólitos (principalmente lactato e piruvato) 

indicam ajustes para suprir a demanda de energia (Barbosa et al., 2003).  

Os carboidratos são a primeira e imediata fonte energética nos vertebrados, 

entretanto, peixes utilizam primariamente proteínas para produzir energia 

(Thipathi e Verma, 2003). Embora não tenha ocorrido alteração na concentração 

de aminoácidos livres e proteínas no fígado e músculo branco pode-se inferir a 

ocorrência de proteólise nesses tecidos devido ao aumento da concentração de 

amônia, principalmente no plasma. As aminotransferases são enzimas-chave na 

conversão de proteínas a fontes energéticas, principalmente no fígado, 

responsável pela manutenção da glicose corporal (Oluah, 1999). A diminuição da 

atividade das transaminases hepáticas está associada aos danos hepáticos, uma 

vez que houve aumento dessas enzimas no plasma.  

O decréscimo dos níveis hepáticos de transaminases, também observadas 

em traíras, poderia afetar a atividade metabólica da célula e a capacidade do 

fígado em metabolizar aminoácidos para produção de energia (Solter et al., 2000). 

Esse fato poderia explicar a diminuição do glicogênio e alteração de metabólitos 

na via glicolítica. Sabe-se que fosfatases ácidas e alcalinas também são 

requeridas aos processos de autólise, metabolismo de carboidrato, sínteses 

proteica e enzimática (Agrahari e Gopal, 2009) e o aumento das atividades das 

fosfatases hepáticas após a EC possivelmente indicam a conversão dos 

intermediários fosforilados através das membranas celulares durante o 

metabolismo. 

O aumento da demanda energética no metabolismo de compostos tóxicos 

contribui na formação exacerbada de ERO e pode intensificar o potencial 

toxicológico de xenobióticos (Chovanec et al., 2003). O processo de 

desintoxicação de um composto, a partir de sua captação, tem sido explicado em 

três fases (Omiecinski et al., 2011). A fase I envolve transformação do composto 

por oxidações e hidroxilações, para que os compostos sejam conjugados na fase 

II ou excretados diretamente na fase III, por transportadores de membranas 

(Klaassen e Aleksunes, 2010). Malbrouck et al. (2006) sugerem que MCs no 

fígado de ratos podem ter sido excretadas diretamente na fase III por 

transportadores do tipo GS-X (ATPase S-conjugados de glutationa) e Sahin e 
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colaboradores (1996) consideram que MCs poderia ser excretada diretamente, via 

excreção biliar, sem utilizar os processos de biotransformação.   

Em traíras, após a EA e EC, a atividade hepática aumentada da EROD pode 

estar relacionada à biotransformação da toxina e/ou maior demanda energética 

requerida pelo animal com o aumento da redução do O2 pela P450 resultando em 

produção de radical superóxido e peróxido de hidrogênio (Fang et al., 2002). O 

estresse fisiológico é um dos fatores que podem afetar a atividade da EROD em 

peixes (Whyte et al., 2000; para revisão). Entretanto Wang e colaboradores 

(2006) mostraram que a expressão da CYP1A em fígado de tilápias após a 

exposição a MC-LR não foi induzida, o que pode reforçar a hipótese da 

desintoxicação direta de MCs na fase II e em outras vias. 

Os danos teciduais causados por MCs no hepatopancreas de caranguejos 

(Pinho et al. 2005); em fígado de tilápias (Jos et al., 2005), carpas (Rabergh et al., 

1991) e camundongos (Gehringer et al., 2003) foram atribuídos ao aumento das 

ERO que induziu aumento do metabolismo aeróbio celular favorecendo assim a 

degradação de glicogênio e liberação da glicose. A produção intracelular de ERO 

ou depleção dos sistemas de desintoxicação e sistemas de defesas antioxidantes 

podem levar o organismo ao estresse oxidativo (Zhao et al., 2009). A 

biotransformação de MCs na fase I tem sido pouco estudada. Em aves (Coturnix 

japonica), a atividade da EROD no coração e cérebro aumentou quando expostas 

oralmente ao extrato de cianobactérias contendo MCs na água ingerida (Pasková 

et al., 2008; Paskerová et al., 2012).  

