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RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos toxicoldgicos agudos do extrato bruto da
macroalga Kappaphycus alvarezii em juvenis de Poecilia reticulata (guppy), por meio de testes
de toxicidade, analise histoldgica e monitoramento dos parametros fisico-quimicos da agua.
Foram testadas cinco concentracdes do extrato (4%, 6%, 8%, 10% e 12%) e um grupo controle,
com 20 animais por tratamento (10 por repeticao), expostos por 96 horas. A CLso foi estimada
para 24, 48, 72 ¢ 96 horas, sendo a CLs0-96h de 4,17% (IC: 3,54-4,90%). A sobrevivéncia foi
analisada por curvas de Kaplan-Meier com correcdo de Bonferroni, revelando diferengas
estatisticas significativas entre os tratamentos. Foram observadas lesbes histoldgicas
progressivas nas branquias (edema, fusdo lamelar, hipertrofia) e no figado (vacuolizacdo,
necrose, desorganizacdo celular), especialmente a partir da concentracdo de 6%. Os resultados
indicam que o extrato de K. alvarezii pode apresentar efeitos toxicos mesmo em concentracdes
relativamente baixas, ressaltando a importancia de avaliacfes especificas antes de sua aplicacdo
em sistemas aquicolas. Este estudo contribui com informaces relevantes para o uso sustentavel
de macroalgas marinhas como insumos funcionais na piscicultura ornamental e em sistemas de

produgdo mais ecoldgicos.

Palavras-chave: Toxicologia aquatica; histopatologia; aquicultura sustentavel.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the acute toxicological effects of the crude extract of the macroalga
Kappaphycus alvarezii on juveniles of Poecilia reticulata (guppy), through toxicity tests,
histological analysis, and monitoring of the water's physicochemical parameters. Five extract
concentrations (4%, 6%, 8%, 10%, and 12%) and a control group were tested, with 20 animals
per treatment (10 per replicate), exposed for 96 hours. The LCso was estimated for 24, 48, 72,
and 96 hours, with the LCs0-96h determined at 4.17% (CI: 3.54-4.90%). Survival was analyzed
using Kaplan-Meier curves with Bonferroni correction, revealing statistically significant
differences between treatments. Progressive histological lesions were observed in the gills
(edema, lamellar fusion, hypertrophy) and liver (vacuolization, necrosis, cellular
disorganization), especially from the 6% concentration onward. The results indicate that K.
alvarezii extract can present toxic effects even at relatively low concentrations, highlighting the
importance of species-specific evaluations before its application in aquaculture systems. This
study provides relevant information for the sustainable use of marine macroalgae as functional

inputs in ornamental fish farming and in more ecological production systems.

Keywords: Aquatic toxicology; histopathology; sustainable aquaculture.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por compostos bioativos de origem natural tem impulsionado
pesquisas envolvendo macroalgas marinhas, devido ao seu potencial farmacoldgico, ecologico
e industrial. Entre essas macroalgas, a alga vermelha Kappaphycus alvarezii destaca-se por ser
uma das principais fontes de carragenanas, polissacarideos sulfatados amplamente utilizados
como estabilizantes e espessantes nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica
(KUMAR et al., 2015).

Além das carragenanas, K. alvarezii é rica em compostos bioativos, como flavonoides,
taninos, compostos fendlicos e alcaloides, que conferem a alga propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatorias (DAS et al., 2023). Essas caracteristicas tornam a alga uma
candidata promissora para o desenvolvimento de produtos naturais e sustentaveis.

Devido a suas caracteristicas, o extrato de K. alvarezii tem sido estudado como
alternativa em protocolos de controle de ectoparasitas em peixes ornamentais, por isso é
fundamental o desenvolvimento de estudos que avaliem seus possiveis efeitos toxicos em
especies de agua doce, visando garantir a seguranca e a viabilidade de sua aplicacdo em sistemas
de producéo.

O guppy (Poecilia reticulata), um peixe de agua doce amplamente utilizado em estudos
ecotoxicoldgicos, tem sido empregado para investigar os efeitos de diversas substancias,
incluindo herbicidas e pesticidas, demonstrando altera¢6es histopatoldgicas significativas nas
brénquias e outros tecidos (ROCHA et al., 2015).

Pesquisas anteriores demonstraram que P. reticulata apresentou alteracdes
histopatoldgicas em tecidos como branquias e figado ap0s exposic¢ao a substancias quimicas,
incluindo metais pesados e extratos vegetais (OLIVEIRA, 2023). Essas alteracbes incluem
edema epitelial, descolamento do epitélio lamelar e hiperplasia, que séo indicativos de estresse
osmotico e toxicidade (ROCHA et al., 2015).

Considerando que a macroalga utilizada tem origem marinha e que o processo de
extracdo pode ndo eliminar completamente os sais minerais presentes, é plausivel que o extrato
tenha contribuido para um aumento local da salinidade, desencadeando tais altera¢fes. Estudos
com outras espécies, como peixe Guaru (Poecilia vivipara) e Pacu (Piaractus mesopotamicus),
também relatam respostas semelhantes em branquias frente a salinidade elevada ou a exposi¢édo
a extratos vegetais, corroborando os achados do presente trabalho (NOGUEIRA e SANTOS,
2019).
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Ressalta-se entdo a necessidade de estudos que avaliem os possiveis efeitos
toxicoldgicos da exposicdo de peixes ornamentais ao extrato de K. alvarezii, possibilitando a
padronizacdo e definicdo de doses seguras. Contribuindo para o desenvolvimento de futuros

protocolos de uso deste produto como alternativa no controle sanitario de peixes.
1.1 Objetivo Geral

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a tolerancia de juvenis de P. reticulata ao extrato
da macroalga K. alvarezii, determinando a concentracdo letal mediana - CLso em 96 horas e
investigando os efeitos histopatoldgicos nos 6rgdos dos peixes expostos. Espera-se, assim,
compreender melhor o impacto potencial dos compostos bioativos presentes na macroalga

sobre organismos aquaticos de agua doce.

1.2 Objetivos Especificos

« Definir as concentracdes adequadas do extrato de K. alvarezii para a realizacdo dos
testes de toxicidade aguda;

o Estimar a CLso em 96 horas utilizando métodos estatisticos apropriados;

« Auvaliar os efeitos histopatoldgicos nos tecidos das branquias e figado dos juvenis de
P. reticulata expostos ao extrato;

e Analisar a relacdo entre os efeitos toxicos observados e as variaveis fisico-quimicas

do meio ambiente experimental.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico Global, Classificacdo e Importancia Econémica

A espécie K. alvarezii é atualmente considerada a quinta macroalga mais cultivada no
mundo, consolidando-se como um dos pilares da aquicultura marinha global. O inicio do cultivo
comercial da espécie remonta a década de 1970, nas Filipinas, onde préaticas de cultivo foram
inicialmente desenvolvidas visando a producéo de carragenana, um hidrocoldide de alto valor
econémico. Desde entdo, o cultivo expandiu-se para, pelo menos, 23 paises, incluindo nove
localizados na Asia, quatro na Africa Oriental, quatro estados insulares do Pacifico e seis na
America Latina e Caribe, demonstrando sua notavel adaptabilidade a diferentes condicGes
ambientais e sua crescente importancia econémica para as comunidades costeiras envolvidas
(NUNES et al., 2025).
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Taxonomicamente, a macroalga K. alvarezii pertence ao Filo Rhodophyta, Ordem
Gigartinales, sendo comumente conhecida como alga vermelha (MARO e KAALE, 2025). A
espécie apresenta plasticidade morfol6gica, podendo ser facilmente confundida com outras
macroalgas semelhantes, ja que sua aparéncia varia conforme as condi¢6es ambientais. Seu talo
é cilindrico, de superficie lisa, com coloracdo que pode ir do verde-claro ao verde-oliva ou
marrom-avermelhado (WINDARTO et al., 2025).

Existem diferentes cepas da espécie, incluindo variedades verdes, vermelhas e marrons,
com varia¢des em sua composicao bioquimica de acordo com a linhagem, técnicas de cultivo e
as condices ambientais. No Brasil, a caracterizagdo de cepas verdes e vermelhas tem sido
estudada em regides tropicais, como Sdo Paulo, e subtropicais, como Santa Catarina
(AMADOR et al., 2025). A Figura 1 ilustra as variaces morfolégicas e cromaticas da
macroalga K. alvarezii, além de apresentar uma das formas de cultivo utilizadas, com imagens

registradas no Instituto de Pesca, em Ubatuba - SP.

Figura 1. Imagens da macroalga Kappaphycus alvarezii evidenciando varia¢fes na coloracéo
e na forma de cultivo. Fotografias de arquivo pessoal, realizadas no Instituto de Pesca, Ubatuba
- SP.
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O cultivo de K. alvarezii foi autorizado no Brasil a partir de 2020, nos estados de Sao
Paulo, Santa Catarina e Rio de Janeiro. A domesticacdo da linhagem marrom tetrasporofitica
ocorre desde 1995-1996 na Fazenda Marinha Experimental do Instituto de Pesca, em Ubatuba
(SP) (AMADOR et al., 2025).

No estado de Santa Catarina, o cultivo da espécie possui carater comercial. Além de seu
crescimento réapido, K. alvarezii apresenta alta capacidade de regeneracdo vegetativa,
facilitando sua propagacdo em substratos como corais ou outras superficies submersas
(WINDARTO et al., 2025).

