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Epigrafe

“O ouro afunda no mar,
madeira fica por cima.
Ostra nasce do lodo,

gerando pérolas finas”

O ouro e a madeira- Ederaldo Gentil.
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Fe- Ferro

Fe?*- Ferro ferroso

Fe**- Ferro férrico

g/L- Gramas por litro
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GC4- Grupo Pb 4,92 mg/L

GCC- Grupo controle Pb

h- Horas
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L- Litro

LAQUA- Laboratério de Aquacultura
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ml- mililitro
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RESUMO

As atividades antropogénicas, como a mineragdo, estdo associadas ao aumento dos niveis de metais
nos corpos d’agua. Estudos cientificos apontam que os niveis dos metais ferro (Fe) e chumbo (Pb), na
dgua dos rios, sdo alterados ap6s a ruptura de barragens de rejeitos de mineragdo. Ha necessidade de
estudos sobre os efeitos desses metais em peixes a curto e a longo prazo. No presente estudo, a
toxicidade aguda dos metais Pb e Fe foi avaliada em zebrafish (Danio rerio), com énfase nos achados
clinico-patolégicos. Foram utilizadas concentracdes de 0 (GCC); 0,46 (GC1); 1,02 (GC2); 2,24 (GC3)
e 4,92 (GC4) mg/L de Pb e 0 (GFC); 2,66 (GF1); 5,86 (GF2); 12,88 (GF3) e 28,34 (GF4) mg/L de Fe,
diluidos na agua. Os experimentos foram delineados como ensaios de toxicidade aguda semiestaticos.
Foram realizadas avaliagdes de sinais clinicos, mortalidade, lesdes anatomopatologicas e exames
complementares toxicologicos na agua e nos tecidos dos peixes. Os sinais clinicos presentes, em
ambos os ensaios, foram hipoatividade, distribuicdo anormal na superficie, sub-reatividade,
distribuicdo anormal no fundo, comportamento de rebaixamento e alteracdes de fungdes ventilatorias.
No experimento de chumbo, as mortalidades em 96h, foram de 33,3% no grupo 0,46 mg/L, 41,7% no
grupo 1,02 mg/L, 75% no grupo 2,24 mg/L e 91,7% no grupo 4,92 mg/L. Nao houve mortes no grupo
controle. A CLsp 96h nesse experimento foi de 1,1 mg/LL de Pb. Nao foram observadas lesdes
macroscopicas, mas lesoes histologicas estavam presentes nas branquias de todos os peixes expostos
ao chumbo e dois padrdes predominantes de lesdes foram descritos. O primeiro padrdo (padrdo 1)
consistiu em necrose acentuada das lamelas secundérias, com perda da organizagdo lamelar, perda de
lamelas secundarias e acumulo acentuado de restos celulares nos espagos interlamelares. Os peixes
com essas lesdes morreram espontaneamente durante o experimento. O outro padrdo (padrao 2)
consistiu em fragmentagdo de células das lamelas secundarias, com desorganizagdo lamelar,
hiperplasia epitelial, fusdo de lamelas secundarias e acumulo de restos celulares entre as células
epiteliais de revestimento. Os peixes com essas lesdes sobreviveram as 96h de experimentagdo, com
excegdo de alguns peixes do grupo 4,92 mg/L que morreram espontaneamente ¢ apresentavam os dois
padrdes de lesdo. No experimento com Fe, a mortalidade atingiu 100% em todos os grupos
experimentais, exceto no grupo controle. Macroscopicamente, havia material granular alaranjado na
superficie do corpo e das branquias dos peixes. Histologicamente, observou-se, desorganizagdo das
lamelas branquiais secundarias, associada a desprendimento, perda do epitélio de revestimento e
acumulo de restos celulares com precipitados de ferro nos espagos interlamelares. Esses precipitados
foram observados também na cavidade oral, estomago e intestinos. Na reacdo de Azul da Prussia
(Perls) houve confirmacdo do precipitado de ferro na superficie das branquias, cavidade oral,
estomago e intestinos. Esses achados ocorreram em todos os grupos experimentais, exceto o controle.
O presente estudo contribuiu para a caracterizacao anatomopatoldgica da toxicidade do chumbo e
ferro em peixes.

PALAVRAS-CHAVES: Ictiopatologia, metais pesados, toxicologia aqudtica, intoxicagao
por metais.



ABSTRACT

Anthropogenic activities, such as mining, are associated with increased levels of metals in rivers.
Studies have shown that the levels of the metals iron (Fe) and lead (Pb) in the water are elevated after
the rupture of mining tailings dams. There is a need for studies on short and long term effects of these
metals on fish. In the present study, the acute toxicity of the metals Pb and Fe was assessed in
zebrafish (Danio rerio), with an emphasis on clinical and pathological findings. Concentrations of 0
(GCC); 0.46 (GC1); 1.02 (GC2); 2.24 (GC3) and 4.92 (GC4) mg / L of Pb and 0 (GFC); 2.66 (GF1);
5.86 (GF2); 12.88 (GF3) and 28.34 (GF4) mg/L of Fe, diluted in water were used. The experiments
were designed as semi-static acute toxicity tests. Evaluations of clinical signs, mortality,
anatomopathological lesions and complementary toxicological tests in the water and tissues of the fish
were carried out. The clinical signs present in both trials were hypoactivity, abnormal distribution on
the surface, sub-reactivity, abnormal distribution on the bottom, demotion behavior and changes in
ventilatory functions. In the lead experiment, the 96h mortality was 33.3% in the 0,46 mg/L group,
41.7% in the 1,02 mg/L group, 75% in the 2,24 mg/L group and 91.7% in the 4,92 mg/L group. There
were no deaths in the control group. The 96h LC50 in this experiment was 1.1 mg/L of Pb. No
macroscopic lesions were observed, but histological lesions were present in the gills of all fish
exposed to lead and two predominant patterns of lesions were described. The first pattern (pattern 1)
consisted of marked necrosis of the secondary lamellae, with loss of lamellar organization, loss of
secondary lamellae and marked accumulation of cellular debris in the interlamellar spaces. Fish with
these lesions died spontaneously during the experiment. The other pattern (pattern 2) consisted of
fragmentation of cells in the secondary lamella, with lamellar disorganization, epithelial hyperplasia,
secondary lamella fusion and accumulation of cell debris between the lining epithelial cells. The fish
with these lesions survived the 96h of experimentation, except for some fish from the 4,92 mg/L group
that died spontaneously and had both lesion patterns. In the Fe experiment, mortality reached 100% in
all experimental groups, except in the control group. Macroscopically, there was orange granular
material on the surface of the fish's body and gills. Histologically, there was disorganization of the
secondary branchial lamellae, associated with shedding, loss of the lining epithelium and accumulation
of cell debris with iron precipitates in the interlamellar spaces. These precipitates were also observed
in the oral cavity, stomach, and intestines. In the Prussian Blue reaction (Perls) there was confirmation
of the precipitate of iron on the surface of the gills, oral cavity, stomach, and intestines. These findings
occurred in all experimental groups, except the control. The present study contributed to the
anatomopathological characterization of lead and iron toxicity in fish.

KEYWORDS: Ichthiopathology, heavy metals, aquatic toxicology, metal poisoning



1. INTRODUCAO

A mineragdo ¢ uma das principais atividades antropogénicas associadas ao aumento dos
niveis de metais nos corpos d’agua (Dai et al., 2009; Kim e Kang, 2015; Lee et al., 2019).
Minas Gerais € um estado brasileiro com intensa atividade mineradora, sendo o maior
produtor ¢ o maior detentor das reservas de minério ferro no pais (ANM, 2018). Todavia,
juntamente com a mineragdo, o armazenamento de rejeitos dessa atividade se torna um risco,
principalmente pela possibilidade de rompimento de barragens, que causam perdas humanas,
materiais, economicas € ambientais, como observados nos desastres de Mariana, em 2015, e
Brumadinho, em 2019 (Freitas et al., 2019).

Os desastres decorrentes dos rompimentos de barragens modificaram o modo como vemos a
mineracdo ¢ a sua relacdo com o meio ambiente. A lama de rejeitos promove prejuizos
notdrios, pois carreia consigo metais que se distribuem e comprometem o solo, as aguas, a
fauna e a flora. Estudos cientificos apontam que os niveis dos metais ferro (Fe) e chumbo
(Pb), na 4gua dos rios afetados, foram muito alterados apos a ruptura das barragens em
Mariana (Cordeiro et al., 2019) e em Brumadinho (Thompson et al., 2020; Vergilio et al.,
2020). Dessa forma, a avaliagao dos efeitos desses metais em modelos animais, em condi¢des
experimentais, ¢ fundamental para o entendimento dos impactos a curto e longo prazo desses
desastres sobre a ictiofauna de uma regido.

O Pb ¢ um metal ndo essencial, distribuido naturalmente pela crosta terrestre e encontrado em
pequenas quantidades na agua e nas plantas (Dai et al., 2009; Cheng e Hu, 2010; Lee et al.,
2019). Esse metal, geralmente se apresenta na natureza em baixas concentracdes. Porém,
quando em concentragdes aumentadas, resultado de atividades antropogénicas, pode causar
intoxicagdes e mortalidade em peixes e outros organismos aquaticos (Dai et al., 2009;
Luszczek-Trojnar et al., 2013; Kim e Kang, 2015; Lee et al., 2019). O Fe ¢ um microelemento
essencial para o funcionamento dos tecidos de muitos organismos, incluindo os peixes. O Fe
faz parte da formacdao dos grupos heme, presentes na hemoglobina e mioglobina, e atua a
nivel mitocondrial no transporte de elétrons da respiragdo celular (Aisen et al.,, 2001;
Papanikolaou e Pantopoulo, 2005; Singh et al., 2019). Todavia, esse metal, em concentragdes
elevadas, pode promover intoxicagdes € comprometer a saude dos peixes (Papanikolaou e
Pantopoulo, 2005; Li et al., 2009; Dolci et al., 2013; Do et al., 2019; Singh et al., 2019).

A histopatologia ¢ reconhecida como importante ferramenta na avaliacdo de toxicidade em
peixes. Esse recurso ¢ utilizado, muitas vezes, para a avaliagdo do nivel de poluicdo e
contaminac¢do de efluentes e, por vezes, ¢ relacionado ao estudo dos niveis de metais. Porém,
ha necessidade de estudos histopatologicos mais aprofundados, direcionados a avaliagdo da
toxicidade de metais em peixes, principalmente devido a variabilidade e dubiedade dos
resultados descritos na literatura (Fonseca et al., 2016; Fonseca et al., 2017; Jabeen et al.,
2018; Macirella et al., 2019; Santos et al., 2019; Sayadi et al., 2020).
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O presente estudo avaliou a toxicidade dos metais chumbo e ferro, em zebrafish (Danio
rerio), com énfase aos achados clinico-patologicos. Essa espécie foi escolhida para estudos de
toxicidade de metais pois ¢ um modelo animal e biomarcador mundialmente conhecido, que
permite excelente avaliagao histopatologica e toxicologica. Além da analise histopatologica,
foram avaliadas, nas diferentes concentracdes de metais, as consequentes alteragdes
comportamentais, sinais clinicos e indices de mortalidade. A definicdo dos achados nesses
animais objetiva a criagdo de parametros para a interpretacdo de lesdes e sinais clinicos e
conducdo de diagnosticos em casos naturais de intoxicagdo de peixes expostos a esses metais.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. TOXICIDADE DO CHUMBO PARA PEIXES

O Pb ¢ um metal ndo essencial, distribuido naturalmente pela crosta terrestre e encontrado em
pequenas quantidades na adgua e nas plantas (Dai et al., 2009; Cheng e Hu, 2010; Lee et al.,
2019). As concentragdes desse metal na natureza sdo diretamente impactadas por atividades
antropogénicas, em especial, relacionadas a fabricacdo de baterias, tintas, cimento, atividades
agricolas, mineragdo e seus respectivos residuos (Dai et al., 2009; Kim e Kang, 2015).