  A GST é considerada a primeira via de desintoxicação das microcistinas 

na fase II (Ito et al., 2002), catalisando a conjugação de MCs com a GSH  para 

ser eliminada (Pavagadhi e Balasubramanian, 2013). Em traíras, a atividade da 

GST diminuiu após a EA e EC em relação aos controles, sugerindo uma inibição 

da enzima pela ação das MCs associadas aos efeitos modulatórios causados por 

lipopolissacarídeos (LPS), como descrito na literatura para microalgas, macrófitas, 

ovos e embriões de peixes expostos a MC-LR (Pietsch et al., 2001; Best et al., 

2002). É importante notar que os LPS presentes na parece celular das 

cianobactérias são conhecidos por inibirem significantemente a atividade da GST, 

como mecanismos de defesa da cianobactéria para evitar a conjugação da GST 

com a MCs da própria célula (Best et al., 2002). Em extratos de cianobactérias, a 
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toxicidade por MCs tem que ser cuidadosamente avaliadas, sendo esse o maior 

desafio científico. A interpretação tem que ser correlacionada com estudos 

utilizando MCs isoladas (Paresková et al., 2012).  Vale ressaltar que o extrato 

bruto pode conter outros compostos a serem biotransformados pelo citocromo 

P450 produzindo diferentes metabolitos, que competem com substratos utilizados, 

por exemplo, pela GST (Egaas et al., 1999). 

O aumento da atividade da GST hepática tem sido associado à exposição às 

MCs (Wiegand et al., 1999; Pietsch et al., 2001; Malbrouck et al., 2003; Li et al., 

2005; Adamovsky et al., 2007; Bieczynski et al., 2013; Hou et al., 2015). 

Entretanto, diferentes respostas tem sido descrita em peixes, incluindo ausência 

de alteração (Li et al., 2003; Hou et al., 2015) e inibição da enzima (Best et al., 

2002; Cazenave et al., 2006). Pavagadhi et al. (2012) após exposição crônica (15 

d) de MCs dissolvida na água, em Danio rerio, comparou os efeitos da MC-LR e 

MC-RR e atribuíram a atividade da GST à variante-específica, no qual a atividade 

aumentava após exposição com a MC-LR e inibia após exposição a MC-RR.  

Em H. malabaricus os níveis de GSH hepática após a EA não foram 

alterados sugerindo correlação à concentração de toxinas e que a desintoxicação 

de MCs após exposição aguda poderia não causar declínio dos seus níveis 

basais, como foi proposto por Liu et al., 2004 e por  Li e colaboradores (2008). A 

concentração da GSH intracelular é um balanço entre o uso para a metabolização 

da MCs inicialmente usado pela GST e nova síntese desses tripeptídeos (Li et al., 

2010). Em peixes, as respostas intracelulares de GSH têm sido divergentes 

provavelmente pelas diferentes vias de captação das MCs, tempos de exposição 

e características do tecido contaminado (Wang et al., 2010). Adicionalmente, o 

metabolismo da glicose via ciclo das pentoses, tem um papel crucial no 

fornecimento e produção de NADH, mantendo normal a conversão da GSH para 

GSSG e então um estado redox normal na célula (Fang et al., 1991).  