A ampla disseminacdo geografica do cultivo de K. alvarezii reflete ndo apenas o seu
potencial biotecnoldgico, mas também a sua viabilidade como uma alternativa de renda
sustentavel em diversas regides tropicais e subtropicais do globo. Tal expanséo ¢ atribuida a
facilidade de propagacdo vegetativa, a resisténcia da alga a patogenos e a rapida taxa de
crescimento sob condi¢Ges ambientais favoraveis, tornando-a uma candidata ideal para projetos
de maricultura em pequena e larga escala (NUNES et al., 2025).

A principal aplicacdo industrial de K. alvarezii é a extracdo de carragenana, um
hidrocoldide polissacarideo sulfatado de ampla utilizacdo industrial como agente espessante,
gelificante e estabilizante. Este composto é especialmente valorizado pelas inddstrias
alimenticia (em produtos como laticinios, carnes processadas e alimentos a base de plantas),
farmacéutica (como excipiente em medicamentos) e cosmética (em cremes e lo¢des), dada sua
capacidade de formar géis estaveis em diferentes condi¢des fisico-quimicas (NGWAEROBO
etal., 2025; NUNES et al., 2025).

Em 2022, a producédo global estimada de K. alvarezii alcangcou aproximadamente 1,8
milhdo de toneladas, refletindo a crescente demanda por carragenana em maultiplos setores
industriais (NUNES et al., 2025). Além da carragenana, compostos bioativos presentes na alga
vém sendo estudados por suas propriedades antitumorais, antidiabéticas, anti-inflamatérias e
neuroprotetoras, o que reforca seu potencial terapéutico e funcional (WINDARTO et al., 2025).

A biomassa da alga também tem sido explorada em outras frentes inovadoras, como na
formulacdo de biofertilizantes e bioestimulantes agricolas, bem como na producdo de biofilmes
biodegradaveis, bioetanol e nanomateriais, ampliando ainda mais o escopo de sua utilizagdo em
tecnologias sustentaveis (NGWAEROBO et al., 2025).

2.2 Espécies Similares e Consideragdes Taxondmicas

Inicialmente classificada como Eucheuma cottonii, a macroalga K. alvarezii, até hoje

apresenta desafios quanto a sua distincdo de outras espécies morfologicamente semelhantes,
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como Eucheuma denticulatum (NUNES et al., 2025; SUBAKTI et al., 2025). Ambas pertencem
a mesma Ordem e sdo cultivadas comercialmente, com destaque para regides da Tanzania
(MARO e KAALE, 2025) e do Sudeste Asiatico (BOA VENTURA et al., 2025).

Juntas, as espécies do género Kappaphycus e a macroalga E. denticulatum respondem
por cerca de 11 milhdes de toneladas da producdo global de macroalgas, representando
aproximadamente 33,6% da producéo total de algas cultivadas mundialmente (NUNES et al.,
2025). Contudo, no Brasil, apenas o cultivo de K. alvarezii encontra-se regulamentado e
autorizado, com base nas diretrizes estabelecidas por normativas ambientais e sanitarias
nacionais (SUBAKTI et al., 2025).

2.3 Cultivo e Desenvolvimento da Producéo no Brasil

O cultivo experimental de K. alvarezii no Brasil iniciou-se entre 1995 e 1996, quando a
linhagem marrom, foi introduzida na Baia de Ubatuba, litoral norte do estado de S&o Paulo, por
meio da Fazenda Marinha Experimental do Instituto de Pesca de S&o Paulo. No entanto, a
autorizacdo oficial para a préatica de cultivo comercial foi concedida apenas em 2020 (como
relatado anteriormente), abrangendo os estados de S&o Paulo, Santa Catarina e Rio de Janeiro
(NUNES et al., 2025).

As condic¢des climaticas do Brasil, caracterizadas por clima tropical e subtropical, com
temperaturas da &gua variando entre 25 e 30°C, salinidade média de 28 a 35 g/L e ampla
disponibilidade de &reas costeiras adequadas para o cultivo de macroalgas, diferem
consideravelmente das regides tradicionalmente produtoras da espécie, como Filipinas,
Indonésia e China. Por essa razdo, sdo necessarios estudos detalhados para compreender a
composi¢do quimica e o comportamento fisioldgico da alga em ambientes brasileiros, de modo
a adaptar as praticas de cultivo e otimizar o desempenho produtivo das linhagens utilizadas
(NUNES et al., 2025).

A producdo nacional de K. alvarezii tem se concentrado principalmente em Ubatuba
(Sédo Paulo) e Floriandpolis (Santa Catarina), regides que oferecem infraestrutura adequada para
amaricultura e condi¢es ambientais favoraveis ao desenvolvimento da espécie (NUNES et al.,
2025). Ha também registros de iniciativas de cultivo em menor escala no estado do Rio de
Janeiro (SOUZA et al., 2025).

Em estudos realizados por NUNES (2025), foram comparadas amostras coletadas nas
regides de S&o Paulo e Santa Catarina e as mesmas revelaram diferengas significativas na
composicao bioquimica da biomassa. As amostras de Santa Catarina apresentaram teores mais

elevados de compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides e carboidratos totais, além de maior
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rendimento na extragdo de carragenana. Por outro lado, as amostras oriundas de Sdo Paulo
evidenciaram maior concentracdo de macro e micronutrientes, além de poliaminas e acidos
graxos (NUNES et al., 2025). Tais variaces demonstram que fatores ambientais, como
temperatura, salinidade, regime de luz e método de cultivo, influenciam diretamente o
metabolismo da alga e, consequentemente, sua composi¢éo bioquimica.

Aleém das variagBes ambientais, destaca-se também a importancia de se considerar 0s
diferentes morfotipos da alga - como os de coloracdo verde e vermelha - e suas origens
geograficas no processo de selecdo de linhagens destinadas a industria, visando otimizar tanto
o rendimento quanto a qualidade dos produtos derivados (NUNES e DUTRA et al., 2025).

2.4 Aplicacdes no Brasil e Potencial Biotecnoldgico

No Brasil, a producéo atual de K. alvarezii, especialmente na regido Sul, tem sido
voltada prioritariamente para a fabricacdo do Biostimulante Liquido de Kappaphycus (KLB),
um produto obtido a partir da moagem e prensagem da biomassa fresca da macroalga. O KLB
tem despertado crescente interesse no setor agricola devido a sua eficacia como bioestimulante
natural, promovendo o crescimento vegetal de forma sustentavel e reduzindo a necessidade de
fertilizantes quimicos (NUNES et al., 2025).

Embora ndo seja indicado um anico responsavel pelo desenvolvimento do produto no
Brasil, a producéo atual de K. alvarezii na regido Sul do pais &€ mencionada como sendo quase
totalmente voltada para a producdo comercial de KLB. H& registros da utilizacdo de KLB
comercial, produzido por uma empresa localizada em Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil,
como material em experimentos (BOA VENTURA et al., 2025).

O mercado global de bioprodutos derivados de fontes renovaveis esta em constante
expansao, 0 que posiciona o Brasil como um potencial produtor estratégico de K. alvarezii,
com capacidade para abastecer tanto a demanda interna quanto os mercados internacionais. A
utilizacdo sustentavel da alga pode representar uma alternativa economicamente viavel para
comunidades litoraneas, promovendo inclusédo socioeconémica, conservagdo ambiental e o
avanco de tecnologias limpas (BOA VENTURA et al., 2025).

2.5  Toxicidade de Extrato Vegetais

A diversidade e complexidade dos compostos bioativos das macroalgas torna-as
candidatas promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos e produtos naturais.
Conforme ja descrito, as macroalgas marinhas sdo fontes ricas de compostos bioativos com

potencial farmacoldgico, nutracéutico e industrial, no entanto, esses organismos também
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produzem uma variedade de metabodlitos secundarios, incluindo polissacarideos, polifendis,
carotenoides, esterois e alcaloides, que desempenham papéis cruciais na defesa contra
predadores, patdgenos e estresses ambientais (SOUZA et al., 2018).

Embora os extratos vegetais sejam frequentemente considerados alternativas
ambientalmente amigaveis aos produtos sintéticos, estudos tém demonstrado que eles podem
apresentar toxicidade significativa para organismos aquéaticos. A toxicidade varia conforme a
composigdo quimica do extrato, a concentracao utilizada e a sensibilidade das espécies expostas
(COSTA et al., 2021). Diversos compostos bioativos, como saponinas, taninos, alcaloides e
flavonoides, estdo entre 0s principais responsaveis por esses efeitos adversos.

Os mecanismos de toxicidade incluem estresse oxidativo, danos ao DNA, alterac6es
enzimaticas e efeitos comportamentais. Por exemplo, taninos presentes em extratos de
Terminalia catappa provocaram altera¢fes na atividade das enzimas antioxidantes e aumento
de peroxidacdo lipidica em tilapias (Oreochromis niloticus) (SANTOS et al., 2019). Extratos
de sementes de Azadirachta indica (neem), ricos em limonoides, demonstraram efeitos letais e
subletais em camardes Penaeus vannamei, associados a disturbios metabdlicos e mortalidade
(PADUA et al., 2020). Em invertebrados, alcaloides isolados de extratos de plantas medicinais
foram relacionados a alteragcdes comportamentais e reducdo na taxa de filtragdo em moluscos
bivalves (FERREIRA et al., 2022).