Estudos indicam que, as concentragdes ideais de Pb encontradas na agua sdo baixas: 0,02
pg/L na dgua do mar e 2ug/L em afluentes de dgua doce (Labrot et al., 1999; Hwang et al.,
2016). O Pb pode ser toxico aos peixes e ¢ considerado um dos mais alarmantes sinais de
contaminagdo de afluentes. O consumo dos produtos advindos desses animais pode
representar, também, risco a satde humana (Luszczek-Trojnar et al., 2013; Kim e Kang,
2015; Liu et al., 2019; Lee et al., 20019).

Os mecanismos de toxicidade do Pb aos peixes sdo diversos e complexos. Entre os possiveis
mecanismos citados estdo: a afinidade do chumbo pelos sistemas Ca®* ATPase trocador
Na'/Ca*" e Na'/K" ATPase e consequente interrupcdo do gradiente eletroquimico e regulagio
de ions celulares (Rogers et al., 2005); a capacidade do chumbo em formar ligagdes estaveis
com os atomos de oxigénio e enxofre nas proteinas, que constitui complexos estaveis € o
potencial de causar lesdes a membrana celular e estresse oxidativo (Verstraeten et al., 2008;
Lee et al., 2019).

O Pb pode ser absorvido nos peixes pelas branquias ou pela via gastrointestinal. O metal ¢
absorvido e carreado pela corrente sanguinea, metabolizado pelo figado, depositado em
diferentes 6rgaos e excretado pelos rins e branquias. As particularidades dessas vias podem
incidir em diferentes 6rgdos-alvo e aspectos de bioacumulacio (Kim e Kang, 2014; Lee et al.,
2019). As branquias tém papel primordial nos casos em que ha altos teores de Pb dissolvidos
na agua. Essa via € especialmente importante nos peixes de agua doce, pois a constante troca
10nica, para manter a homeostase entre o corpo (hipertonico) e a dgua doce (hipotdnica),
tornam as branquias o principal 6rgao bioacumulador (Kim e Kang, 2014; Lee et al., 2019).
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Por outro lado, a via gastrointestinal esta relacionada a sedimentos ou dietas com altos niveis
de Pb ingeridos. Essa via ¢ singularmente importante em peixes marinhos, pois esses animais
necessitam ingerir maiores quantidades de agua para manterem a homeostase do corpo
(hipotonico) com a agua salgada (hipertonica), tornando os intestinos os principais Orgaos
acumuladores (Kim e Kang, 2014; Lee et al., 2019).

A relagdo entre a via de entrada e a bioacumulagdo ¢ corroborada por estudos experimentais.
Estudos que utilizaram dietas com concentragdes altas de Pb, tiveram a seguinte relagcdo de
bioacumulagdo por 6rgdo (onde “>” significa maior): intestino > estdmago > figado > rins >
baco > branquias > musculo esquelético > cérebro (Dai et al., 2009; Kim e Kang et al., 2015;
Hwang et al., 2016). Estudos que utilizaram a dieta com maior cronicidade (um a dois anos),
em carpa prussiana (Carassius gibeli), descrevem o rim como o principal o6rgao
bioacumulador (Luszczek-Trojnar et al., 2013). Estudos que avaliaram a toxicidade por meio
de diluigdes na 4gua, em bagre africano (Clarias gariepinus), tiveram o seguinte perfil de
bioacumulagdo: branquias > figado > rins > musculo (Al-Balawi et al., 2013).

Existem estudos de toxicidade por Pb em diferentes espécies de peixes, nas formas aguda
(Rogers et al., 2003; Rabitto et al., 2005; Paul et al., 2014; Roy et al., 2015; Liu et al., 2019;
Macirella et al., 2019) e cronica (Dai et al., 2009; Al-Balawi et al., 2013; Luszczek-Trojnar et
al., 2013; Kim e Kang et al., 2015; Hwang et al., 2016). Poucos estudos descrevem a analise
anatomopatoldgica (Rabitto et al., 2005; Dai et al., 2009; Al-Balawi et al., 2013; Macirella et
al., 2019).

Nos estudos consultados, as lesdes descritas nas branquias incluem congestdo de lamelas
secundarias, hipertrofia de cé€lulas epiteliais, descolamento epitelial, degeneracao de lamelas
secunddrias, aneurismas, hipertrofia e hiperplasia de cloride cells (células de cloro) (Al-
Balawi et al., 2013; Macirella et al., 2019). No figado foram descritas degeneragdo vacuolar e
necrose individual de hepatocitos (Rabitto et al., 2005; Dai et al., 2009; Al-Balawi et al.,
2013). Nos rins, foram descritas areas multifocais de necrose tubular e infiltrado de
neutrdfilos e macrofagos no rim cranial além de expansdo glomerular (Rabitto et al., 2005;
Al-Balawi et al., 2013).

2.2. TOXICIDADE DO FERRO PARA PEIXES

O Fe ¢ um microelemento essencial para o funcionamento dos tecidos de muitos organismos,
incluindo os peixes. O Fe faz parte da formac¢ao dos grupos heme, presentes na hemoglobina e
mioglobina, relacionados ao transporte de oxigénio, e atua a nivel mitocondrial no transporte
de elétrons da respiracao celular (Aisen et al., 2001; Papanikolaou e Pantopoulo, 2005; Singh
etal., 2019).

Quando fornecido em excesso, o Fe promove toxicidade celular. Ele ¢ catalisado por meio da
reacdo de Fenton (Fenton, 1894), que resulta na formagdo de radicais livres, os quais
promovem lesdes oxidativas, como a peroxidacdo lipidica, a oxidagdo de proteinas e
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consequentes danos teciduais e funcionais (Papanikolaou e Pantopoulo, 2005; Li et al., 2009;
Singh et al., 2019).

Nos sistemas organicos, o Fe pode estar na forma férrica insoltivel (Fe*") e ferrosa soltivel
(Fe?"), sendo a ultima biodisponivel. O Fe?" se liga a proteinas transportadoras de oxigénio
como hemoglobina, mioglobina e a enzimas como a citocromo oxidase. O Fe®', nio
incorporado, se liga a proteinas de transporte e armazenamento de ferro como transferrina,
ferritina e hemossiderina (Bury e Grosell, 2003; Valko et al., 2005; Singh et al., 2019).

O Fe*" ¢é considerado toxico para animais aquéticos, pois se liga a superficie das branquias,
sofre oxidacdo em Fe’" que conduz a dano celular com consequente disfuncio respiratoria
(Teien et al., 2008; Slaninova et al., 2014; Singh et al., 2019).

A literatura destaca que a absorcdo e distribuicdo desse metal em peixes ocorre
predominantemente pela alimentagdo. Entretanto, os peixes t€ém a capacidade de absor¢ao dos
metais na agua pela pele e branquias, em adicdo a ingestdo. A absorcdo parenteral ¢
influenciada diretamente pelas caracteristicas geoquimicas do meio. Apds a absor¢do, o Fe ¢
transportado via corrente sanguinea e depositado nos tecidos (Bury e Grosell, 2003).

Em relagdo ao principal orgdo alvo de bioacumulagdo, os estudos trazem diferencas em
relacdo as espécies analisadas, mas, no geral, o figado ¢ citado como principal 6rgdo de
armazenamento de Fe (Avenant Oldewage e Marx, 2000; Rodrigues e Pereira, 2004; Ploetz et
al. 2007; Ahmed et al.,2016; Harangi et al., 2016; Singh et al., 2019). Além do figado, outros
orgdos citados sdo as branquias, a pele, os intestinos, 0s rins €, em menor proporcao, a
musculatura esquelética (Bury e Grosell, 2003; Oberholster et al., 2012; Ahmed et al., 2016;
Harangi et al., 2016; Sayadi et al., 2020).

Para a determinac¢do da quantidade de ferro acumulada em tecidos, hé descricao de diferentes
métodos de detecgdo dos metais como: espectrometria no ultravioleta-visivel (Polat et al.,
2015); espectrometria de absor¢do atomica (Teien et al., 2008; Avenant-Oldewage e Marx,
2000; Slaninova et al., 2014; Zahedi et al., 2014; Cadmus et al., 2018; Sayadi et al., 2020);
espectrometria de emissao atdomica por plasma acoplado indutivamente (Carriquiriborde et al.,
2004); e espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (Nasrallah et al., 2018;
Lietal., 2009).

Estudos de toxicidade aguda de Fe, em diferentes espécies, também testaram diferentes
concentragdes, observando-se que niveis de Fe acima de 0,5 mg/L ja estdo associados a
mortalidades de peixes (Noga. 2014). Houve avaliagdo a toxicidade do Fe e sua interferéncia
na atividade da acetilcolinesterase (AChE) em zebrafish (Sant’ Anna et al., 2011). No ensaio
in vivo, foram utilizadas solugdes de sulfato ferroso nas concentragdes de 1, 15 e 150 mg/L,
por 24 horas (h). Nesse estudo, os pesquisadores relatam que houve aumento da atividade de
AChE no cérebro e figado, entretanto, essa alteragdo ndo estaria proporcionalmente
relacionada a concentracdo do metal, uma vez que as alteracdes foram mais expressivas na
concentragdo de 15 mg/L, quando comparada com a concentragdo de 150 mg/L (Sant’ Anna et
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al., 2011). Outros autores conduziram um ensaio semiestatico, para avaliagao da toxicidade do
metal em Piaus (Leporinus friderici), com duragdo de 96h e utilizacdo de solugdes
tamponadas de sulfato ferroso e sulfato férrico, obtendo-se, portanto, os ions Fe** e Fe*" nas
concentragdes 1,0; 3,0; 7,5; 15,0 e 30,0 mg/L. Observou-se, que ambos os ions, na
concentracio de 30 mg/L, promoveram letalidade de 100%. O Fe*" também promoveu
letalidade total nas concentracdes de 15 mg/L e 7,5 mg/L. Adicionalmente, houve elevagao
nos niveis de hemoglobina e metemoglobina em ambos os grupos (Gemagque et al., 2019).