A diminuição da GSH no fígado de traíras após a EC pode ser explicada 

pelo aumento da utilização da GSH e seus conjugados nos processos de 

desintoxicação das MCs ou degradação a partir da conjugação MC-GSH, 

tornando a MCs solúvel e rapidamente excretada sem a ação da GST, como 

proposto por Kondo et al. (1992). A supressão da GSH pode resultar em 

toxicidade generalizada principalmente após exposição crônica (Adamovsky et al., 
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2007). Em camundongos, a exposição crônica à MCs via alimentação diminuiu os 

níveis de GSH hepático e após ausência das MCs, os níveis voltaram aos valores 

basais mostrando uma variação da GSH durante a exposição (Sedan et al., 

2010). Li e colaboradores (2014) demonstraram que a conjugação da MC-RR com 

a GSH é altamente reversível, evidenciado por MC-RR livres principalmente na 

circulação, rim e intestino de ratos sugerindo que os conjugados MC-RR-GSH 

formado no fígado liberam as MC-RR em outros órgãos para serem eliminados.  

O estresse oxidativo após exposição às MCs é caracterizado pelo aumento 

na formação de ERO ou depleção dos sistemas de defesas antioxidantes 

causando danos em membranas, proteínas e DNA (Qiu et al., 2009; Sun, et al., 

2011). Após 12h e 96h, em traíras, a atividade da SOD nas traíras diminuiu 

indicando uma inibição da enzima como mostrado em tilápias por Prieto et al. 

(2007) em camundongos (Sedan et al., 2010). A SOD geralmente é ativada em 

exposições agudas com MCs in vitro (Li et al., 2003) e in vivo (Li et al., 2010), 

uma vez que tem alta afinidade pelo ânion superóxido, degradando-o em peróxido 

de hidrogênio, ativando assim a atividade de outras enzimas como a CAT e GPx 

(Prieto et al., 2006). Recentes estudos também tem mostrado um comportamento 

dualístico na atividade as SOD em relação às MCs, e isso possivelmente tem 

relação à produção de ERO, às respostas tempo-dependente (Li et al., 2010), 

dose-dependente (Pavagadhi et al., 2012) e vias de exposição das MCs.  

A produção de ERO em exposições prolongadas parece ser de fato 

aumentada, como observado nesse estudo, indicando ativação do sistema SOD-

CAT para eficaz diminuição da ERO (Jos et al., 2005; Pavagadhi et al., 2012). 

Concomitantemente, o ânion superóxido pode ser eliminado pela ação do 

citocromo c, na conversão do radical a oxigênio (Fang et al., 2002) e por outros 

compostos como manitol, carotenoides, ubiquinonas e bilirrubinas (Lawler et al., 

2002), diminuindo ou alterando a atividade do sistema antioxidante.  

  A diminuição da atividade da GPx após a EA e EC nas traíras pode ser 

atribuída à inibição direta ou indireta de MCs ou constituintes do extrato bruto. A 

diminuição da expressão gênica da enzima após exposição às MCs foram 

relatadas por Malandrakis et al. (2014) e também poderia estar relacionado à 

deficiência de selênio (Rover-Junior et al., 2001), uma vez que a GPx apresenta 

um resíduo de cisteína contendo um selênio covalentemente ligado o que poderia 
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refletir na diminuição da atividade da enzima. A GPx, e a GR são importantes 

enzimas que participam do sistema de defesa antioxidante, promovendo a 

remoção do H2O2 e hidroperóxido de lipídeos (LOOH) (Jos et al., 2005). As 

respostas desses biomarcadores são divergentes na literatura após exposição 

com MCs e a atividade hepática pode aumentar e diminuir entre 24 e 72h 

variando de acordo com a dose e tempo de exposição (Cazenave et al., 2006; 

Prieto et al., 2006).  

Nas traíras não houve danos em membranas, evidenciados pela inalterada 

LPO após a EA e diminuição dos níveis de MDA após a EC, sugerindo eficientes 

mecanismos de desintoxicação, sistemas antioxidantes e mecanismos de 

reparos. A LPO é o principal biomarcador que indica o dano decorrente do 

estresse oxidativo e inúmeros estudos tem mostrado que a LPO é elevada após 

exposição por MCs (Jos et al., 2005; Atencio et al., 2009). A rápida ação das 

enzimas antioxidantes em células hepáticas, in vitro, impede à indução de LPO 

nas membranas (Ding et al., 2001; Bouaicha e Maatouk, 2004), entretanto in vivo, 

a não alteração de lipoperoxidação após captação de MCs são raramente 

observadas (Blaha et al., 2004; Li et al., 2005; Prieto et al., 2006).  