Além de vegetais superiores, alguns estudos com macroalgas também apontaram
potenciais efeitos adversos. Extratos de Sargassum spp. e Ulva spp. demonstraram atividade
antiparasitaria, porém induziram alteracGes histologicas em tecidos hepéticos e branquiais de
peixes expostos a concentracdes elevadas (KUMAR et al., 2021). No caso da macroalga
Kappaphycus alvarezii, extratos brutos apresentaram atividade antioxidante significativa, mas
também evidenciaram toxicidade aguda em bioensaios com Daphnia magna e larvas de peixes
ornamentais (OLIVEIRA et al., 2023).

Dessa forma, a avaliacdo da toxicidade de extratos vegetais é crucial para garantir a
seguranca dos organismos de acordo com a sua aplicacdo. Para exemplificar, no uso de extratos
com o objetivo de conter ectoparasitas em organismos aquaticos, testes toxicoldgicos
padronizados séo essenciais para identificar riscos potenciais e estabelecer limites seguros de
uso (COSTA etal., 2021).
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2.6 Guppy (Poecilia reticulata) como organismo-teste em toxicologia aquética

Poecilia reticulata, popularmente conhecida como lebiste ou guppy, é uma espécie de
peixe viviparo pertencente a Familia Poeciliidae, que retne cerca de 216 espécies, inserida na
Ordem Cyprinodontiformes. Classificado como um peixe eurihalino secundario de agua doce,
0 guppy apresenta ampla distribuicdo natural em ambientes dulcicolas e estuarinos, desde 0s
Estados Unidos até a Argentina (FERREIRA et al., 2018; LARSSON et al., 2019; NEVES et
al., 2019).

Originalmente nativa dessas regides, a espéecie foi introduzida em diversos paises ao
redor do mundo, principalmente em funcdo de sua popularidade no aquarismo ornamental,
sendo considerada uma das espécies de peixes ornamentais mais produzidas e comercializadas
globalmente, ao lado de outras da mesma familia, como Xiphophorus hellerii, Xiphophorus
maculatus e Poecilia sphenops (NEVES et al., 2019). A disseminacdo do guppy também se
deve ao seu uso em laboratérios de pesquisa no mundo ocidental, no Japdo e no Brasil, onde,
por exemplo, P. reticulata ja foi escolhida como espécie padréo para bioensaios de toxicologia.

A utilizacdo do guppy como organismo-teste esta consolidada em protocolos e
diretrizes internacionais de toxicologia, incluindo aquelas estabelecidas pela Organizagdo para
a Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 1982) e pela Comunidade Econémica
Europeia (EEC, 1992). Tais diretrizes validam sua eficacia tanto em ensaios de toxicidade
aguda quanto cronica, legitimando sua ado¢do como modelo padrdo em avaliagdes de risco
ambiental (CASTRO et al., 2004; KOLAROVA et al., 2021).

O sucesso do guppy na aquicultura ornamental e na pesquisa cientifica como
organismo-teste esta diretamente relacionado a uma série de atributos bioldgicos favoraveis
(CASTRO et al., 2004; FERREIRA et al., 2018; ZHENG et al., 2018):

e Pequeno porte: machos com 2,5-3,5 cm e fémeas com 3,5-5,5 cm;

e Facilidade de manejo e reproducdo em cativeiro;

e Ciclo de vida curto, atingindo a maturidade sexual em cerca de trés meses;

e Reproducgdo continua durante todo o ano, elevada taxa de natalidade;

e Dimorfismo sexual evidente, facilitando a diferenciacédo entre sexos;

e Ampladistribuicdo geografica em aguas doces tropicais, o que amplia sua relevancia
para estudos realizados em ambientes tropicais, onde ha caréncia de dados
ecotoxicoldgicos contextualizados.

Tais atributos tornam a espécie especialmente indicada para estudos de biologia do

desenvolvimento, toxicologia, ecotoxicologia e biomonitoramento, com vantagens como baixo
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custo e sensibilidade a contaminantes, além de tolerancia a ambientes impactados por poluicao
orgénica. Ainda, ha registros de que diferentes linhagens de guppy apresentam tolerancia
variavel a salinidade, o que permite sua adaptacdo inclusive a ambientes marinhos, sendo
sugerido o cultivo em salinidades entre 15 e 20 g/L para manutencdo de estoques de
organismos-teste em bioensaios com amostras estuarinas (NEVES et al., 2019).

A consolidacdo do guppy como organismo-teste em toxicologia aquética é respaldada
por sua inclusdo em normas internacionais, por sua versatilidade experimental e pela variedade
de aplicacdes que abrange desde testes classicos de toxicidade aguda até estratégias inovadoras

de biomonitoramento e diagnoéstico molecular.

2.7 Métodos de Toxicologia

A toxicologia é essencial para avaliar os impactos da poluicdo em ambientes aquaticos,
identificando precocemente danos causados por poluentes em organismos como 0s peixes, que
sdo altamente sensiveis a essas alteracGes. Permite o uso de biomarcadores para monitorar a
toxicidade e auxilia no desenvolvimento de sistemas eficazes de controle ambiental. Além
disso, garante a seguranca e padronizacao de bioprodutos, como os derivados de macroalgas,
assegurando seu uso responsavel na industria (AMADOR et al., 2025).

A toxicologia aquatica emprega uma variedade de métodos para avaliar os efeitos de
substancias quimicas em organismos aquaticos. Os testes podem ser classificados em agudos,
que avaliam efeitos letais em curto prazo, e cronicos, que consideram exposi¢Oes subletais
prolongadas. Além disso, abordagens como a analise de biomarcadores permitem a deteccéo de
alteracdes bioquimicas e fisiologicas fruto da exposicdo aguda ou crbnica (FERREIRA e
SOUSA, 2024).

A escolha do método depende dos objetivos do estudo, das caracteristicas da substancia
testada e das especies envolvidas. A padronizacdo dos protocolos é fundamental para garantir
a reprodutibilidade e comparabilidade dos resultados (FERREIRA e SOUSA, 2024).

A Concentragdo Letal Mediana (CLsg) € uma medida amplamente utilizada na
toxicologia para determinar a concentragdo de uma substancia que causa a morte de 50% dos
organismos testados em um determinado periodo de exposi¢do. Esse parametro fornece uma
estimativa da toxicidade aguda de compostos fisico-quimicos e auxilia na comparacdo entre
diferentes estressores (PEREIRA, 2024).

A determinacdo da CLsg envolve a exposi¢cdo de grupos de organismos a diferentes

concentracdes da substancia e a observacdo das taxas de mortalidade. Os dados obtidos sdo
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analisados estatisticamente, frequentemente utilizando a anélise de Probitos, para estimar a
CLso (PEREIRA, 2024).
Essa compreensdo é essencial para a avaliacdo de riscos ambientais e também para o
estabelecimento de limites seguros de exposicao a substancias quimicas em cativeiro.
O estudo histolégico € fundamental como ferramenta em pesquisas toxicoldgicas aplicadas
a aquicultura e ao monitoramento ambiental, pois permite avaliar a salde dos organismos
aquaticos e, consequentemente, a do ecossistema em que estdo inseridos. Essa abordagem
possibilita a deteccdo precoce de alteracbes qualitativas e quantitativas nos tecidos, antes

mesmo do surgimento de sinais clinicos severos ou letais (PEREIRA et al., 2014).

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos éticos e regulamentares

Todos os procedimentos realizados com 0s animais obedeceram as diretrizes da Lei n°
11.794/2008 (Lei Arouca) e do Decreto n° 6.899/2009, que regulamentam o uso cientifico de
animais no Brasil. O projeto experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG), protocolo n® 74/2024.

As condicBes de manejo e experimentacdo buscaram minimizar o sofrimento dos
animais, com monitoramento constante e procedimentos de eutanasia realizados em casos

necessarios para evitar dor prolongada.

3.2 Coleta e preparo dos extratos da macroalga Kappaphycus alvarezii

Todo o processo desde a coleta até a obtencdo do extrato de K. alvarezii podem ser
observados nas figuras 2 e 3. A coleta das amostras da macroalga K. alvarezii foi realizada no
Instituto de Pesca localizado em Ubatuba, Sdo Paulo, uma regido reconhecida pela qualidade
das suas areas de cultivo marinho e pela expertise em manejo de macroalgas. As algas foram
coletadas manualmente, procedimento realizado por pesquisadores especializados para
minimizar danos fisicos aos tecidos, uma pratica importante para preservar 0S compostos
bioativos presentes.

O local de coleta caracteriza-se por possuir condi¢cdes ambientais controladas que
favorecem a biomassa e a qualidade da macroalga, incluindo parametros de salinidade,
temperatura e incidéncia solar adequados para o cultivo da espécie. A coleta manual foi feita
preferencialmente durante a maré baixa, facilitando o acesso e a remocdo das algas sem

comprometer o substrato e evitando contaminagdes cruzadas.
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Ap0s a coleta, as macroalgas foram transportadas em recipientes refrigerados até o
laboratdrio para o processamento imediato. Em seguida, as amostras foram lavadas com &gua
doce potavel, com o objetivo de remover impurezas como areia, sal, organismos epifitos e
residuos organicos aderidos. Essa etapa é fundamental para garantir a pureza do extrato e evitar
interferéncias nas analises posteriores.

O preparo do extrato iniciou-se com a trituracédo das algas utilizando um liquidificador
industrial, equipamento escolhido pela sua capacidade de processar grandes volumes e facilitar
a liberacdo dos polissacarideos e outros compostos bioativos. A trituracdo foi realizada até a
obtencédo de uma pasta homogénea, condigdo necessaria para otimizar a extracdo dos compostos
de interesse.