Outras pesquisas avaliaram a toxicidade aguda de Fe em Carpa-Rohu (Labeo rohita) por
ensaio semiestatico, com solucdes de sulfato ferroso heptahidratado a partir de dilui¢cdes da
CLso (concentragao letal média) encontrada em 96h (130,04 mg/L). As doses foram de 8,25;
16,51 e 33,01 mg/L. Foram avaliados parametros hematologicos, de estresse oxidativo e
histopatologicos apos 24, 48, 72 e 96 horas. Os autores descreveram aumento dos valores de
eritrdcitos, leucocitos totais e hemoglobina, bioacumulagdo hepatica, aumento da peroxidacao
lipidica, reducdo de enzimas antioxidantes e lesdes histopatologicas em branquias e figado.
Os autores ressaltam que a intensidade dessas alteragdes ¢ proporcionalmente dependente da
dose e tempo de exposicao (Singh et al. 2019).

Ha estudos que descrevem lesdes histoldgicas, em diferentes 6rgados, associadas a intoxicacao
por Fe em peixes. Sdo descritas diversas lesdes nas branquias, de carater degenerativo,
necroético e inflamatorio como reducao do espaco interlamelar, fusdao de lamelas secundarias,
hiperplasia distal de lamela primaria, hemorragias, infiltrado de célula granulares
eosinofilicas, espessamento de lamelas secunddrias, desorganizacdo de lamelas,
telangiectasias, encurvamento de lamelas secundarias, sinequias e necrose de lamelas
(Carriquiriborde et al., 2004; Slaninova et al., 2014; Singh et al., 2019; Sayadi et al., 2020).
Outras alteragdes, que sdo relatadas com menor frequéncia, sdo o descolamento do epitélio
das lamelas secundarias (Singh et al., 2019); associagdo com infec¢do bacteriana secundaria
(Slaninova et al., 2014); deposicdo e acimulo de material preto sobre a superficie das
branquias (Li et al., 2009); diminuicdo do nimero de células pilares (Li et al., 2009) e
formac¢ao de granulomas nas lamelas secundarias (Li et al., 2009). Alguns autores utilizaram a
reacdo de Perls (Azul da Prussia) para demonstrar a deposi¢do e acimulo de Fe nas lamelas
(Slaninova et al., 2014; Singh et al., 2019).

Ha descricao de lesdes histopatologicas no figado. Um estudo relata degeneracao vacuolar
intracitoplasmatica em hepatdcitos, hemorragias multifocais, além da marca¢do de granulos
intracitoplasmaticos em hepatocitos pela reacao de Perls (Singh et al., 2019). No intestino, foi
descrito hiperplasia e hipertrofia de células caliciformes, hiperemia, ¢ acuimulo de material
escuro na superficie das vilosidades (Slaninova et al., 2014; Li et al., 2009). Por fim, alguns
estudos citam vacuolizagdo do epitélio de revestimento dos tiibulos contorcidos proximais dos
rins (Slaninova et al., 2014).
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2.3. IMPORTANCIA E COMPLEXIDADE DA ANALISE HISTOPATOLOGICA NA
TOXICIDADE DOS METAIS CHUMBO E FERRO

A histopatologia, em ensaios com esses metais, analisaram as branquias e relataram os
seguintes achados: hiperplasia epitelial e espessamento de lamelas secundarias, fusdao de
lamelas, hiperplasia da porcdo final da lamela primaria, congestdo, telangiectasias
(aneurismas lamelares), descolamento de epitélio lamelar, necrose lamelar, infiltrado de célula
granulares eosinofilicas e hemorragias. No entanto, Wolf et al. (2015) definem que muitos
desses achados podem ser artefatos de fixagdo, processamento ou peculiaridades das espécies.

Como exemplo, os pesquisadores comentam que a hiperplasia, espessamento e fusdo de
lamelas secundarias podem ser artefatos decorrentes do plano de incidéncia de corte das
lamelas; o descolamento epitelial das lamelas primarias pode ser resultado da ma fixacdo do
tecido (fixagdo com formol) ou do fato do peixe ter permanecido muito tempo em um
pequeno volume de agua antes da morte; a telangiectasia, em muitos casos, ¢ fruto da
termonarcose no gelo ou de concussdes na cabega antes da morte. O infiltrado de célula
granulares eosinofilicas nas branquias ¢ a degeneracdo vacuolar nos hepatocitos e nos tubulos
contorcidos proximais renais, na maior parte das vezes, sdo decorrentes de idiossincrasias
comum dos teledsteos relacionadas a espécie, ao tipo de manejo e a alimentacdo. Portanto, ha
necessidade de maiores estudos aplicando a histopatologia, em especial quando associada a
eventos toxicos.

24. ZEBRAFISH COMO MODELO EXPERIMENTAL PARA ESTUDOS SOBRE
TOXICIDADE DE METAIS

O Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae) ¢ um peixe teledsteo tropical de agua doce,
originario da Asia, conhecido popularmente como zebrafish, paulistinha ou peixe-zebra. Ele
vive cerca de 3 anos e atinge, no maximo, 5 cm de comprimento, sdo onivoros de
comportamento pacifico e muito ativos (Dammski et al., 2011; Souza, 2015; Fukushima et al.,
2020).

O zebrafish ¢ considerado, por muitos autores, como um modelo experimental ideal para
estudos de toxicologia, ecotoxologia, biologia do comportamento, bioquimica, farmacologia,
neurociéncias, terapéutica, vacinologia, infectologia, oncologia, além do estudo de diversas
doengas humanas (Souza, 2015; Fukushima et al., 2020).

Numerosas caracteristicas que favorecem o uso do zebrafish como modelo experimental,
COmo: pouco espago para a sua manutencao, baixo custo, facil manipulacao, desenvolvimento
e ciclo biologico rdpidos, facil andlise comportamental em um ambiente controlado, boa
sensibilidade para drogas, pequeno tamanho, metabolismo rapido, transparéncia dos embrides
e fertilizagdo externa (Souza, 2015; Fukushima et al., 2020).

O D. rerio ¢ utilizado em biotérios desde os anos 50. O grupo de cientistas liderado pelo
pesquisador Dr. George Streisinger foi o pioneiro a publicar trabalhos cientificos com o peixe,
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como resultado de pesquisas com aplicagao de técnicas de analise mutacional para avaliagao
do desenvolvimento embrionario do peixe, na década de 80. No Brasil, a produgao cientifica
utilizando o peixe como modelo experimental ocorre a partir de 1996 com progressiva
expansao do nimero de pesquisas, em especial a partir do ano de 2009 (Dammski et al., 2011;
Gheno et al., 2015).

A histologia ¢ considerada um excelente método de avaliacdo para se diagnosticar efeitos
diretos e indiretos que afetem tecidos e ¢ empregada nas pesquisas de toxicidade utilizando o
zebrafish (Meletti, 2003; Menke et al., 2011; Souza, 2015). A literatura aponta, que os
principais o6rgaos alvo para avaliag@o histopatoldgica em estudos de toxicidade em peixes sao
as branquias, figado e rins, por estarem em contato direto com os toxicantes e estarem
responsaveis pela metabolizagdo e excrecdo das substincias (Menke et al., 2011; Souza et al.,
2015; Wolf et al., 2015).

O zebrafish ja foi utilizado em teste com os seguintes metais: cddmium (Al-sawafi et al.,
2017; Shankar et al., 2021); chumbo (Dave e Xiu, 1991; Hu et al., 2019; Liu et al., 2019;
Shankar et al., 2021); cobalto (Dave e Xiu, 1991); cobre (Dave e Xiu, 1991; Tai et al., 2018);
cromo (Tye et al., 2018); ferro (Sant’Anna et al., 2011; Nasrallah et al., 2017; Marins et al.,
2019; Shankar et al., 2021); manganés (Marins et al., 2019); mercurio (Dave e Xiu, 1991);
niquel (Dave e Xiu, 1991); prata (Tai et al., 2019); titanio (Hu et al., 2019) e uranio (Shankar
etal., 2021).

Portanto, ha um consideravel nimero de estudos com D.rerio para uma diversidade de metais,
muito embora, grande parte desses estudos foram executados com embrides e larvas de
zebrafish. Dos estudos com o peixe adulto, apenas uma parte utilizou da histopatologia, os
quais, em sua maioria, ndo demonstram critérios rigorosos para definicdo de lesdes e
artefatos, com consequente acuracia dos resultados histopatoldgicos.

3. MATERIAL E METODOS

O delineamento desse estudo foi elaborado para a realizacao de dois experimentos:
1. Avaliagdo da toxicidade aguda de diferentes concentracdes de chumbo para zebrafish
(Danio rerio).
2. Avalia¢do da toxicidade aguda de diferentes concentragdes de ferro para zebrafish
(Danio rerio).

Para tanto, a metodologia foi elaborada de acordo com a “Norma Brasileira de Ecotoxicologia
aquatica - Toxicidade Aguda - Método de Ensaio com Peixes (Cyprinidae)” ABNT NBR
15088 (ABNT, 2016) e com o guia internacional “Test Guideline N° 203 Fish, Acute Toxicity
Testing” (OECD, 2019).
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3.1. LOCAIS DAS EXPERIMENTACOES:

As experimentagdes foram conduzidas no Laboratorio de Terapéutica Veterindria do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias da Escola de Veterindria da Universidade
Federal de Minas Gerais, durante os meses de novembro e dezembro de 2020.

3.2. AUTORIZACAO ETICA PARA EXPERIMENTO

Todas as experimentacdes foram regidas pelas normas de boas praticas experimentais
preconizadas pelos CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal),
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal) e com a lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008 que regulamenta o inciso VII do § 1o do art. 225 da Constituicdo Federal. O
projeto do experimento foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal (CEUA) da UFMG (Protocolo 61/2020) e pelo Colegiado de Pds-Graduagdo em
Ciéncia Animal da UFMG (Reunido do dia 12/08/2020).

3.3. ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os exemplares de zebrafish (Danio rerio) foram gentilmente doados pelo Laboratorio de
Peixes Ornamentais do Laboratorio de Aquacultura (LAQUA) do Departamento de Zootecnia
da Escola de Veterinaria da UFMG e foram mantidos no Biotério de Peixes do Laboratorio de
Terapéutica Veterinaria do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias da EV-UFMG.
Foram utilizados 120 peixes adultos, machos e fémeas, com um comprimento médio de 2,0 x
1,0 cm, conforme estabelecido na NBR15088 (ABNT, 2016) e pelo “Test Guideline” N° 203
(OCDE, 2019).

Para aclimatagdo, os peixes foram aleatoriamente distribuidos em aquérios de vidro com
capacidade de armazenamento de 25 litros (L), com relacio de massa do organismo por
volume de 4dgua de 1 grama (g)/L. Para as experimentagdes, os peixes (n=120) foram pesados
para aferir o peso médio de cada grupo experimental e aleatoriamente subdivididos em
aquarios de vidro redondos, com capacidade de 2000 mililitros (ml), contendo as dilui¢des de
metais, previamente preparadas para cada grupo experimental.