Cazenave et al. (2006) mostrou uma diminuição da LPO em fígado de C. 

paleatus, assim como observado por Gehringer e colaboradores (2004) em ratos, 

as quais foram atribuídas ao aumento do sistema antioxidante. Hou et al. (2015), 

relatou que entre 1 a 48 horas, a LPO aumentou nos tecidos de paulistinha após 

injeção i.p. com MC-LR e após 7 dias de exposição os níveis voltaram aos valores 

basais indicando uma recuperação das membranas. A recuperação das 

membranas pode ser explicada pela ativação de fosfolipases do tipo A2, 

associadas às lipoproteínas importantes na manutenção e substituição dos 

produtos da LPO nas membranas (Raha e Robinson, 2000; Soares et al., 2009). 

Nas traíras, alterações hepáticas devido ao aumento do tecido fibroso após a EC 

e possível redução de hepatócitos poderia explicar a diminuição da LPO nessa 

condição experimental.  

A oxidação em proteínas (via proteínas carboniladas, PC) é outro 

biomarcador – menos explorado – que caracteriza danos pelo excesso de ERO 

intracelular (Paresková et al., 2012). Em traíras, no presente estudo, esse tipo de 

dano não foi induzido no fígado sugerindo que a LPO é, de fato, o biomarcador 
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mais sensível para danos resultante de ERO para a biota aquática, reforçando a 

hipótese proposta por Atencio et al. (2008b) após avaliar a carbonilação de 

proteínas em rins e fígado de Tinca tinca, após exposição à MCs.  Shi et al., 

(2015) concluiu que o estresse oxidativo em peixes não é devido ao efeito direto 

da MCs mas está relacionado aos mecanismos secundários aos efeitos da toxina, 

como produção de ERO e desintoxicação. O dano oxidativo em proteínas é pouco 

estudado em toxicidade por MCs. Em fígado de tilápias após exposição com a 

MC-LR por 24 e 72 horas, Prieto et al. (2007) observaram aumento de proteínas 

carboniladas em 24h e diminuição após 72h sugerindo uma correlação à 

quantidade de ERO depurada.  

 Há grandes evidências que os danos no DNA são claramente induzidos 

pelo aumento de formação de ERO (Zegura et al., 2011; para revisão). Neste 

estudo, após exposição crônica ao extrato bruto contendo MCs, houve um 

aumento de ERO e do sistema antioxante de defesa, que poderia estar 

relacionado aos danos genotóxicos observados. Em geral, hepatotoxicidade por 

MCs, associada com o estresse oxidativo, in vivo (Wang et al., 2000) e in vitro 

(Chen et al., 2005), é considerado o principal fator para danos no DNA, que 

consequentemente induziria a célula à apoptose (Pavan da Silva et al., 2011; 

Ibrahem et al., 2012). Testes genotóxicos, in vitro, mostraram que a MC-LR induz 

mutações gênicas, quebra do DNA e presença de micronúcleos em mamíferos e 

humanos (Gaudin et al., 2008) e testes in vivo demonstram  que a MC-LR induz 

danos no DNA em células hepáticas (Rao et al., 1998; Gaudin et al., 2008). 

Entretanto o mecanismo que levaria ao dano ainda não é claro, mas parece ser 

dose-dependente e tipo celular-dependente (Dias et al., 2014).  

Pavan da Silva e colaboradores (2011) mostraram que o extrato de MCs 

causou genotoxicidade em tilápias (O. niloticus) devido ao estresse oxidativo 

celular.  Os danos observados em traíras após a EC não são observados após 

EA, o que sugere uma rápida ativação do mecanismo de reparação 

principalmente pela DNA-polimerase (Alberts et al., 2002). Em exposições 

crônicas, Ibrahem e colaboradores (2012) observaram que a fragmentação do 

DNA aumentava de maneira tempo-dependente.   