Posteriormente, a mistura triturada foi submetida a filtragdo utilizando filtros de pano
de algodao, técnica tradicional que possibilita a remocao eficiente de residuos sélidos e fibras
grosseiras, resultando em um extrato liquido mais puro e adequado para as etapas seguintes.
Este método ¢ preferivel a filtros sintéticos para evitar a contaminacéo quimica.

O extrato obtido foi acondicionado em recipientes plasticos e mantidos em refrigeracao
até a realizacdo dos testes toxicologicos. A opcao pelo extrato liquido deve-se a intencéo de
avaliar a toxicidade do material na sua forma mais préxima ao uso potencial, diferentemente da
carragenina precipitada com alcool, procedimento comum em estudos industriais.

E importante ressaltar que, apesar de estudos envolvendo carragenina isolada utilizarem
etapas de precipitacdo com etanol ou isopropanol para purificacdo, neste experimento optou-se
por utilizar exclusivamente o extrato liquido para preservar a complexidade natural da matriz

da macroalga.

Figura 2. Coleta e preparo do extrato da Macroalga K. alvarezii. Arquivo pessoal



25

Processo de Coleta e Preparagao de Algas

Coleta Manual de Algas

If?% Transporte Refrigerado

[l | -

C':,: Lavagem com Agua Doce
Trituracao Industrial
Filtragao com Pano de Algodao

Armazenamento Refrigerado

Figura 3. Processo de coleta e preparacdo do extrato de macroalgas

3.3 Cultivo de Poecilia reticulata em laboratério

Os juvenis de P. reticulata (guppy), utilizados como organismos-teste, foram adquiridos
de um criatério comercial em Muriaé, Minas Gerais, Brasil. Os peixes passaram por um periodo
de quarentena de 15 dias em ambiente controlado para garantir a sadde e aclimatacdo aos
parametros laboratoriais.

Durante a quarentena, os animais foram mantidos em tanques com agua acondicionada
para simular as condi¢Bes naturais, com monitoramento diarioda temperatura (entre 25 e 27°C),
pH (7,0 a 7,5) e oxigénio dissolvido (> 6 mg/L). O sistema de aeracao foi mantido durante todo
0 experimento, utilizando bombas de ar para aquarios, conectadas a mangueiras de silicone e
pedras porosas difusoras, que garantiram a oxigenagdo adequada dos recipientes experimentais.
A renovacao parcial da agua foi realizada a cada dois dias, com o objetivo de manter a qualidade
da agua dentro dos parametros ideais. Os meios foram preparados previamente em béqueres,
de acordo com cada tratamento: nos grupos experimentais, foi adicionada a diluicdo do extrato
de K. alvarezii nas concentragcdes previamente estabelecidas, enquanto os aquérios controle
receberam apenas agua sem adicao do extrato. Posteriormente, 0s meios foram transferidos para

os aquarios. As medicdes de qualidade da dgua foram realizadas com auxilio de um medidor
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portatil de pH/Condutividade/TDS (HI198129, HANNA) e de um oximetro (Modelo 550A,
YSI).

A alimentacdo dos peixes consistiu em racdo comercial especifica para peixes
ornamentais (Nutriflakes), fornecida duas vezes ao dia até 24 horas antes do inicio dos testes.
Esse manejo visou garantir que os animais estivessem em condi¢des fisiologicas adequadas
para o experimento, além de evitar possiveis interferéncias alimentares durante a exposi¢do aos
extratos no teste toxicologico.

Os peixes foram selecionados considerando o peso meédio corporal (0,3763 g) e apenas
machos foram utilizados para padronizagdo da amostra e evitar variabilidade causada por
diferengas sexuais, que podem influenciar na sensibilidade ao extrato. A biometria foi realizada
previamente utilizando balanca analitica de alta precisdo e medidores de comprimento

padronizados.

3.4 Teste toxicol6gico agudo

O teste toxicolégico agudo foi conduzido no laboratorio de qualidade de agua, no
LAQUA, UFMG, com base nas diretrizes da Organizacdo para Cooperacao e Desenvolvimento
Econébmico (OCDE, 2019 — Guideline 203) e conforme a norma brasileira ABNT NBR
15088:2011, que trata da avaliacdo da toxicidade aguda de substancias quimicas sollveis em
agua em peixes. O periodo de exposicao foi de 96 horas, considerado adequado para a avaliacdo
de efeitos agudos em organismos aquaticos.

As concentragdes testadas foram estabelecidas com base em um teste toxicoldgico
agudo preliminar, conduzido conforme a referida norma da ABNT, o qual permitiu identificar
a faixa de concentracdo letal necessaria para a realizacdo do teste definitivo de toxicidade
aguda.

A partir do teste preliminar, os grupos experimentais foram definidos como 4, 6, 8, 10
e 12% do extrato liquido da macroalga, além do controle contendo apenas agua do sistema.

No inicio do experimento, os animais (n = 10) foram distribuidos em 12 béqueres de
vidro de um litro, com grupos experimentais definidos pelas concentracfes de extrato (controle,
4%, 6%, 8%, 10% e 12%), em duplicata, totalizando 120 peixes.

Durante as 96 horas de exposi¢do no teste de toxicidade aguda, os peixes ndo foram
alimentados, conforme recomendado pela norma NBR 15088, a fim de evitar interferéncias

metabdlicas e a degradacdo da qualidade da agua por residuos nitrogenados. A renovacao total
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dos meios foi realizada diariamente, caracterizando um teste semi-estatico, garantindo
condicOes estaveis e controladas de exposi¢do ao longo do experimento.

A mortalidade dos animais foi monitorada a cada 30 minutos, com observacoes
frequentes, permitindo o registro detalhado do tempo de exposicdo até o obito, informacéo
fundamental para a andlise cinética da toxicidade. O monitoramento também foi empregado
para a identificacdo de sinais clinicos de toxicidade e retirada imediata dos individuos mortos.
A confirmacéo da morte foi realizada mediante auséncia de movimento respiratorio e resposta
a estimulos mecanicos utilizando um bastdo de vidro, procedimento padrdo para garantir a
precisdo no registro dos dados.

Os peixes que vieram a ébito durante o experimento foram imediatamente fixados em
solugcdo de Bouin, seguindo protocolos estabelecidos para analise histopatologica (LUNA,
1968).

Os parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados diariamente antes e ap0s as
trocas totais de agua. As variaveis monitoradas incluiram pH, concentracdo de oxigénio
dissolvido (mg/L), saturacdo de oxigénio (%), temperatura (°C), salinidade (g/L) e
condutividade elétrica (mS/cm). Esse monitoramento rigoroso assegurou a estabilidade
ambiental durante o periodo experimental, evitando interferéncias que pudessem comprometer

a interpretagéo dos resultados.

3.5 Estudo histologico

Para avaliar os efeitos deletérios da exposi¢do aguda ao extrato de macroalga, os peixes
foram submetidos ao estudo histolégico focado nos érgdos-alvo mais relevantes a toxicantes
aquaticos, quais sejam, as branquias e o figado.

As etapas de processamento histoldgico seguiram o protocolo descrito por Luna (1968)
e Prophet et al. (1992). Os individuos mortos durante o experimento foram fixados em solugéo
de Bouin por 24 horas, procedimento que promove a preservacdo adequada dos tecidos durante
0 processamento. Apos a fixacdo, os tecidos foram mantidos em alcool 70%. Na sequéncia, as
amostras sofreram desidratacdo fracionada por alcoois, diafanizacdo em xilol e foram incluidas
em parafina. Cortes histoldgicos transversais com espessura média de 5 um foram realizados
utilizando micrétomo manual Accu-Cut® SRM 300 LT, garantindo a uniformidade e a
qualidade das laminas destinadas a analise microscopica. As laminas confeccionadas foram
coradas com hematoxilina e eosina (H&E), técnica histoldgica classica amplamente utilizada

para a identificacdo das estruturas celulares e avaliagdo de alteragcdes patoldgicas nos tecidos.
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A anélise histopatoldgica contemplou a observacdo e quantificacdo de lesbes, como
hiperplasia, necrose, inflamagao e alterac6es morfologicas nas branquias, bem como a avalia¢do
do grau de comprometimento hepatico, incluindo degeneracdo celular e alteragdes estruturais.

Nas branquias, foi realizada a contagem das lamelas comprometidas, bem como a
observagdo do espessamento epitelial. As alteracGes hepaticas foram classificadas segundo o
grau de intensidade - leve, moderado e severo - seguindo protocolos estabelecidos para estudos
toxicoldgicos em peixes (HINTZ e RONIS, 2008; BRUNNER, 2011).

3.6 Andlise estatistica

Os dados de qualidade de agua foram planilhados e analisados utilizando os softwares
Infostat e Rstudio.

As CLso, em relagdo aos tempos de exposi¢do, foram estimadas empregando-se o
aplicativo “Trimmed Spearman-Karber” (TSKM).

Para a comparacdo dos parametros de qualidade da &gua entre os tratamentos foi
realizada analise de variancia (ANOVA) em delineamento inteiramente casualizado. Em casos
de diferencas estatisticas significativas, foi aplicado o teste a posteriori de Tukey, com nivel de
significancia de 5%, para identificacdo dos grupos que diferiram entre si.

A mortalidade cumulativa também foi analisada com o auxilio de graficos de Kaplan-
Meier e testes log-rank para comparagdo das curvas de sobrevivéncia entre 0s tratamentos.

A analise histoldgica teve carater quali-quantitativo, com avaliagdes semiquantitativas
das lesdes observadas e analise descritiva dos achados, complementando as informagGes da
toxicidade aguda.