3.4. ACLIMATACAO E SELECAO DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os peixes foram submetidos a um periodo de aclimatacdo no Biotério de Peixes do
Laboratorio de Terapéutica Veterinaria da Escola de Veterinaria da UFMG, com duragdo de
nove dias antes das experimentacdes (sete dias de aclimatagdo + dois dias [48h] de
acomodacao nos aqudrios teste). Durante e apds o periodo de aclimatagdo, a satide dos peixes
foi observada e foi contabilizada a mortalidade. Na aclimatizacdo, dez peixes foram coletados,
submetidos a eutandsia e a andlise patoldgica. Esses dados permitiram determinar o “status”
de saude, bem como, a possibilidade do lote ser submetido a experimentagdo de acordo com
os seguintes critérios, estabelecidos pela normativas nacionais e internacionais: mortalidade>
10% da populacdo em sete dias, rejeicdo do lote inteiro; mortalidade entre 5 e 10% da
populacgdo, a aclimatacdo serd continuada por sete dias adicionais e se houver mais de 5% de
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mortalidade rejeicdo do lote; e mortalidade <5% da populacdo: aceitagdo do lote para
experimentacao (OECD, 2019).

Os peixes selecionados para as experimentacdes estavam livres de quaisquer malformagdes
aparentes e ndo apresentavam sinais de estresse, sangramento ao longo do corpo, mucosidade
excessiva ou natacdo atipica (ABNT NBR 15088 de 13/122016). Foi observada mortalidade <
5% da populacdo durante os sete dias imediatamente anteriores a exposi¢cdo. Nao foram
observadas lesdes que pudessem indicar algum agente infeccioso ou doenca degenerativa
prévia, nos dez peixes avaliados por necropsia e histologia. Nao houve utilizacdo de
medicamentos nos peixes selecionados para as experimentacdes.

Durante a aclimatacdo e até 24h antes do inicio do experimento, os animais foram
alimentados diariamente (duas vezes ao dia) com ra¢ao comercial para peixes contendo 36%
de proteina bruta (submetida a um processo de triturag@o fina). O fotoperiodo instituido foi de
12h de luz (periodo claro):12h sem luz (periodo escuro).

3.5. CARACTERIZACAO FiSICA E QUIMICA DA AGUA
3.5.1. Durante periodo de aclimatacao

Cada aqudrio recebeu agua declorada, derivada da agua tratada, encanada e filtrada, utilizada
apods 5 dias sob descanso, para evaporacdo e retirada do cloro. Durante o periodo de
aclimata¢do, a qualidade da 4agua foi monitorada diariamente e eram mensurados a
temperatura, oxigénio dissolvido (OD) e o pH. Os parametros fisico-quimicos de particulas
solidas, carbono organico total, amodnia nado ionizada, nitrato, cloro residual,
organofosforados, organoclorados, aluminio, arsénico, crémio, cobalto, cobre, ferro, chumbo,
niquel, zinco, cddmio, mercurio, prata, demanda quimica de oxigénio (DQO) estavam em
conformidade ao prescrito pelo “Test Guideline” N° 203(OCDE, 2019).

A temperatura e oxigénio dissolvido foram monitoradas com medidor multipardmetro
instrutherm MO-900 respectivamente, € o pH com pHmetro de bancada Tecnopon mPA- 210.
Como instituido na NBR 15088 para “Manutencdo e cultivo de zebrafish (Danio renio)”, a
agua esteve com a temperatura entre 21 e 25 °C, e recebia aeracdo complementar. A dgua foi
aerada por meio de compressores de ar com saidas conectadas a tubos de polietileno com
pedra porosa para evitar o estresse dos peixes e 25% do volume total da agua era substituido a
cada cinco dias. O oxigénio dissolvido foi mantido com valores médios > 5,0 miligramas
(mg)/L (ndo inferior a 60% do valor da saturacdo do ar) e o pH entre 6,0-8,5 (OCDE, 2019).

3.5.2. Durante o teste de toxicidade aguda

A agua utilizada para preparacdo das solucdes experimentais era destilada e, assim como a
agua de aclimatacdo, estava em conformidade com os critérios do “Test Guideline” N° 203
(OCDE, 2019). Essa agua foi previamente testada para os diferentes metais, por meio da
espectrometria de massas por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) e foi comprovada a
inexisténcia de valores significativos de chumbo ou ferro.
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As solucdes de estoque e teste eram preparadas utilizando os compostos metalicos: acetato de
chumbo (Pb (C2H302)>. 3H2O em grau analitico) e cloreto férrico (FeClz em grau analitico),
ambos na forma de p6 que foram diluidos manualmente em agua destilada. O pH foi ajustado,
quando necessario (detalhamento no topico 3.5. Ensaios de toxicidade aguda). Imediatamente
apos a diluicdo, as solugdes foram encaminhadas para o Departamento de Quimica da UFMG
para afericdo dos niveis dos metais através da espectrometria de massas por plasma acoplado
indutivamente. Posteriormente, um sistema de aeragdo ligado a pipetas tipo Pasteur foi
instalado em cada recipiente e permaneceu ativo por 12h, antes do inicio do experimento, com
a fun¢do de fornecer oxigénio e promover estabilizagdo do pH. Apds 48 h da colocagdo dos
peixes, as solugdes eram renovadas utilizando-se a mesma metodologia. Durante o ensaio
foram medidos o pH, a temperatura e o oxigénio dissolvido (OD), duas vezes ao dia.

3.6. ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA

Os peixes foram submetidos a 96h de experimentacdo, sendo que, a solug¢do teste era
renovada ap0s as primeiras 48h.

3.6.1. Testes pilotos de toxicidade aguda

Antes da realiza¢do dos experimentos definitivos foram realizados testes pilotos, utilizando
uma metodologia similar a descrita anteriormente, para escolha das doses que possivelmente
causariam lesdes histopatologicas e contemplariam os objetivos do estudo. Foram realizados
testes pilotos com acetato de chumbo nas concentragdes de 1,02 e 4,92 mg/L, enquanto os
testes com cloreto férrico foram realizados com as concentragdes de 5,86 ¢ 12,88 mg/L. Para
esses testes trés peixes foram distribuidos em aquérios de vidro redondos preenchidos por 1,5
L de solucdo teste por 96 h. Os resultados de mortalidade, sinais clinicos e lesdes
histopatologicas decorrentes dos testes pilotos nortearam a escolha das concentragdes
utilizadas nos experimentos definitivos, em especial, quando comparados aos valores
encontrados no Rio Paraopeba, apos ruptura da barragem em Brumadinho e nas informagdes
de Noga. (2014).

3.6.2. Ensaio semiestatico de intoxicacio aguda com diferentes dilui¢oes de chumbo

Nessa etapa foram avaliados os efeitos de cinco concentracdes de chumbo na dgua: 0 (GCC);
0,46 (GC1); 1,02 (GC2); 2,24 (GC3) e 4,92 (GC4) mg/L. Foram utilizados 60 peixes,
distribuidos aleatoriamente em 10 aqudrios. Para cada concentracdo foram utilizados dois
aquarios com seis peixes (12 peixes para cada concentracdo e 12 para o grupo controle) (fig.
1). O protocolo utilizado estd em conformidade com o “Test Guideline” N° 203 (OCDE,
2019) para testes de concentragdes de metais, que prevé o nimero minimo de sete peixes por
concentragdo e ndo exige repeticoes.

Para o preparo das solugdes, o acetato de chumbo (Pb (C2H302)2. 3H>O em grau analitico) foi
diluido em 2000 ml de &4gua destilada nas propor¢cdes para a obtengcdo das seguintes
concentragdes: 0,46; 1,02; 2,24; 4,92 mg/L. de chumbo total (fator de diluicdo 2,2). O grupo
controle (12 peixes) foi dividido em dois aquérios contendo 2000 ml de 4gua destilada cada.
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Os valores utilizados no experimento foram escolhidos com base nas descrigoes de ensaios de
toxicidade, que reportaram mortalidades associadas a chumbo com concentragdes variando
entre 1 e 31,5 mg/L (Noga, 2014).

3.6.3. Ensaio semiestatico de intoxicacdo aguda com diferentes dilui¢coes de ferro

Nessa etapa foram avaliados os efeitos de cinco concentragdes de ferro na agua: 0 (GFC);
2,66 (GF1); 5,86 (GF2); 12,88 (GF3) e 28,34 (GF4) mg/L. Foram utilizados 60 peixes,
distribuidos aleatoriamente em 10 aquarios. Para cada concentragdo foram utilizados dois
aquarios com seis peixes (12 peixes para cada concentragdo e 12 para o grupo controle) (fig.
2).

Para obtencdo das doses, o cloreto férrico (FeCl; em grau analitico) foi solubilizado em 4gua
destilada (2000 ml) e posteriormente diluido até serem obtidas as concentragdes de 2,66; 5,86;
12,88; 28,34 mg/L de ferro dissolvido (fator de diluicao 2,2).

Sabe-se que a reac¢do do cloreto de ferro com a dgua desencadeia a precipitacao de hidroxido
de ferro, somada a liberagdo de prétons acidos, como a seguinte demonstragao:

FeCl3 + 6H,0 — Fe(OH)s + 3H' + CI”

Devido as caracteristicas da reacdo, a utilizagdo de uma solucdo de estoque de cloreto de ferro
promoveria o acumulo de protons acidos e a consequente reducdo do pH, comprometendo,
portanto, o experimento. Para evitar esse inconveniente, foi adicionado bicarbonato de sodio
nas solugdes teste, para neutralizar o acido formado pela precipitagdo do hidréxido férrico e
obter pH na faixa entre 6 - 7, como descrito por Cadmus et al. (2018).

As doses que foram utilizadas basearam-se na recomendag¢do de Noga (2014), que indica
niveis de ferro acima de 0,5 mg/L de ferro associados a mortalidades de peixes.
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Figura 1. Local e aquarios do ensaio de toxicidade aguda de chumbo. Aquarios com as solugdes teste em
aeragdo antes da experimentagio

Figura 2. Local e aquarios do ensaio de toxicidade aguda de ferro. Solu¢des de ferro apds aeradas e
dispostas no local de experimentagdo, antes do ensaio experimental.
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3.7. PROCEDIMENTOS DE ANALISE DAS ALTERACOES DE COMPORTAMENTO E
MORTALIDADE

Em ambos os ensaios, os peixes foram mantidos nos aquarios por 96 horas, para determinagao
da taxa de mortalidade e alteragdes comportamentais. As mortalidades foram registradas em
intervalos de 4h. Foram gravados videos dos aqudrios, duas vezes ao dia, para auxiliar na
aferi¢do das alteragcdes comportamentais e contabilizagdo dos sinais clinicos.

Os peixes foram considerados mortos quando ndo havia movimento opercular visivel e
quando o toque do pedunculo caudal ndo produzia nenhuma reagdo (OECD N° 203). As
alteragdes comportamentais indicativas de toxicidade foram classificadas em: 1) perda de
equilibrio; 2) comportamento de natacdo; 3) funcdo respiratdria; 4) aparéncia e 5) outras
anormalidades visiveis de aparéncia e comportamento. Os exemplos, critérios e definicdes dos
sinais clinicos avaliados foram adaptados do Test Guideline” N° 203 (OCDE, 2019) e
encontram-se compilados na tabela 1.

Tabela 1. Exemplos, defini¢gdes e critérios de sinais clinicos, adaptado do Test Guideline” N° 203 (OCDE,
2019).