Ainda, há evidências que MCs (principalmente a MC-LR) seja causadora de 

carcinogenicidade em vertebrados. Santos e colaboradores (2007) relataram que 
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em O. niloticus a marcação imunohistoquímica para o antígeno nuclear de 

proliferação celular (PCNA) foi aumentada nos hepatócitos após duas vias de 

exposição com MCs (imersão na água e injeção i.p.). Segundo os autores esse 

estímulo à proliferação de hepatócitos pode ser considerado um estímulo a uma 

promoção de tumor. Em traíras não houve aumento na proporção de hepatócitos 

PCNA-positivo em relação aos respectivos controles e não foram identificadas 

regiões PCNA-positivas no tecido hepático, mesmo após severas alterações 

celulares observadas após a EC, que indicariam presença de regeneração no 

tecido lesado ou proliferação exacerbada promotora de tumores. Considerando 

que o hepatócito é uma célula altamente diferenciada que raramente se divide, a 

sua capacidade de replicação não é perdida. A regeneração deveria induzida logo 

após destruição/remoção do parênquima hepático, para que a massa fosse 

restaurada (hiperplasia compensatória) (Jesus et al.,2000).  
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6 CONCLUSÕES 

No presente trabalho, a exposição de H. malabaricus ao extrato bruto de R. 

fernandoi contendo MCs (100 µg MC-LReq kg-1) por 12 horas e 96 horas 

(exposição aguda)  e, por exposição crônica durante 30 dias com injeções i.p.  a 

cada 72 h, permitiu concluir que: 

 

1. As principais variantes de MCs produzidas pela cepa R28 de R. fernandoi, 

MC-RR e MC-YR, classificam como uma cepa tóxica e causam 

hepatotoxicidade para H. malabaricus, entretanto, não causa mortalidade nas 

condições testadas. 

 

2. A variante MC-RR não se acumulou no fígado em exposição aguda, o que 

sugere metabolização e/ou excreção mais rápida do que a MC-YR, mas o 

acúmulo parece ser tempo-dose-dependente uma vez que após exposições 

crônicas houve acúmulo de ambas as MC. 

    

3. Embora não tenha ocorrido acúmulo no músculo é prematuro afirmar que o 

consumo de traíra contaminada com MCs seja seguro. Estudos com 

diferentes doses e tempo de exposição e, inclusive, forma de exposição são 

ainda necessários para qualificar quão seguros é a ingestão de traíras 

contaminadas com MC. 

 

4. A toxicidade das MC foi comprovada no fígado de traíras indicando danos 

hepatocelulares, mas não comprometendo o sistema de excreção biliar. 

 

5. As alterações macroscópicas e desorganização do parênquima hepático, 

principalmente em hepatócitos, em ambas as exposições, revelaram um 

quadro patológico que pode estar relacionado à inibição das fosfatases e 

sistema imune que, progressivamente, poderiam levar à necrose tecidual.  

 

6. O sistema de desintoxicação pelo fígado foi alterado após EC, o que foi 

evidenciado principalmente pelo aumento da atividade da EROD e inibição da 
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atividade da GST, sugerindo outros mecanismos de desintoxicação do tecido 

hepático.  

 

7. As ERO formadas, diretamente ou indiretamente pelas MCs e às substancia 

do extrato bruto, não levaram à lipoperoxidação e/ou oxidação de proteínas. 

O sistema antioxidante de defesa enzimático e não enzimático foi induzido e 

eficaz ao combate das ERO.  

 

8. As MCs causam aumento da demanda energética o que foi evidenciado pelo 

aumento da glicose no plasma e diminuição de glicogênio no fígado com 

preservação do metabolismo proteico. Por outro lado, os danos hepáticos 

provavelmente influenciaram a diminuição dos metabólitos envolvidos no 

metabolismo energético, principalmente após 30 dias. 