Os dados referentes ao nimero de lesbes branquiais e hepaticas foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis, sequido de comparag6es multiplas pelo teste de Dunn com corre¢édo de
Bonferroni para controlar o erro do tipo | devido ao nimero de comparages realizadas. O ajuste
reduziu o nivel de significancia para p < 0,0033, considerando-se 15 comparacdes, a fim de
evitar falsos positivos. Os resultados foram representados por boxplots gerados no software R.

As alteragdes histopatologicas foram avaliadas de forma diferenciada nas branquias e
no figado. Nas branquias, realizou-se a contagem do numero de lamelas comprometidas,
permitindo uma quantificacdo direta das alteracdes presentes. Ja no figado, as lesdes foram
classificadas em escores de intensidade para refletir o grau de comprometimento tecidual:
“leve” indicou alteracOes discretas, com poucas areas afetadas e danos de baixa intensidade;

“moderado” indicou alteracdes mais evidentes, com maior extensdo e intensidade; ¢ “severo”
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caracterizou lesdes extensas, com comprometimento acentuado das estruturas celulares e
presenca de alteragdes patoldgicas significativas. Essa abordagem combinada possibilitou uma

avaliacdo semiquantitativa confiavel dos efeitos do extrato nos diferentes 6rgéos analisados.

4 RESULTADOS

4.1 Sobrevivéncia e CLsg

Durante o periodo de exposi¢do dos juvenis de P. reticulata ao extrato de K. alvarezii, 0s
parametros fisico-quimicos da dgua foram monitorados e apresentaram variacdes em funcéo
das concentracOes do extrato. Observou-se uma tendéncia clara de aumento da salinidade e da
condutividade elétrica com a elevagdo das concentracGes, indicando a presenca crescente de
substancias dissolvidas, possivelmente sais e compostos bioativos provenientes da macroalga.
Esses aumentos foram mais expressivos nos tratamentos de 10% e 12%, atingindo
respectivamente 4,94 + 1,48 g/L para salinidade e 9,48 + 0,16 mS/cm para condutividade
(Tabela 1).

O pH apresentou uma leve acidificacdo progressiva com o aumento da concentracdo do
extrato, variando de 7,75 £ 0,16 no controle a 6,83 + 0,01 na concentracdo de 12%. O oxigénio
dissolvido (OD) e a saturacdo permaneceram dentro de niveis considerados adequados para a
espécie ao longo de todos os tratamentos, garantindo condi¢cdes ambientais estaveis para a
avaliacdo toxicologica. A temperatura manteve-se relativamente constante, com variacGes

minimas entre os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios (x desvio padrdo) dos parametros de qualidade da agua durante o
periodo de sobrevivéncia dos juvenis de Poecilia reticulata expostos a diferentes concentraces
do extrato de Kappaphycus alvarezii. As diferencas significativas entre as concentragdes (p <
0,05) foram determinadas pelo teste de Dunn com correcédo de Bonferroni.

Parametro Controle 4% 6% 8% 10%  12%
pH 7.89 +£0.05 7.56 £0.28 7.56 £ 0.30 - - -
OD (mg/L) 6.29 +0.06 4.74 £ 1.36 529+ 1.31 - - -
Saturagdo 81.15+0.07 55.66+21.94 59.77+20.56 - - -
Temperatura (°C) 23.80+ 0.28 23.51+0.62 23.47+£0.73 - - -
Salinidade g/L 0.87 + 0.00 2.16+0.14 2.78 +0.14 - - -

Condut. (mS/cm) 1.74 £ 0.01 4.324+0.29 5.59+£0.25 - - -
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Com base na CLs-96h foi possivel estimar o nivel de seguranca do extrato de
macroalga para juvenis de P. reticulata, aplicando o fator de aplicagdo 0,1, conforme
procedimento padrdo em toxicologia aquatica (SPRAGUE, 1971). A CLso diminuiu
progressivamente com o tempo de exposicédo, de 5,71% ap0s 24 horas até 4,17% apds 96 horas,
demonstrando aumento da toxicidade com o tempo (Tabela 2). O nivel de seguranca estimado
foi de 0,42%, indicando que concentracdes abaixo deste valor séo consideradas seguras para a
espéecie nas condicdes do experimento. No entanto, preconizamos a realizacdo de testes
subletais para confirmacdo dos niveis seguros de exposi¢éo.

A andlise estatistica via teste log-rank com correcdo de Bonferroni (p < 0,0033)
evidenciou diferencas significativas entre as curvas de sobrevivéncia dos grupos. O controle
apresentou diferenca significativa em relacdo a todas as concentragdes testadas, assim como o
tratamento 4% diferiu de todos os demais. O tratamento 6% também foi diferente das demais
concentracdes testadas, enquanto os tratamentos de 8% e 10% néo apresentaram diferencas

significativas entre si, mas diferiram da concentracdo de 12%.

Tabela 2. Valores de CLso (%), intervalo de confianga (IC 95%) e nivel de seguranga (%) para
juvenis de Poecilia reticulata expostos ao extrato de Kappaphycus alvarezii por até 96 horas.
Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,0033) entre as concentracdes pelo
teste log-rank com correcéo de Bonferroni.

Tempo (h)  CLso (%) IC (95%) (%) Nivel de Diferenca
Seguranca (%)
24 571 5,22 -6,25 - a
48 5,29 4,89 -5,73 - b
72 4,31 3,77 —-4,92 - c
96 4,17 3,54 -4,90 0,42 d

Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os grupos, determinadas
pelo teste log-rank com correcdo de Bonferroni (p < 0,0033). Valores que compartilham a
mesma letra ndo diferem significativamente entre si.

A curva de Kaplan-Meier (Figura 3) ilustra a probabilidade de sobrevivéncia dos juvenis
de P. reticulata ao longo de 96 horas de exposicéo a diferentes concentragdes do extrato de K.
alvarezii (controle, 4%, 6%, 8%, 10% e 12%).
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Figura 4. Curvas de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de Poecilia reticulata expostos por 96 horas
a diferentes concentracdes do extrato de Kappaphycus alvarezii. A analise estatistica pelo teste
log-rank com correcdo de Bonferroni revelou diferencas significativas entre os grupos (p <
0,0001)

O grupo controle apresentou 100% de sobrevivéncia durante todo o periodo
experimental. Ja o tratamento com 4% de extrato manteve uma taxa de sobrevivéncia de 55%
ao final das 96 horas, com mortalidades ocorrendo de forma gradual ao longo do tempo. Na
concentracdo de 6%, apenas um peixe sobreviveu até o final do experimento (5%), enquanto

nas concentragdes de 8%, 10% e 12% todos o0s animais vieram a Obito antes das 96 horas.

4.2 Anélise de Lesdes Branquiais

Foram observadas alteracGes histoldgicas progressivas nas branquias de P. reticulata
expostos ao extrato de K. alvarezii, caracterizadas principalmente por edema, fusao lamelar,
hiperplasia e descolamento epitelial. Essas lesdes tornaram-se mais frequentes e intensas a
partir da concentracdo de 4% do extrato, estando associadas ao aumento da toxicidade. Para
avaliar de forma quali-quantitativa esses efeitos, foi realizado estudo do nimero total de lesdes
histoldgicas identificadas por tratamento.
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Figura 5. Numero de lesdes branquiais em Poecilia reticulata expostos a diferentes
concentracdes do extrato de Kappaphycus alvarezii. As letras acima das caixas indicam 0s
agrupamentos estatisticos obtidos pelo teste de Dunn com correcdo de Bonferroni. Tratamentos
identificados com letras diferentes apresentam diferenca estatistica significativa entre si (p <
0,0033).

O grupo controle apresentou valores significativamente inferiores a todos 0s
tratamentos, com numero médio de lesdes proximo a zero. A partir da concentracdo de 4%,
observou-se um aumento expressivo no nimero de lesdes branquiais. No entanto, ndo houve
diferenga estatistica significativa entre as concentragfes testadas (p > 0,0033), conforme
demonstrado tanto pelos valores de lesdes individuais quanto pelo escore de lesdo branquial
aplicado, que considerou a gravidade e a extensao das alteracdes histoldgicas observadas.

Na Figura 5, os boxplots mostram a distribuicdo do nimero de les6es branquiais para
cada tratamento, com a mediana representada pela linha central das caixas e 0s quartis nos

limites superior e inferior. Os pontos isolados indicam valores considerados “outliers”.
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Figura 6. Fotomicrografias das branquias de Poecilia reticulata expostos a diferentes
concentracdes do extrato de Kappaphycus alvarezii (aumento de 40x).

A Figura 6 apresenta imagens representativas das alteragcBes histopatologicas
observadas nas branquias de P. reticulata expostos a diferentes concentra¢@es do extrato de K.
alvarezii.

Na imagem 6A, observa-se uma branquia de um individuo exposto a concentracdo de
10% (14h 40’ de exposigdo). A principal alteragdo evidenciada é o descolamento epitelial
acentuado, marcado pela letra c, caracterizado por uma projecdo do epitélio lamelar com
aspecto visivelmente edemaciado. Essa alteracdo é sugestiva de acumulo de fluido na matriz
intercelular, possivelmente devido ao aumento da permeabilidade tecidual e a desorganizacéo

das juncoes celulares, indicando um quadro de edema severo.
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A imagem 6B refere-se & branquia de um animal da concentragio de 6%. E possivel
identificar a fusdo de lamelas secundarias (representada pela letra b), um processo que reduz a
superficie de contato com o ambiente externo, funcionando como uma tentativa de protecédo
frente ao estresse. Também sdo visiveis areas de deslocamento epitelial com edema, indicadas
pelas setas com a letra a, sugerindo a retencdo de fluido entre as camadas celulares - o que é
compativel com acumulo de agua - e reforcando a presenca de alteragdes relacionadas ao
desequilibrio osmatico.