SINAIS CLINICOS
PERDA DE EQUILIBRIO
1. Orientacao horizontal anormal Perda de equilibrio com orientac@o horizontal anormal em relagdo a coluna
d’agua.
2. Orientacio vertical anormal Postura de cabega para cima ou para baixo.
3. Perda de controle de flutuabilidade Flutuando na superficie ou afundando no fundo.

COMPORTAMENTOS ANORMAIS DE NATACAO

1.Hipoatividade Diminuicao da atividade espontanea, letargia e apatia.

2. Hiperatividade Aumento da atividade espontanea, agitacdo e nado erratico.

3. Natagao saca-rolhas Rotagdo em torno do eixo longo, movimentos erraticos, muitas vezes em
rajadas, rolando, espiralando, nadando em espiral, caindo ou movimentos

circulares.

4. Convulsdes Contragdo anormal involuntaria e descontrolada de musculos (espasmos).

5. Tetania Musculatura corporal rigida (intermitente ou permanente) paralisia.

6. Comportamentos de irritacao da pele Piscando, raspando, esfregando na lateral do aquario.

7. Distribuicio anormal na superficie Selecdo de profundidade anormal, perto da interface agua / ar, salto, mantém-se
(comportamento) na superficie ou logo abaixo da superficie / topo.

8. Distribuiciio / comportamento anormal  Comportamento de profundidade anormal, perto da base do tanque, mergulho
no fundo deitado; estatico no fundo do aquario ou logo acima do fundo.
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9. Exageradamente reativo a estimulos Voo (sobressalto) ou resposta de evitagdo a: visual (méo
passando por cima do tanque, luminoso (feixe de luz), tatil (toque) ou
estimulo de vibraggo (tanque batido levemente).

10. Sub-reativo a estimulos Diminuigéo da resposta de evitagao visual, tatil ou estimulo de vibracéo
11. Comportamento de rebaixamento Os peixes individuais apresentam perda de agregacao e interagdes social.
12. Comportamento de cardume denso Aumento na associacdo com aglomeragdo exagerada de peixes.

FUNCAO VENTILATORIA ANORMAL (RESPIRATORIA)

1. Hiperventilagdo Maior frequéncia de movimentos ventilatorios operculares,
com possivel boca aberta e opérculos abertos.

2. Hipoventilacio Frequéncia diminuida de movimentos operculares, movimentos ventilatorios
rasos.

3. Ventilacéo irregular Movimentos operculares irregulares.

4. Tossindo Expansao rapida do reflexo da boca e opérculos ndo na agua ou superficie -

presume-se que desobstrua os canais ventilatorios.

5. Engolindo (boqueando) Movimentos da boca (e operculares) na superficie da dgua, que resulta na
entrada de 4gua ¢ ar.

6. Balancando a cabeca Movimentos laterais rapidos da cabega.

PIGMENTACAO ANORMAL DA PELE

1. Escurecimento Alterado / aumentado / cor escura (escurecida).
2. Clareamento Palidez, pigmentagdo palida / alterada / fraca.
3. Manchada Manchas descoloridas.

OUTRAS ANORMALIDADES VISIVEIS (APARENCIA E COMPORTAMENTO)

1. Exoftalmia Inchago dentro da (s) cavidade (s) orbitaria (s), que resulta em protuberancia de
um ou ambos os olhos.

2. Edema Edema abdominal devido ao acimulo de liquido. Pode causar escamas salientes
¢ / ou fissura na parede abdominal.

3. Hemorragia Petéquias (manchas do tamanho de uma cabega de alfinete) ¢ / ou hematoma
(area de colegdo sangue) devido a sangramento intradérmico ou submucosa.

4. Secrecdo de muco exacerbada Excesso de produgdo de muco.

5. Gesso fecal (anal) Fio de fezes pendurado no anus ou no fundo do tanque.

6. Agressividade Agressao, ataque direto, dominagao de locais de escolha de tanques.

7. Canibalismo Atacar e ingerir partes de outros peixes ou comer corpos de peixes mortos.
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Os peixes mortos, durante o intervalo de observagao, eram removidos dos aquarios. Critérios
de eutanasia para evitar o sofrimento extremo por intoxicacao aguda foram adotados durante
as experimentagdes (por exemplo, alteragdes comportamentais visiveis indicativas de estresse
e sofrimento descritos na Resolucao Normativa No 34 do CONCEA).

Decorridos o periodo experimental, os animais que ndo morreram foram submetidos a
eutandsia com overdose de eugenol associado a resfriamento rapido como prescrito no topico
9.7.4.1- Resfriamento e congelamento- Diretriz CONCEA/2015. Os animais mortos
naturalmente e os animais submetidos a eutanasia foram encaminhados em parcelas iguais
para avaliacdo toxicoldgica e para avaliagao histopatoldgica, ou seja:

e 50% dos peixes tiveram orgaos coletados e foram submetidos a andlise toxicologica
no Departamento de Quimica da UFMG. As amostras selecionadas foram as
branquias, visceras (figado, rim, coracdo, bago, pancreas e intestinos) e musculatura
(epaxial e hipoaxial) somada aos ossos e a pele. Realizou-se a coleta de amostras
compostas (seis peixes por dose experimental), pois a quantidade de material
disponivel era pequena.

e 50% dos peixes submetidos a andlise histopatoldgica. Esse material, foi encaminhado
ao Laboratorio de Patologia Veterinaria para processamento e avaliacdo histologica.

O indice de mortalidade e as alteragcdes comportamentais foram registrados em intervalos de 4
h. Ao final do ensaio, calculou-se a porcentagem de mortalidade nas diferentes concentragdes
em todos os grupos experimentais. Os resultados foram considerados validos pois, no término
do periodo do ensaio experimental, a porcentagem de peixes mortos no grupo controle foi
inferior ou igual a 10%, conforme estabelecido pela NBR 15088 (ABNT, 2016). As
concentragoes letais (CLs) (10% de mortalidade (CLio); 50% de mortalidade (CLso);
mortalidade de 90% (CL9096h) e mortalidade de 99%(CLo9) foram estimados por modelos de
regressao probit-log (dose) (Nivel de confianca de 95%) estabelecido por Lei e Sun (2018).

3.8. PROCESSAMENTO E AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Foram coletados seis peixes (50 % dos individuos mortos ou submetidos a eutandsia) de cada
grupo experimental. Imediatamente apds a morte/eutandsia, os peixes eram dispostos em
decubito lateral direito, para a retirada dos opérculos e abertura lateral esquerda da cavidade
abdominal e imersdo dos animais em formalina 10% tamponada. Esse procedimento, buscou a
melhor infiltragcdo do fixador nas branquias, nos 6rgaos cranianos e celomaticos (fig. 3).

O periodo de fixagdo foi de 48h e, posteriormente, os peixes foram submetidos a um periodo
de descalcificacdao, com acido formico a 24%, por um periodo de 48 horas a semelhanca de
Meletti (2003).

Seguido a fixagdo e descalcificacdo, os peixes inteiros foram dispostos, em decubito lateral
direito, em cassetes plasticos, e submetidos a uma bateria de banhos em dalcoois para
desidratacdo, em xilois para diafanizagdo e em parafina para inclusdo e posterior cortes por
microtomia com espessura de trés micrometros (um) e realizacdo da coloracao de
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Hematoxilina e Eosina (H.E). Realizou-se uma adaptacdo das recomendacdes do
“Histopathology Guidance Document for the Medaka Extended One-Generation
Reproduction Test” da OCDE (2014), de maneira que foram produzidas laminas em trés
profundidades diferentes para cada peixe, com o intuito de aumentar o numero e a area dos
orgaos avaliados. Para os peixes do ensaio de toxicidade aguda de ferro também foi realizado
histoquimica pela reagdo de Azul da Prussia.

Figura 3. Peixe do grupo Pb 1,02 mg/L. Demonstra¢do da abertura lateral da cavidade celomatica e
retirada dos opérculos, apds morte.

4. RESULTADOS
4.1. RESULTADOS DOS TESTES PILOTO

Os resultados dos pré-testes com chumbo demonstraram que na concentragao de 1,02 mg/L
ndo houve mortes espontaneas e lesdes histopatoldgicas. Os sinais clinicos observados foram
de hipoatividade e distribuicdo irregular no fundo. Na concentracdo de 4,92 mg/L houve
mortalidade de todos os peixes e foram encontradas lesdes padrdo 1 em alguns peixes. Os
resultados dos pré-testes com ferro demonstraram que na concentragdo de 1,02 mg/L em pH
médio de 6,8 ndo houve mortalidades nem lesdes histopatologicas. Como sinais clinicos
houve hipoatividade, distribuicdo anormal no fundo, sub-reatividade, comportamento de
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rebaixamento e ventilacao irregular. Na concentragcdo 12,88 mg/L houve mortalidade a partir
das 72h com morte de todos os animais as 78h. Foram observadas areas multifocais discretas
de acumulo de precipitados de ferro nos espagos interlamelares, limen da cavidade oral e
estdmago. Os principais sinais clinicos observados foram hipoatividade, distribuicdo anormal
no fundo, sub-reatividade, comportamento de rebaixamento, distribuicdo irregular na
superficie, ventilagdo irregular e animais boqueando.

4.2. ENSAIO SEMIESTATICO DE TOXICIDADE AGUDA COM CHUMBO
4.2.1. Avaliacio de sinais clinicos por grupo experimental
Grupo GC1 (Pb 0,46 mg/L)

No periodo de 96h do ensaio experimental, a mortalidade foi de 33,3% (4/12). As mortes
desses quatro peixes ocorreram nos seguintes intervalos: um entre 4 e 8h, dois entre 8 e 12h e,
por fim, um entre 20 e 24h de experimentagdo (fig. 7). Os sinais clinicos mais observados
foram hipoatividade, distribuicdo anormal no fundo e comportamento de rebaixamento,
seguidos por sub-reatividade, distribuicdo anormal na superficie e as alteragdes de fungdes
ventilatorias.

Hipoatividade foi observada entre 32,5 ¢ 100% dos peixes desde as primeiras 4h até as 96h de
experimentacdo (fig. 8). Comportamento anormal no fundo e comportamento de
rebaixamento foram registrados entre 36,3 e 100% dos peixes, desde as primeiras 4h até as
96h (fig. 8). A sub-reatividade foi constatada entre 12,5 e 88,8 % dos peixes no intervalo entre
as primeiras 4h até as 96h. Distribuigdo irregular na superficie foi observada entre 36,3 e 50%
dos peixes desde as primeiras 4h até as 24h de experimentagdo. As anormalidades de funcao
respiratoria, que incluiam hiperventilacdo, ventilagdo irregular e peixes boqueando, foram
observadas entre 36,3 e 44,4% dos peixes desde as primeiras 4h até as 20h. A proporc¢ao de
acometimento de cada sinal clinico variou de acordo com o horario e numero de mortalidades.
O detalhamento da distribui¢do dos sinais clinicos observados no grupo GC1 (Pb 0,46 mg/L)
encontra-se na figura 4.