 

9. Em poucas horas, as MC podem comprometer de forma dose-tempo-

dependente a função hepática de Hoplias malabaricus. Todavia, parece haver 

umauma recuperação entre 12 e 96 horas após a injeção i.p. com o extrato 

bruto contendo MCs, mas não em peixes expostos continuadamente.  
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8 ANEXOS 

 

Anexo I.  Curva de calibração do kit ELISA para microcistinas para a extração E1 

e E2.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura: (A) curva para E1 e (B) curva para a E2. 

 

Curva de calibração – kit ELISA para microcistinas 

Concentração (µg L-1) Abs.1 Abs.2 Média DP CV (%) %B/B0 

Extrato - E1       

0 1,270 1,310 1,292 0,030 2,35 100 

0,3 0,875 0,809 0,833 0,034 4,07 64,5 

0,5 0,678 0,714 0,696 0,025 3,66 53,89 

1,0 0,512 0,553 0,533 0,029 5,44 41,23 

2,0 0,399 0,404 0,402 0,0035 0,88 31,09 

Extrato – E2       

0 1,394 1,393 1,394 0,0006 0,04 100 

0,3 0,928 0,875 0,902 0,026 2,94 64,69 

0,5 0,708 0,663 0,686 0,023 3,28 49,19 

1,0 0,502 0,478 0,490 0,012 2,45 35,16 

2,0 0,321 0,348 0,402 0,013 4,03 24,0 
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Anexo II.  Curvas analíticas por padronização externa, repetibilidade (precisão 

intra-dia) e exatidão para as variantes MC-RR e MCYR em CLAE-UV.  

 

 

 

Repetibilidade e Precisão do Método – E1 e E2 

Concentração (µg L-1) Repetibilidade (CV, %) Exatidão (%) 

Variante RR   
10,0 10,29 100,5 
5,0 9,12 96,03 
2,5 4,92 109,4 
1,5 3,81 98,54 
1,0 10,56 93,51 

Variante YR   
10,0 11,4 100,04 
5,0 13,28 97,46 
2,5 7,03 107,61 
1,5 1,64 93,46 
1,0 5,27 100,47 
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Anexo III. Curva de calibração dos padrões MC-RR e MC-YR (repetibilidade intra-

dia) pela transição da relação massa:carga (m/z) 520 ([M+2H]+2) e 534 

([M+H+Na]+2), respectivamente, com a transição para ambas de m/z 135 por 

CLAE-EM para o Protocolo Experimental I. 

 

 
 

Repetibilidade e Precisão do Método – E1  

Concentração (ng mL-1) Repetibilidade (CV, %) Exatidão (%) 

Variante RR   

500 1,94 99,77 

250 1,41 99,68 

150 2,77 101,32 

100 2,51 99,73 

50 3,83 101,85 

20 1,82 91,59 

Variante YR   

500 2,66 99,19 

250 2,39 102,88 

150 3,11 103,09 

100 2,98 98,29 

50 4,79 87,82 
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Anexo IV. Curva de calibração dos padrões MC-RR e MC-YR (repetibilidade 

intra-dia) pela transição da relação massa:carga (m/z) 520 ([M+2H]+2) e 534 

([M+H+Na]+2), respectivamente, com a transição para ambas de m/z 135 por 

CLAE-EM para o Protocolo Experimental II. 

 

 

 

 

Repetibilidade e Precisão do Método – E2 

Concentração (ng mL-1) Repetibilidade (CV, %) Exatidão (%) 

Variante RR   

500 2,60 101,71 

250 1,79 96,42 

150 2,00 97,11 

100 18,96 86,61 

50 4,50 91,91 

20 1,94 114,37 

Variante YR   

500 4,70 102,20 

250 5,14 94,61 

150 0,57 97,49 

100 9,95 85,00 

50 9,30 92,53 

20 10,25 110,98 
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“Seja um incentivador de pessoas, o 

mundo já tem críticos demais.” 

(Autor desconhecido) 

 

 