Na imagem 6C, observa-se a branquia pertencente a um individuo exposto a
concentracdo de 12% do extrato, apés 9 horas e 5 minutos de exposicdo. A alteracdo
predominante é a hiperplasia de células epiteliais, indicada pela letra d, caracterizada pelo
aumento no numero de células, especialmente nas regides basais, levando ao espessamento do
epitélio. Essa alteracdo é uma resposta adaptativa comum em peixes submetidos a condicdes
ambientais adversas, com o objetivo de reforgar a barreira protetora do tecido branquial frente
ao estresse quimico ou osmatico.

Além disso, é possivel observar o descolamento do epitélio (letra ¢), um tipo de lesdo
gue compromete a integridade do epitélio respiratorio e pode afetar a eficiéncia das trocas
gasosas.

Por fim, a imagem 6D mostra uma branquia de animal também exposto a concentracao
de 12% do extrato, apds 14 horas de exposicdo. A alteracdo mais evidente € a necrose
generalizada do tecido branquial (letra €), observada pela perda da organizacdo lamelar e
destruicdo celular difusa, indicando um quadro irreversivel de dano estrutural severo. Esse
colapso celular € tipico de situacBes em que o estresse tdxico ultrapassa 0s mecanismos de
adaptacéo e defesa do organismo.

Além disso, observa-se hiperplasia de células epiteliais em regides adjacentes as areas
necroticas, representando uma tentativa inicial de resposta adaptativa que, no entanto, foi
insuficiente diante da intensidade do dano. A presenca simultanea de hiperplasia e necrose
sugere um processo continuo e progressivo de lesdo tecidual.

Essas alteracOes, observadas de forma distinta nas diferentes concentragdes, refletem a
intensidade do impacto do extrato sobre as estruturas branquiais e a complexidade das respostas
fisiologicas dos peixes expostos, variando desde processos adaptativos (como fusdo e

hiperplasia) até danos irreversiveis (Como necrose).
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4.3  Analise de grau de lesdes hepaticas

Foram observadas alteraces hepaticas nos juvenis de P. reticulata expostos ao extrato
de K. alvarezii, as quais variaram conforme a concentragdo testada. As lesdes identificadas
incluiram vacuolizacdo citoplasmatica, necrose e desorganizacao celular, ocorrendo de forma
mais evidente nas concentra¢fes mais elevadas. Para quantificar essas alteracées, foi atribuido
um escore de grau de lesdo hepatica de acordo com a intensidade observada, cujos resultados
séo apresentados na Figura 7.

pish ab ab b

Grau de lesdo hepatica

Controle 4% 6% 8% 10% 12%
Tratamentos

Figura 7. Grau de lesdo hepatica em Poecilia reticulata apds exposicdo ao extrato de
Kappaphycus alvarezii por 96 horas. As letras posicionadas acima das colunas indicam os
agrupamentos estatisticos obtidos pelo teste de Dunn com correcéo de Bonferroni. Tratamentos
que compartilham a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, enquanto tratamentos
com letras distintas apresentam diferenga significativa.

A Figura 7 apresenta o grau de lesdo hepatica observado em juvenis de P. reticulata
expostos a diferentes concentragdes do extrato de K. alvarezii durante 96 horas. Os valores
foram expressos por meio de escores histopatologicos, considerando a intensidade das

alteracdes celulares hepaticas em cada grupo experimental.
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Os grupos controle, 4% e 6% (letra a) apresentaram escores minimos de lesdo hepatica,
caracterizando alteragOes leves e estatisticamente semelhantes. As concentragdes de 8% e 10%
(letra ab) mostraram aumento nos escores médios, significativamente superior aos grupos
controle, 4% e 6%, porém sem diferenca entre si. Ja o tratamento com 12% (letra b) apresentou
0 maior grau de leséo hepatica, diferindo significativamente de todos os demais tratamentos,

indicando maior severidade das alteragcdes em concentracfes mais elevadas do extrato.
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ao extrato de Kappaphycus alvarezii por 96 horas.

A Figura 8 apresenta imagens de cortes histologicos do figado de P. reticulata expostos
a diferentes concentragGes do extrato de K. alvarezii, evidenciando o aumento progressivo da
esteatose hepatica (acimulo de lipidios) conforme o0 aumento da concentracéo do extrato.

Na imagem 8A, correspondente a um individuo do tratamento controle, ndo exposto ao
extrato e mantido vivo durante todo o periodo experimental, observa-se um figado com aspecto
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preservado, apresentando pouca ou nenhuma presenca de vacuolos lipidicos evidentes,
compativel com o padréo histolégico normal da espécie.

Na imagem 8B, referente a um animal do tratamento de 4%, também mantido vivo ao
final do experimento, ja é possivel identificar sinais iniciais de esteatose, com presenca discreta
de vacuolos claros no citoplasma dos hepatdcitos, indicando o inicio do acumulo lipidico
intracelular.

Na imagem 8C, observa-se o figado de um peixe exposto a concentracdo de 10% de
extrato. Nesse caso, a esteatose é visivel, com areas amplas de hepatdcitos vacuolizados e
acumulo evidente de lipidios, sugerindo que o aumento da concentracdo do extrato
potencializou o estresse hepatico.

Ja a imagem 8D apresenta o figado de um individuo exposto a concentracdo de 12% de
extrato. Nesta amostra, é evidente um quadro de esteatose severa e difusa, com presenca
generalizada de vacuolos lipidicos ocupando grande parte do citoplasma dos hepatdcitos, o que
indica acimulo excessivo de gordura celular. Esse padréo histologico pode refletir um quadro
avancado de disfuncdo metabolica hepatica, relacionado tanto ao estresse quimico quanto ao
desequilibrio fisiologico provocado pela exposicéo.

O conjunto das imagens evidencia uma relacdo dose-dependente entre 0 aumento da
concentracdo do extrato de K. alvarezii e a intensidade da esteatose hepatica nos guppies,
apontando o figado como um 6rgédo-alvo sensivel as alteragdes metabdlicas induzidas durante

0 experimento.

5 DISCUSSAO

A avaliacdo da toxicidade aguda do extrato de K. alvarezii em P. reticulata indicou
uma concentracao letal mediana - CLso de aproximadamente 4,17% ap6s 96 horas de exposigao,
com um nivel de seguranca estimado em 0,42%. A CLso ¢ um pardmetro crucial para a
estimativa do potencial risco toxico e para a definicdo de limites seguros para o uso pratico de
substancias, sendo amplamente utilizada em estudos ecotoxicologicos (RAND e
PETROCELLLI, 1985). Com base nesse valor, o extrato pode ser classificado como toxico para
P. reticulata, uma vez que concentracfes superiores a esse limiar representam risco
significativo a sobrevivéncia dos organismos testados.

Dessa forma, recomenda-se que a aplicacdo do extrato seja realizada com cautela,
observando-se rigorosamente a concentracdo, o tempo e a frequéncia de exposicdo, a fim de

minimizar possiveis efeitos adversos (USEPA, 2002).
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A seguir é apresentada a classificacdo dos niveis de toxicidade aguda em peixes,

considerando valores de CLso, conforme parametros estabelecidos na literatura (Tabela 3).

Tabela 3. Classificagdo dos niveis de toxicidade aguda com base em valores de CLso para
peixes.

Nivel de Toxicidade Faixa de CLso (mg/L) ou % Descricao
Extremamente tdxico <1mg/L ou<0,1% Altamente letal, risco muito elevado
Muito téxico 1-10 mg/L ou 0,1-1% Toxicidade alta

Moderadamente tdxico 10-100 mg/L ou 1-10% Toxicidade moderada

Pouco téxico 100-1000 mg/L ou 10-100% Toxicidade baixa

Né&o toxico > 1000 mg/L ou >100%  Sem efeito toxico relevante

*Valores adaptados para concentragdes expressas em porcentagem, considerando as
caracteristicas do extrato.

Os valores obtidos estdo dentro do intervalo esperado para extratos vegetais contendo
compostos bioativos, conforme descrito em estudos similares, como Nunes et al. (2025), que
trabalharam com extratos de macroalgas e diferentes espécies de peixes, tais como P. reticulata,
B. splendens e O. niloticus. De acordo com Haydelba et al. (2020), a toxicidade pode variar
significativamente dependendo da composi¢do quimica do extrato, do método de preparo e da
concentracdo dos compostos ativos.

Além disso, a toxicidade observada ndo pode ser explicada exclusivamente pela alteracéo
dos parametros fisico-quimicos da dgua, como a elevacdo da salinidade. Apesar do aumento
progressivo da salinidade observado nas concentracdes mais elevadas do extrato, Ferreira et al.
(2018) demonstraram que, em peixes ornamentais como P. reticulata, variagdes moderadas na
salinidade ndo sdo suficientes para induzir efeitos toxicos agudos, indicando que outros fatores
devem ser responsaveis pelas alteraces observadas. Essa conclusdo é corroborada por estudos
prévios realizados com espécies de interesse aquicola, como o pacama Lophiosilurus alexandri
e 0 curimbatd Prochilodus lineatus, nos quais a exposi¢do a extratos vegetais ou poluentes
industriais resultou em lesbes branquiais similares as detectadas neste trabalho, incluindo
hiperplasia epitelial, fusdo de lamelas, edema e desorganizacao tecidual (TRONCOSO et al.,
2012; DOS SANTOS SILVA et al., 2018). Dessa forma, 0os compostos bioativos presentes em
K. alvarezii, tais como fenais, flavonoides, alcaloides, taninos e outros metabolitos secundarios,

devem ser considerados como os principais agentes causadores dos efeitos toxicos observados,



39

atuando diretamente sobre as vias bioldgicas dos peixes e ndo apenas mediando alteracBes
fisico-quimicas do ambiente (AMADOR et al., 2025).