Grupo GC2 (Pb 1,02 mg/L)

No periodo de 96h do ensaio experimental, a mortalidade foi de 41,7% (5/12). Todas as cinco
mortes ocorreram no intervalo entre 4 e 8h de experimentacdo. Nao houve mortes apos esse
periodo, porém, os peixes continuaram apresentando sinais clinicos (fig. 7). Os sinais clinicos
mais observados foram hipoatividade, distribuicdo anormal na superficie e alteracdes de
fungdes ventilatorias seguidos por sub-reatividade, distribuicdo anormal no fundo,
comportamento de rebaixamento e hemorragias.

Hipoatividade foi observada entre 28,6 e 100% dos peixes desde as primeiras 4h até as 96 h
de experimentagdo. Comportamento anormal no fundo e comportamento de rebaixamento
foram registrados entre 28,6 ¢ 83,3% dos peixes, desde as primeiras 4h até as 96h (fig. 8). A
sub-reatividade foi constatada entre 28,6 e 100% dos peixes no intervalo entre as primeiras 4h
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até as 96h. Distribui¢do irregular na superficie foi observada entre 28,6 e 71,4% dos peixes, a
partir das primeiras 4h até as 96h de experimentacdo. As anormalidades de funcao
respiratoria, que incluiam hiperventilagdo, ventilacdo irregular e peixes boqueando, foram
observadas entre 14,3 e 71,4% dos peixes a partir das primeiras 8h até as 96h. Foram
observadas hemorragias intensas nas branquias de 14,3% dos peixes nos intervalos entre 24h
e 48h (fig. 9). A propor¢do de acometimento de cada sinal clinico variou de acordo com o
horario ¢ nimero de mortalidades. O detalhamento da distribuicdo dos sinais clinicos
observados no grupo GC2 (Pb 1,02 mg/L) encontra-se na figura 4.

Grupo GC3 (Pb 2,24 mg/L)

No periodo de 96h do ensaio experimental, a mortalidade foi de 75% (9/12). As mortes desses
nove peixes ocorreram nos seguintes intervalos: um nas primeiras 4h, seis entre 4h e 8h, um
entre 8h e 12h e um entre 24h e 28h de experimentagdo (fig. 7 € 9). Os sinais clinicos mais
observados foram a hipoatividade, a distribuicdo anormal no fundo € o comportamento de
rebaixamento, seguidos por sub-reatividade, distribui¢do anormal na superficie e as alteragdes
de fungdes ventilatorias.

Hipoatividade foi observada entre 75 e 90,9% dos peixes desde as primeiras 4h até as 96h de
experimentacdo. Comportamento anormal no fundo e comportamento de rebaixamento foram
registrados entre 6,4 ¢ 100% dos peixes, desde as primeiras 4h até as 96h. A sub-reatividade
foi constatada entre 75 e 100% dos peixes no intervalo das primeiras 4 até as 96h.
Distribui¢do irregular na superficie foi observada entre 20 e 54,5% dos peixes, das primeiras
4h até as 96h de experimentagdo. As anormalidades de fungdo respiratoria, que incluiam
hiperventilagdo, ventilagdo irregular e peixes boqueando, foram observadas entre 20 e 54,5%
dos peixes das primeiras 4h até¢ as 8h. A propor¢cdo de acometimento de cada sinal clinico
variou de acordo com o horario ¢ nimero de mortalidades. O detalhamento da distribuicao
dos sinais clinicos observados no grupo GC3 (Pb 2,24 mg/L) encontra-se na figura 4.

Grupo GC4 (Pb 4,92 mg/L)

No periodo de 96h do ensaio experimental, a mortalidade foi de 91,7% (11/12). As mortes
desses onze peixes ocorreram nos seguintes intervalos: dois nas primeiras 4h, cinco entre 4h e
8h, trés entre 8h e 12h e um entre 68h e 72h de experimentacgdo (fig. 7 e 9). Os sinais clinicos
mais observados foram a hipoatividade, a distribui¢do anormal no fundo e o comportamento
de rebaixamento, seguidos por sub-reatividade, distribuicdo anormal na superficie e as
alteragdes de funcdes ventilatorias.

Hipoatividade foi observada entre 50 e 100% dos peixes desde as primeiras 4h até as 32h de
experimentagdo. Comportamento anormal no fundo e comportamento de rebaixamento foram
registrados em 60% dos peixes, desde as primeiras 4h até as 8h. A sub-reatividade foi
constatada entre 20 e 100% dos peixes no intervalo das primeiras 4h até as 8h. Distribui¢ao
irregular na superficie esteve entre 50 e 60% dos peixes, desde as primeiras 4 até as 32h de
experimentacdo (fig. 8). As anormalidades de funcdo respiratdria, que incluiam
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hiperventilagdo, ventilacdo irregular e peixes boqueando, foram observadas em 60% dos
peixes nas primeiras 4h. A propor¢ao de acometimento de cada sinal clinico variou de acordo
com o horario e nimero de mortalidades. O detalhamento da distribuicao dos sinais clinicos
observados no grupo GC4 (Pb 4,92 mg/L) encontra-se na figura 4.

Grupo GCC (Controle).

Nao foram observados sinais clinicos ou mortalidades nos peixes do grupo GCC (Controle).
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4.2.2. Comparativo dos sinais clinicos entre grupos

A categoria de sinais clinicos mais comumente observada foi a dos comportamentos anormais
de natagdo. O principal deles foi a hipoatividade, definida como diminui¢do da atividade
espontanea, apatia ou letargia. O segundo sinal clinico mais importante foi a distribui¢ao
anormal no fundo, que tem por defini¢ao o comportamento de profundidade anormal perto da
base inferior do tanque, com o peixe estatico no fundo do aquario ou logo acima do fundo do
aquario. Em muitos casos, concomitantemente a esses sinais clinicos, foi observada sub-
reatividade e comportamento de rebaixamento. A sub-reatividade a estimulos ¢ constatada
quando ha diminuicdo da resposta a estimulos visuais (percebido quando se aproxima a mao
do aquario) a estimulos de toque e a estimulos de vibragcdo (quando a parede do aquario
recebe uma leve batida). O comportamento de rebaixamento (perda do comportamento de
cardume), quando individuos perdem o instinto de agregacdo e interagdes sociais. O
comportamento anormal de natagao menos frequente foi a distribui¢do anormal na superficie,
cuja definicdo ¢ a sele¢do anormal de profundidade para perto da interface dgua/ar. Esse era
um dos ultimos sinais clinicos observados antes da morte e geralmente era acompanhado de
anormalidades da fun¢ao ventilatoria (OCDE, 2019).

As anormalidades ventilatorias observadas foram: hiperventilagdo, que ¢ o aumento da
frequéncia dos movimentos operculares, geralmente associados a abertura de boca e
opérculos; ventilacdo irregular, definida por movimentos operculares irregulares e arritmicos;
peixes engolindo (boqueando), constatado quando ha movimentos de boca e operculares na
superficie da 4gua que promovem a entrada de ar e 4gua. Esses sinais geralmente eram
observados nas horas finais que antecediam a morte dos peixes. Em um peixe houve
hemorragia visivel (OCDE, 2019).

De maneira observacional, percebeu-se um padrdo de progressdo dos sinais clinicos.
Inicialmente, a partir das duas primeiras horas de exposi¢do, notava-se predominantemente
hipoatividade, que geralmente estava associada a sub-reatividade, distribuicdo anormal no
fundo e comportamento de rebaixamento. Esse conjunto de sinais clinicos acometia uma
grande percentagem de peixes e se prolongava até o fim do experimento. Com o decorrer das
horas, os peixes acometidos pelos sinais clinicos anteriores passaram a assumir a distribui¢ao
anormal na superficie, frequentemente somada a hiperventilagdo, ventilagdo irregular e com
comportamento de engolir (boquear). Apds algumas horas com esses sinais clinicos, os
animais morriam. Portanto, o principal padrdo de sinais clinicos associados a mortalidade
evidenciou uma progressiva perda de capacidade respiratéria e consequente hipoxia,
provavelmente, devido a injuria nas branquias, demonstrada pela avaliacdo histopatoldgica.
Esse padrdo foi percebido em todas as doses testadas e, quanto maior a dose, menor o tempo
de progressao dos sinais clinicos até a mortalidade dos animais, bem como maior o nimero de
mortes espontaneas em menos tempo.

Além da progressdo de sinais clinicos citados, houve uma quantidade menor de peixes que
permaneceram em distribui¢do anormal no fundo, com hipoatividade intensa, até o final do
experimento. Houve casos em que esses animais no fundo do aquario progrediram para nao
reatividade a estimulos visuais e de vibragdo, hiperventilacdo, ventilagdo irregular e, por fim,

39



morte. Um peixe do grupo Pb 1,02 mg/L apresentou distribui¢do irregular na superficie com
hemorragia das branquias notada pela libera¢ao de sangue na dgua ao redor, no intervalo entre
4 e 8h. Houve, também, alguns peixes que apresentaram distribui¢do anormal no fundo ou até
na superficie, por vezes juntamente com hiperventilagdo, mas que se recuperavam e
sobreviviam até o final do experimento.

A hipoatividade foi variavel entre os grupos, tanto na porcentagem de peixes acometidos,
quanto na progressao e¢ duracdo do sinal clinico. No geral, esse sinal clinico foi observado
sempre em uma consideravel quantidade de peixes por todo periodo experimental em todos os
grupos, sendo considerado o sinal clinico que mais acometeu os peixes nesse ensaio. Quando
considerados os picos de observacdo desse sinal, a hipoatividade acometeu 100% (8/8) dos
peixes do grupo Pb 0,46 mg/L no intervalo de 32 e 52 horas, 100% (7/7) dos peixes do grupo
Pb 1,02 mg/L nos intervalos entre 4h e 24h e entre 32h e 48h. No grupo Pb 2,24 mg/L, o sinal
foi observado em 90,9% (10/12) dos peixes nas primeiras 4h e atingiu 100% entre 4h e 8h e
das 20h até o fim do ensaio. No grupo Pb 4,92 mg/L foi observado acometimento de 100%
(12/12) dos peixes entre 0 e 3h e (10/10) entre 4h e 8h. Dessa forma, a precocidade dos picos
de observacdo desse sinal estava relacionada com o nivel de chumbo. O comparativo da
porcentagem de hipoatividade entre grupos foi demonstrado na figura 5.

A distribui¢do anormal no fundo foi observada em muitos animais ¢ estava associada ao
comportamento de rebaixamento, pois esses animais alocados no fundo do aquério perdiam a
organizagdo coletiva de cardume. Esses sinais atingiram a totalidade dos peixes no grupo Pb
0,46 mg/L das 48h até as 72h (8/8). O grupo Pb 1,02 mg/L a observacdo desses sinais chegou
a 83,3% (10/12) dos peixes nas primeiras 4h de experimenta¢do. No grupo Pb 2,24 mg/L,
esses sinais foram observados em 100% dos peixes das 8h até 20h (4/4) e das 20h até 96h
(3/3). No grupo Pb 4,92 mg/L o pico de observacdo desse sinal foi de 60% dos peixes nas
primeiras 4h (6/10) e entre 4h e 8h (3/5). A grande maioria dos peixes distribuidos
anormalmente no fundo e com comportamento de rebaixamento também estavam hipoativos.
O comparativo da porcentagem de distribui¢do anormal no fundo e comportamento de
rebaixamento entre grupos foi demonstrado na figura 5.