Esses compostos sdo conhecidos por atuarem em mdaltiplas vias biologicas, podendo
induzir estresse oxidativo, interferir em processos metabélicos e comprometer a integridade
celular, conforme evidenciado por Amador et al. (2025). O aumento da producdo de radicais
livres pode levar a peroxidacédo lipidica da membrana celular, comprometendo a integridade
das células branquiais e hepaticas, conforme evidenciado pelas lesbes histopatologicas
encontradas neste estudo. Em resposta ao estresse oxidativo, organismos aquaticos geralmente
ativam sistemas antioxidantes enddgenos, incluindo enzimas como superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (GOES et al., 2024). AlteracGes na
atividade dessas enzimas podem servir como biomarcadores sensiveis da exposi¢do a agentes
toxicos.

Estudos anteriores, como os de NUNES et al. (2025), demonstraram que a exposicéo a
extratos de macroalgas pode provocar aumento na atividade dessas enzimas antioxidantes em
peixes, como uma tentativa compensatdria de neutralizar os danos celulares. Contudo, quando
a producdo de ERO excede a capacidade antioxidante, ocorre dano oxidativo irreversivel,
resultando em apoptose ou necrose celular.

Além disso, ha evidéncias de que os compostos bioativos presentes no extrato podem
interferir na expressdo génica de proteinas envolvidas em processos metabdlicos e de reparo
celular, agravando os efeitos toxicos observados em P. reticulata (AGRAWAL et al., 2024). A
avaliacdo integrada desses mecanismos bioquimicos torna-se, portanto, essencial para
compreender os efeitos subcelulares do extrato.

Essas alteracdes em nivel molecular e bioguimico refletem-se nos 6rgaos vitais dos
peixes, especialmente nas branquias, que desempenham papel crucial na respiracédo, regulacdo
osmatica e ibnica, aléem da excrecdo de residuos metabdlicos, tornando-se extremamente
sensiveis a exposicdo a agentes toxicos aquaticos (PEREIRA et al., 2024). No presente estudo,
as analises histopatoldgicas evidenciaram alteracbes como hiperplasia das células epiteliais,
edema interlamelar, desorganizacdo das lamelas branquiais e necrose focal, indicando
comprometimento funcional que pode afetar processos respiratorios, a excre¢do e o equilibrio
ibnico/osmotico dos individuos.

Essas alteracdes histopatologicas sao frequentemente associadas a resposta adaptativa
inicial do 6rgdo para minimizar a absorcao de xenobioticos e mitigar danos celulares, por meio
do espessamento da camada epitelial (hiperplasia), que reduz a &rea de troca gasosa, embora tal

mecanismo acarrete comprometimento funcional.
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No presente trabalho, observou-se que as lesdes branquiais em P. reticulata expostos ao
extrato de K. alvarezii apresentaram padrdo morfologico semelhante as descritas na tainha Liza
aurata submetidos a salinidade elevada, conforme relatado por Shahriari Moghadam et al.
(2013) (Figura 9). Em ambos os casos, as principais alteracdes incluem desorganizacdo das
lamelas, edema interlamelar e hiperplasia, indicando que tanto o aumento da salinidade quanto
a exposicao a compostos bioativos podem desencadear respostas histopatoldgicas convergentes
nos peixes. Essa semelhanca reforca a hip6tese de que parte dos efeitos observados nos guppies
possa estar associada ndo apenas aos compostos presentes no extrato, mas também a elevacao
progressiva dos niveis de salinidade resultante de sua aplicagdo. No entanto, considerando que
a composicdo quimica do extrato de K. alvarezii contém substancias potencialmente téxicas
além do efeito osmotico, os danos identificados devem ser compreendidos como resultado de

um efeito combinado entre salinidade do meio e a constitui¢do do extrato.

Histologia Branquial EFEITO AGUDO DO EXTRATO DE MACROALGA
(Kappaphycus Alvarezii), NAS FASES INICIAIS DE GUPPY (Poecilia Reticulata)
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Histologia Branquial Salinity tolerance and gill histopathological alterations

in Liza aurataRisso, 1810 (Actinopterygii: Mugilidae) fry

Figura 9. Semelhanca das lesfes branquiais em guppies expostos ao extrato de K. alvarezii e
em Liza aurata submetidos a salinidade elevada.
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Além disso, compostos bioativos presentes no extrato de K. alvarezii, como polifendis
e sulfatos, podem desencadear processos inflamatorios e reativos nas células branquiais,
agravando as lesdes. O dano oxidativo, mediado por radicais livres gerados durante o
metabolismo dessas substancias, pode causar rupturas na membrana celular e induzir apoptose,
conforme descrito por Amador et al. (2025).

O estresse salino combinado a acdo direta dos compostos bioativos presentes em K.
alvarezii, reflete-se ndo apenas nas branquias, mas também no figado, 6rgéo central no
metabolismo e na detoxificacdo de xenobidticos. Nos peixes expostos ao extrato, o figado
apresentou alteracBes histopatologicas expressivas, sendo a mais evidente, o acumulo
acentuado de lipidios nos hepatécitos, evidenciado por intensa vacuolizacdo citoplasmatica,
possivelmente associada a processos de estresse oxidativo e disfungdo metabolica.

Esses achados sdo consistentes com pesquisas anteriores que demonstraram que
substancias toxicas, incluindo extratos vegetais, podem causar dano hepatico em peixes (DOS
SANTOS SILVA et al., 2018; GOES et al., 2024). A vacuolizagdo, por sua vez, pode refletir
acumulo lipidico ou edema celular decorrente da alteracdo do metabolismo hepatico, enquanto
a necrose indica morte celular e comprometimento funcional, demonstrando a sensibilidade do
figado frente a exposi¢des combinadas de estresse ambiental e compostos bioativos.

O figado responde a exposi¢cdo a xenobidticos ativando enzimas de fase | e Il para
metabolizar e eliminar os compostos tdxicos, processo que pode gerar metabolitos reativos e
especies reativas de oxigénio, desencadeando estresse oxidativo e dano tecidual (TRONCOSO
et al., 2012). O acumulo desses efeitos pode levar a faléncia hepética em exposicGes
prolongadas ou curtas em elevadas concentragdes de xenobidtico.

Além disso, a toxicidade hepatica pode comprometer funcdes essenciais, como a
biossintese proteica, a regulacdo do metabolismo lipidico e glicidico, além da imunomodulacao,
resultando em maior suscetibilidade a doengas e menor desempenho reprodutivo (PEREIRA et
al., 2014). Nesse contexto, embora o presente estudo tenha se concentrado na avaliagdo da
toxicidade aguda e nos efeitos histopatologicos do extrato de K. alvarezii em P. reticulata,
torna-se pertinente considerar as possiveis implicagdes sobre o desempenho zootécnico dos
animais expostos.

Ainda que a utilizacdo do extrato tenha sido inicialmente destinada ao controle de
ectoparasitas, e ndo a promocao de crescimento ou melhora produtiva, € evidente que alteracdes
em oOrgdos-chave, como brénquias e figado, podem comprometer diretamente funcGes

fisiologicas essenciais, impactando negativamente a taxa de crescimento, a capacidade
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reprodutiva, a sobrevivéncia e o bem-estar geral dos peixes ornamentais, mesmo na auséncia
de mortalidade imediata.

Apesar de ndo terem sido mensurados parametros zootécnicos neste trabalho, a presenca
de les@es histoldgicas em Orgaos vitais sinaliza a necessidade de cautela na aplicacdo do extrato,
mesmo em protocolos terapéuticos de curta duracdo, que geralmente variam entre 24 e 96 horas
em estudos com macroalgas como K. alvarezii (POERSCH et al., 2007; NUNES et al., 2025).
Essa preocupacdo é corroborada por estudos realizados com outras espécies de interesse
aquicola, como a tilapia O. niloticus e a carpa Cyprinus carpio, expostas a extratos vegetais,
nos quais a aplicacdo subletal de compostos bioativos resultou em alteracdes fisiologicas que
comprometeram o desempenho produtivo, incluindo redugdo da taxa de crescimento e
alteracdes reprodutivas (PEREIRA et al., 2014; DE PAULO et al., 2020).

Dessa forma, reforca-se a importancia de estudos complementares voltados a avaliacéo
da eficacia do extrato no controle de ectoparasitas, bem como a definicdo de protocolos de uso
seguros, com concentragdes adequadas e tempos de exposi¢cdo que ndo comprometam a
fisiologia e a produtividade dos animais, garantindo que o emprego de extratos naturais em
cultivos ornamentais esteja alinhado aos principios do bem-estar animal e da sustentabilidade
na aquicultura. Nesse contexto, a determinacdo da CLso e a caracterizagdo das lesdes
histopatolégicas tornam-se essenciais, permitindo a definicdo de niveis seguros para a
utilizacdo do extrato de K. alvarezii em ambientes de aquicultura, destacando seu potencial no
controle de ectoparasitas e oferecendo uma alternativa promissora frente aos produtos quimicos
convencionais, que frequentemente apresentam maior toxicidade e impacto ambiental
(AMADOR et al., 2025).