A sub-reatividade a estimulos foi variavel no decorrer do experimento e teve momentos de
auséncia e reaparecimento ao longo das 96h, nos diferentes grupos experimentais. No grupo
Pb 0,46 mg/L o pico de observagdo chegou a 88,8% (8/9) dos peixes entre 8h e 20h. No grupo
Pb 1,02 mg/L houve sub-reatividade em 100% dos animais entre 4h e 24h (7/7). No grupo Pb
2,24 mg/L houve diferentes intervalos em que houve sub-reatividade em 100% dos peixes
incluindo o intervalo entre 4h e 8h (5/5), entre 20h e 24h (3/3) e das 48h até¢ o fim do
experimento (3/3). No grupo Pb 4,92 mg/L o sinal clinico foi observado em 100% (10/10) dos
peixes nas primeiras 4h de experimentacdo. O comparativo da porcentagem de sub-
reatividade a estimulos entre grupos foi demonstrado na figura 5.

A distribuicdo anormal na superficie foi o sinal clinico menos frequente, quando comparado
aos anteriores. Comumente, esse sinal era acompanhado de anormalidades ventilatdrias com
progressdo para a morte do animal. Isso justifica os valores menores encontrados e que
decrescem em fun¢do do tempo, devido a mortalidade dos animais. A distribuicdo anormal na
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superficie ndo chegou a 100% em nenhum grupo experimental, mas chegou a 50% (4/8) entre
20h e 24h no grupo Pb 0,46 mg/L, a 71,4% (5/7) entre 24h e 36h no grupo Pb 1,02 mg/L, a
54,5% (6/11) nas primeiras 4h no grupo Pb 2,24 mg/L e a 60% (6/10) nas primeiras 4h de
experimentacdo no grupo Pb 4,92 mg/L. O comparativo da porcentagem de distribui¢ao
anormal entre grupos foi demonstrado na figura 6.

A hiperventilagdo, ventilagao irregular e animais engolindo (boqueando), geralmente, eram os
sinais clinicos que precediam a morte dos animais e estavam fortemente associados a
distribuicao irregular na superficie. Essas anormalidades de fun¢do ventilatéria foram menos
frequentes, quando comparadas a outros sinais clinicos e ndo atingiram 100% em nenhum
grupo experimental, entretanto, chegou a 50% (4/8) entre 20h e 24h no grupo Pb 0,46 mg/L, a
71,4% (5/7) entre 24 e 36h no grupo Pb 1,02 mg/L, a 54,5% (6/11) nas primeiras 4h no grupo
Pb 2,24 mg/L e a 60% (6/10) nas primeiras 4h de experimentagdo no grupo Pb 4,92 mg/L. O
comparativo da porcentagem das anormalidades respiratorias entre grupos foi demonstrado na
figura 6.

Os niveis de mortalidade variaram de acordo com a concentragao de chumbo na solugdao. A
mortalidade foi de 33,33% no grupo Pb 0,46 mg/L, 41,66% no grupo Pb 1,02 mg/L, 75% no
grupo Pb 2,24 mg/L e 91,66% no grupo Pb 4,92 mg/L. Portanto, o experimento demonstrou
relacdo positiva entre a dose e a mortalidade. A curva de progressao de mortalidade foi muito
semelhante entre os grupos, entretanto 0s grupos com maior concentragdo iniciaram as
mortalidades antes. As mortalidades nos grupos Pb 0,46 mg/L e Pb 1,02 mg/L comecaram a
partir das 5 primeiras horas enquanto, nos grupos Pb 2,24 mg/L e Pb 4,92 mg/L, comegaram a
partir das 3 primeiras horas. A maior parte das mortes acontecia até as 24h de experimentagao
e depois havia estabilizacdo da mortalidade, muito embora, no grupo Pb 4,92 mg/L a tltima
morte tenha ocorrido no intervalo entre 68 ¢ 72h. Foi realizado o calculo de concentragao letal
e os resultados encontram-se na tabela 2 enquanto o comparativo entre as mortalidades dos
grupos encontra-se ilustrado na figura 6.

Tabela 2. Concentragdes letais do ensaio de toxicidade aguda com chumbo

MORTALIDADE CONCENTRACAO LIMITE LIMITE
(%) LETAL INFERIOR SUPERIOR
10 0,26 0,03 2,37

50 1,1 0,4 3,01

90 4,64 0,76 28,29

929 15,03 0,68 e
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Figura 8. Representacdo de sinais clinicos de comportamento anormais de natagdo. A) Peixes do grupo Pb 0,46 mg/L com distribui¢do anormal
no fundo e comportamento de rebaixamento. B) Peixe do grupo Pb 1,02 mg/L com distribui¢do anormal no fundo, e comportamento de
rebaixamento. C) Peixes do grupo Pb 4,92 mg/L com distribuicdo anormal na superficie. D) Peixes do grupo Pb 4,92 mg/L com distribuicdo
anormal na superficie.
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Figura 9. Demonstracao do sinal clinico de hemorragia e de mortalidades. A e B) Peixe do grupo Pb 1,02 mg/L com hemorragia e
liberagdo de sangue na agua, evidenciado pela cor vermelha (seta). C) Aquario do grupo Pb 2,24 mg/L com peixe morto na
superficie do aquario. D) Aquario do grupo Pb 4,92 mg/L com peixe morto na superficie do aquario.
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4.2.3. Alteracgoes patolégicas

Com excecao de um peixe do grupo 1,02 mg/L, que demonstrou hemorragia nas branquias,
ndo foram encontradas lesdes macroscopicas significativas nos peixes dos grupos
experimentais e controle.

As lesoes histologicas nos grupos experimentais se concentraram nas branquias, sendo que,
ocasionalmente, algumas lesdes acometiam a pele. Foram notados dois padrdes distintos de
lesdo nas branquias, que foram associados & exposi¢do ao chumbo, uma vez que ndo foram
observados nos peixes do grupo controle.

O primeiro padrio (padrio 1), geralmente encontrado em peixes que morreram
espontaneamente, era caracterizado por perda acentuada da organizagdo de lamelas primarias
e secundarias associada a fragmentacdo celular acentuada, hipereosinofilia citoplasmatica,
picnose e caridlise (necrose aguda focalmente extensa acentuada) (fig. 10, 11 e 12). Essas
células necroticas comumente se desprendiam das lamelas (fig. 10, 11 e 12). Em conjunto
com a perda de lamelas e da organizagdo lamelar, havia acimulos de restos celulares nos
espacos interlamelares (fig. 11 e 12). Adicionalmente, havia hiperemia ativa associada a lesao
e areas multifocais de hemorragia.
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Figura 10. Histopatologia do peixe 9.1. Grupo Pb 4,92 mg/L. Branquias. Necrose difusa e acentuada das
lamelas, com desprendimento multifocal do epitélio lamelar e acimulo multifocal de restos celulares entre
os espacos interlamelares (setas) (H.E, 200x)

Figura 11. Histopatologia do peixe 9.1. Grupo Pb 4,92 mg/L. Branquias. Necrose difusa e acentuada com
perda acentuada de lamelas e acimulo multifocal acentuado de restos celulares nos espagos interlamelares
(setas) (H.E, 400x).
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Figura 12. Histopatologia do peixe 9.3. Grupo Pb 4,92 mg/L. Branquias. Necrose multifocal a coalescente
das lamelas secundarias com desprendimento do epitélio (cabega de seta) e acimulo multifocal de restos

celulares nos espagos interlamelares (setas). (H.E, 400x).

49



Outro padrao (padrao 2), geralmente encontrado em peixes que sobreviveram as 96h e foram
submetidos a eutanasia, era caracterizado por espessamento acentuado das lamelas
secundarias, com discreta a moderada desorganizacao lamelar e numerosas células com
nucleos fragmentados e citoplasma hipereosinofilico e fragmentado (fig. 13, 14 e 15). Havia,
também, hiperplasia de células epiteliais de revestimento com fusdo moderada de lamelas
secundarias (fig. 13, 14 e 15) e acimulo, em quantidades varidveis, de material granular a
amorfo, fracamente eosinofilico (interpretado como restos celulares) que formava agregados
em espacos bem delimitados entre as células epiteliais de revestimento lamelar (fig. 13, 14 e
15 e 14). Ocasionalmente havia perda da conformagdo de células e acumulo de restos
celulares na pele da cabega e da nadadeira peitoral (fig. 17 e 18) e hemorragia das branquias
(fig. 16). As alteracdes observadas no padrao 2 relacionadas a hiperplasia foram consideradas
consistentes, enquanto a fragmentacdo do citoplasma e nilcleo das células serd melhor
estudada, devido a possibilidade de relacao dessa alteragdo com o método de eutanasia. No
grupo controle ndo havia alteracdes histologicas com branquias e pele com adequada
apresentacao morfoldgica (Fig. 19, 20 e 21). Foram encontrados alguns artefatos, comumente
descritos como lesdes, como a vacuolizagdo de células de revestimento dos tibulos renais,
vacuolizacdo do citoplasma de hepatdcitos e excesso de basofilia do citoplasma de
hepatoécitos em fémeas com producao de proteina vitelogénica.
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Figura 13. Histopatologia do peixe7.5. Grupo 2,24 mg/L. Branquias. Espessamento difuso moderado de
lamelas secundarias por hiperplasia epitelial (setas), com areas multifocais de achatamento e fusdo de
lamelas secundarias (cabeca de seta) e areas de acimulo de material granular fracamente eosinofilico
(interpretado como restos celulares) em espagos bem delimitados entre as células epiteliais de
revestimento lamelar (asterisco) (H.E, 200x).

Figura 14. Histopatologia do peixe 7.5. Grupo Pb 2,24 mg/L. Branquias. Hiperplasia epitelial com fusdo de
lamelas moderada (cabega de seta) e acimulo de material granular fracamente eosinofilico (interpretado
como restos celulares) entre as células epiteliais das lamelas secundarias (asterisco) (H.E, 400x)
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Figura 15. Histopatologia do peixe 10.5. Grupo 4,92 mg/L. Branquias. Espessamento difuso e acentuado
das lamelas com fusdo difusa acentuada de lamelas secundarias, hiperplasia epitelial difusa acentuada e
areas multifocais acentuadas de acumulo de restos celulares (asterisco) (H.E, 400x).

Figura 16. Histopatologia do peixe 9.3. Grupo Pb 4,92 mg/L. Branquias. Espessamento e fusdo difusa
acentuada de lamelas primdrias e secundarias e areas multifocais de hemorragia acentuada (seta) (H.E,
200x).
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Figura 17. Histopatologia do peixe 7.5. Grupo Pb 2,24 mg/L. Pele. Areas multifocais de actimulo de
material granular fracamente eosinofilico (interpretado como restos celulares) entre as células epiteliais da
epiderme (setas) (H.E, 200x).

Figura 18. Histopatologia do peixe 7.5. Grupo Pb 2,24 mg/L. Pele. Areas multifocais de actimulo de
material granular fracamente eosinofilico (interpretado como restos celulares) entre células epiteliais da
epiderme (setas) (H.E, 400x).
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Figura 19. Peixe 2.1. Grupo Controle. Cavidade opercular com branquias sem alteragdes
histologicas. (H.E, 50x).