No que ser refere ao nivel de seguranca, 0 mesmo deve ser rigorosamente estabelecido
considerando a margem entre a concentracdo eficaz para controle parasitario e aquela que pode
causar toxicidade aos peixes hospedeiros. A literatura aponta que concentragdes subletais,
abaixo da CLso, podem oferecer essa janela de uso seguro (POERSCH et al., 2007).

Desta forma, recomenda-se a realizacdo de estudos complementares de toxicidade
cronica, bioacumulagdo e efeitos em organismos ndo-alvo, a fim de garantir a seguranca e
sustentabilidade do uso do extrato em atividades aquicolas.

No entanto, para validar a utilizacdo do extrato de K. alvarezii como agente de controle
de ectoparasitas, € necessario que sejam realizados testes especificos de eficacia contra os
principais parasitas que acometem o0s peixes, como Gyrodactylus spp. e Ichthyophthirius
multifiliis, buscando determinar concentracbes Otimas que aliem eficécia antiparasitaria a

seguranca fisioldgica dos animais.
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Mishra et al. (2023) e Nunes et al. (2025) demonstraram a existéncia de toxicidade aguda
e alteragdes histopatoldgicas semelhantes em peixes ornamentais expostos a extratos de outras
especies de macroalgas, evidenciando um padrdo comum de resposta bioldgica.

Nesse sentido, a composi¢ao quimica e a toxicidade dos extratos de K. alvarezii podem
variar consideravelmente dependendo do método de extracdo empregado. A concentracdo e
proporcdo dos compostos bioativos podem variar conforme o método de extragdo e as
condi¢cbes ambientais da macroalga coletada, influenciando diretamente os resultados
toxicoldgicos. A variabilidade na composicdo quimica do extrato, decorrente de fatores como
local de coleta, época do ano e método de extracao, deve ser considerada para evitar variacdes
na toxicidade e eficacia (AMADOR et al., 2025). Os referidos autores também atentam para a
avaliacdo do uso desses extratos em termos ambientais, pois a liberacdo em sistemas aquaticos
pode afetar organismos nao-alvo, modificando comunidades biol6gicas e ecossistemas locais.

Técnicas como extracdo aquosa, hidroalcodlica, por Soxhlet ou com solventes organicos
influenciam diretamente o perfil de metabdlitos extraidos, alterando tanto a concentracdo
qguanto a natureza dos compostos bioativos presentes (GOPALAKRISHNAN et al., 2025).
Estudos comparativos indicam que extratos hidroalcoolicos frequentemente apresentam
maiores teores de compostos fendlicos e flavonoides, associados a um potencial toxico mais
elevado, enquanto extratos aquosos tendem a ser menos concentrados e, consequentemente,
menos agressivos aos organismos-alvo (BOA VENTURA et al., 2025).

Adicionalmente, variaveis como tempo de extracdo, temperatura e proporcdo entre
solvente e matéria-prima impactam diretamente a qualidade do extrato e seus efeitos biol6gicos
(AMADOR et al., 2025), reforcando a importancia da padronizacdo para garantir
reprodutibilidade e seguranca na aplicagéo.

A presente discussdo se justifica pela necessidade de reconhecer que, neste estudo, foi
utilizado um extrato in natura, sem processos de purificacdo ou padronizacdo, o que pode ter
contribuido para a toxicidade observada. Assim, destaca-se a importancia de, em pesquisas
futuras, considerar a aplicacdo de extratos mais purificados e quimicamente caracterizados,
capazes de garantir maior controle sobre a concentragdo dos compostos ativos, promovendo um
melhor equilibrio entre eficacia biocida e seguranca para os organismos cultivados.

Desta feita, a padronizacdo do método de extracdo e a caracterizacdo detalhada da
composicao quimica do extrato ndo apenas asseguram a reprodutibilidade dos resultados e uma
avaliacdo toxicologica mais precisa e confidvel, mas também se tornam essenciais diante das
implicacdes regulatdrias e de politicas publicas associadas ao uso crescente de produtos

naturais, como extratos de macroalgas, na aquicultura. Atualmente, a auséncia de legislacdo
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especifica para esses compostos pode dificultar sua aprovacdo e comercializacdo, além de
representar um desafio para garantir a seguranca tanto da salde animal quanto do meio
ambiente (AMADOR et al., 2025).

Além disso, € fundamental promover a conscientizacdo dos produtores e técnicos
quanto ao uso responsavel desses extratos, prevenindo riscos associados a doses inadequadas
ou a aplicacdo indiscriminada. Nesse contexto, a integracdo entre ciéncia, politicas publicas e
setor produtivo torna-se essencial para garantir o desenvolvimento sustentavel e seguro do uso
de extratos naturais na aquicultura, abrindo caminho para futuras investigacbes mais

aprofundadas acerca da toxicidade do extrato de K. alvarezii.

6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, o extrato bruto de K. alvarezii apresentou
toxicidade aguda significativa para juvenis de P. reticulata, com CLs0-96h estimada em 4,17%
e mortalidade total a partir da concentracdo de 8%, demonstrando efeito dose-dependente e

baixa toleréncia dos peixes ao extrato algal. As analises histopatoldgicas indicaram alteracGes
importantes em érgdos vitais, como branquias e figado, sugerindo comprometimento funcional
e potencial impacto sistémico mesmo em exposi¢oes de curta duracao.

Com base nesses achados, recomenda-se que a aplicagcdo do extrato em aquicultura
ornamental seja realizada com parcimonia, com protocolos seguros e monitoramento rigoroso,
de modo a minimizar efeitos adversos sobre 0s peixes.

Este trabalho visou contribuir de forma inédita para o conhecimento sobre a interacéo
entre macroalgas marinhas e organismos dulcicolas ornamentais e evidencia que a utilizacéo de
K. alvarezii pode representar uma alternativa natural para o controle de ectoparasitas, reduzindo
a dependéncia de produtos quimicos sintéticos. Contudo, seu uso responsavel exige a
padronizacdo do extrato, definicdo de tempos de exposicdo e integracdo entre toxicologia,

biotecnologia e praticas de manejo, assegurando eficacia e seguranca no ambiente produtivo.
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APENDICE
Figura 1. Registro de horario e data de mortalidade dos individuos de Poecilia reticulata expostos ao extrato de Kappaphycus alvarezii.
Data e Hora de mortalidade
Animais
Concentragfes [Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7 Animal 8 Animal 9 Animal 10
Controlel Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo
Controle2 Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo
4%(1) 17/10/2024 22:15| 17/10/202422:15| 18/10/2024 14:54| 19/10/2024 06:00|Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo
49%(2) 16/10/202408:48| 17/10/202422:15| 18/10/202408:00| 18/10/202408:00| 18/10/2024 14:42|Vivo Vivo Vivo Vivo Vivo
6%(1) 16/10/2024 01:50| 16/10/202401:50| 16/10/202416:12| 16/10/202418:02| 16/10/202421:00| 16/10/202422:15| 17/10/202401:00| 17/10/202412:59| 17/10/202418:51|Vivo
6%(2) 16/10/2024 01:40| 16/10/202406:00| 16/10/202406:00| 16/10/202406:00| 16/10/202411:22| 16/10/202416:02| 16/10/202416:02| 16/10/202418:28| 16/10/202422:15| 16/10/202422:15
8%(1) 16/10/202401:23| 16/10/202401:23| 16/10/202401:23| 16/10/202401:23| 16/10/202405:45| 16/10/202405:45| 16/10/202405:45| 16/10/202408:58| 16/10/202414:24| 16/10/2024 14:24
8%(2) 16/10/202401:30| 16/10/202401:30| 16/10/202401:30| 16/10/202402:30| 16/10/202402:30| 16/10/202410:55| 16/10/202410:55| 16/10/202413:11| 16/10/202413:11| 17/10/202422:15
10%(1) 15/10/2024 18:22| 16/10/202401:35| 16/10/202401:35| 16/10/202401:35| 16/10/202405:40| 16/10/202405:40| 16/10/202405:40| 16/10/202405:40| 16/10/202408:54| 16/10/202408:54
10%(2) 15/10/2024 21:27| 15/10/202421:27| 15/10/202421:27| 16/10/202400:04| 16/10/202406:00| 16/10/202406:00| 16/10/202406:00| 16/10/202409:57| 16/10/202413:07 17/10/202421:00
129%(1) 15/10/2024 21:26| 15/10/202421:26| 15/10/202421:26| 16/10/202400:05| 16/10/202405:30| 16/10/202405:30| 16/10/202405:30| 16/10/202405:30| 16/10/202405:30| 16/10/202408:45
129%(2) 15/10/2024 21:24| 15/10/2024 21:24| 15/10/202421:40| 16/10/202400:02| 16/10/202400:02| 16/10/202405:00| 16/10/202405:00| 16/10/202405:00| 16/10/202405:00 16/10/2024 05:00
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Figura 2. Frequéncia de alteragdes histopatoldgicas observadas em branquias de Poecilia
reticulata expostos ao extrato de Kappaphycus alvarezii.
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Figura 3. Frequéncia dos graus de alteragdes histopatoldgicas observadas no figado de
Poecilia reticulata expostos ao extrato de Kappaphycus alvarezii.
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