Figura 20. Peixe 2.1. Grupo Controle. Branquias. Lamelas primarias e secundarias sem alteragdes
histologicas (H.E, 200x).
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Figura 21. Peixe 2.1. Grupo Controle. Pele. Sem alteragdo histologicas (H.E, 200x).
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4.2.4. Descricao das alteracoes anatomopatologicas por grupo

Foram avaliados histologicamente os tecidos de seis peixes de cada grupo experimental. Esses
peixes foram identificados numericamente e foi realizada a correlagdo de lesdes
anatomopatoldgicas com o momento da morte do animal. Os peixes foram enumerados em
um esquema X.Y, no qual o primeiro numero (X) equivale ao aquario que o animal estava,
enquanto o segundo numero (Y) representa ordem em que ele morreu em relacdo ao seu
aquario (1°, 2°, 3°). Como exemplo, o peixe 4.1 foi o primeiro peixe a morrer do aquario 4. No
experimento com chumbo, a distribuicdo dos zebrafish ocorreu com um peixe destinado a
histopatologia seguido de um animal encaminhado para toxicologia. Coincidentemente, os
peixes com identificacdo terminada em numeros impares foram destinados a histopatologia,
enquanto os pares foram encaminhados para toxicologia.

Grupo GC1 (Pb 0,46 mg/L)

Nesse grupo experimental, dois peixes (3.1 e 4.1) morreram espontaneamente as 11h30min
minutos ¢ 6h09min apds o inicio do experimento, respectivamente. Ambos os peixes
apresentaram o padrao 1 de lesdo, com necrose difusa acentuada associada a acimulo de
restos celulares nos espagos interlamelares e hiperemia difusa acentuada.

Os outros quatro peixes avaliados (3.3, 3.5, 4.4, 4.6) foram submetidos a eutanasia. Todos
esses animais apresentaram o padrdo 2 de lesdo, com necrose individual de células com
espessamento, fusdo e hiperplasia de lamelas secundarias associada a acumulo de restos
celulares entre as células epiteliais de revestimento lamelar. A intensidade das lesdes de
padrao 2 variou entre os animais, como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3. Correlagdo mortalidade e padrdo de lesdes histologicas encontradas no Grupo Pb 0,46mg/L

Animal Tipo de morte Tempo de morte  Padrdo de lesao  Intensidade
4.1 Natural 6h09min Padrao 1 Acentuada
3.1 Natural 11h36min Padrao 1 Acentuada
3.3 Eutandsia 96h Padrao 2 Acentuada
3.5 Eutandsia 96h Padrao 2 Discreta
4.4 Eutanasia 96h Padrao 2 Acentuada
4.6 Eutanasia 96h Padrao 2 Moderada

Animais organizados por tempo de morte. h- horas, min- minutos
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Grupo GC2 (Pb 1,02 mg/L)

Nesse grupo experimental, trés peixes (5.1, 6.1 e 6.3) morreram espontaneamente apods
Sh25min, 4h59min e 5h29min de experimentacdo, respectivamente. Todos os animais
apresentaram o padrao 1 de lesdo.

Os outros trés peixes avaliados (5.3, 5.5 e 6.5) foram submetidos a eutanésia. Esses animais
apresentaram o padrdo 2. A intensidade das lesdes de padrao 2 variou entre os animais, como
demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Correlagdo mortalidade e padrao de lesdes histologicas encontradas no Grupo Pb 1,02mg/L

Animal Tipo de morte Tempo de morte  Padrdo de lesao  Intensidade
6.1 Natural 4h59min Padrdo 1 Acentuada
5.1 Natural 5h25min Padrdo 1 Acentuada
6.3 Natural 5h29min Padrdo 1 Acentuada
5.3 Eutanasia 96h Padrao 2 Acentuada
5.5 Eutanasia 96h Padrao 2 Moderada
6.5 Eutanasia 96h Padrao 2 Discreta

Animais organizados por tempo de morte. H- horas, min- minutos

Grupo GC3 (Pb 2,24 mg/L)

Nesse grupo experimental, cinco peixes (7.1, 7.3, 8.1, 8.3, 8.5) morreram espontaneamente
ap6s 3h12min, 22h55min, 4h54min, 5h27min e 6h34min de experimentacaio,
respectivamente. Todos os animais apresentaram o padrdo 1 de lesdo. Adicionalmente, um
peixe (7.3) apresentou hiperemia e alguns vasos sanguineos.

O outro peixe avaliado (7.5) foi submetido a eutanasia. Esse animal apresentou o padrao 2 de
lesdo. Além disso, esse peixe apresentou esse mesmo padrdo de lesdo, especialmente com o
acimulo de restos celulares em espacos bem delimitados entre as células epiteliais na pele,
principalmente da cabeca e no epitélio das narinas. A intensidade e padrdo de lesdes esta
demonstrada na Tabela 5.

Tabela 5. Correlacdo mortalidade e padrdo de lesdes histologicas encontradas no Grupo Pb 2,24mg/L

Animal Tipo de morte Tempo de morte  Padrdo de lesao  Intensidade
7.1 ‘ Natural 3h12min Padrdo 1 Acentuada

8.1 ‘ Natural 4h54min Padrio 1 Acentuada
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8.3 Natural 5h27min Padrio 1 Acentuada

8.5 Natural 6h34min Padrio 1 Acentuada
7.3 Natural 22h55min Padrio 1 Acentuada
7.5 Eutanasia 96h Padrio 2 Acentuada

Animais organizados por tempo de morte. h- horas, min- minutos

Grupo GC4 (Pb 4,92 mg/L)

Nesse grupo experimental, cinco peixes (9.1, 9.3, 10.1, 103 e 10.5) morreram
espontaneamente apos 4h50min, 7h06min, 3h45min, 4h54min e 8h50min de experimentagao,
respectivamente. Todos os animais apresentaram o padrao 1 de lesdo. Entretanto, dois peixes
(9.3 e 10.5) apresentaram achados de ambos os padrdes em diferentes propor¢des. Em um
peixe (9.3) havia predominancia do padrdo e areas com aspectos histoldgicos encontrados no
padrdo 2 como areas multifocais discretas de acimulo de material granular fracamente
eosinofilico (interpretado como restos celulares). O outro peixe (10.5), apresentou
predominancia do padrdo 1, com areas multifocais a coalescentes com moderado acumulo de
restos celulares.

O outro peixe avaliado (9.6) foi submetido a eutanésia. Esse animal apresentou o padrdo 2 de
lesdo. A intensidade das lesdes de padrdo 2 variou entre os animais, como demonstrado na
Tabela 6.

Tabela 6. Correlagio mortalidade e padrio de lesdes histologicas encontradas no Grupo Pb 4,92mg/L

Animal  Tipo de morte  Tempo de morte Padrao de Intensidade
lesdo

10.1 Natural 3h45min Padrao 1 Acentuada

9.1 Natural 4h50min Padrdo 1 Acentuada

10.3 Natural 4h54min Padrdo 1 Acentuada

9.3 Natural 7h06min Padrdao 1 +2 Padrdo 1- acentuado

Padrio 2- moderado
10.5 Natural 8h50min Padrao 1 +2 Padriol- acentuado
Padrio 2- moderado

9.6 FEutanasia 96h Padrdo 2 Discreto

Animais organizados por tempo de morte. h- horas, min- minutos

Grupo Controle
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No grupo controle, ndo foram observadas alteragdes histopatoldgicas significativas. As
branquias desses animais apresentaram adequada conformagdo morfoldégica com lamelas
primaria e secundaria sem alteracdes.

4.2.5. Parametros da agua por grupo

Os principais parametros da dgua analisados foram: temperatura, pH e oxigénio dissolvido
(OD). Esses parametros foram aferidos duas vezes ao dia. Os dados de cada grupo estdao
descritos individualmente e, posteriormente, o comparativo entre eles ¢ apresentado.

Grupo GC!1 (Pb 0,46 mg/L)

Durante as 96 horas de experimento, a temperatura teve minima e maxima de 24,9 e¢ 26,4 °C,
respectivamente. O pH se manteve no intervalo de 6,39 a 7,48 com tendéncia a alcalinizacao
com o decorrer do tempo de experimentacdo. O OD variou entre 3,55 e 8,8 mg/L com
decréscimo progressivo do valor em fun¢do do tempo e elevagdo consideravel apos troca de
solugdes. Os valores da média e desvio padrdo dos parametros do grupo Pb 0,46 mg/L foi
representado na tabela 7.

Grupo GC2 (Pb 1,02 mg/L)

Durante as 96 horas de experimento, a temperatura teve minima ¢ maxima de 25,3 e 26,55
°C., respectivamente. A temperatura permaneceu entre 25 e 26 C°. O pH esteve entre 6,1 e
6,94 com tendéncia a alcalinizagdo com o decorrer do tempo de experimentagdo. O OD variou
entre 3,55 e 7,85 mg/L com decréscimo progressivo do valor em fun¢do do tempo e elevacao
consideravel apds troca de solugdes. Os valores da média e desvio padrdo dos pardmetros do
grupo Pb 1,02 mg/L foi representado na tabela 7.

Grupo GC3 (Pb 2,24 mg/L)

Durante as 96 horas de experimento, a temperatura teve minima e maxima de 25,3 e 26,7 °C,
respectivamente. O pH se manteve no intervalo de 6,2 a 6,93 com tendéncia a alcalinizacao
com o decorrer do tempo de experimentacdo. O OD variou entre 3,3 e 7,15 mg/L com
decréscimo progressivo do valor em fun¢do do tempo e elevagdo consideravel apos troca de
solucdes. Os valores da média e desvio padrao dos parametros do grupo Pb 2,24 mg/L foi
representado na tabela 7.

Grupo GC4 (Pb 4,92 mg/L)

Durante as 96 horas de experimento, a temperatura teve minima e maxima de 25,4 ¢ 26,7 °C,
respectivamente. O pH se manteve no intervalo de 6,2 a 6,9 com tendéncia a alcalinizacao
com o decorrer do tempo de experimentacdo. O OD variou entre 3,45 ¢ 7 mg/L com
decréscimo progressivo do valor em funcao do tempo e elevacdo consideravel apos troca de
solucdes. Os valores da média e desvio padrao dos parametros do grupo Pb 4,92 mg/L foi
representado na tabela 7.
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Grupo Controle

Durante o experimento, a temperatura teve minima e maxima de 25,0 e 26,7 °C. O pH variou
de 6,26 a 7,5 com a tendéncia de alcalinizacdo com o decorrer do tempo de experimentagao.
O oxigénio dissolvido (OD) variou de entre 3,5 ¢ 8,9 mg/L com decréscimo progressivo do

valor em funcdo do tempo e elevagdo consideravel apds troca de solucdes. Os valores da
média e desvio padrio dos parametros do grupo controle foi representado na tabela 7.

Tabela 7. Tabela com os parametros de agua do ensaio de toxicidade aguda de chumbo

TEMPERATURA
GRUPO Média Desvio padrao
GC1 (Pb 0,46 mg/L) 25,6 0,62
GC2 (Pb 1,02 mg/L) 25,6 0,57
GC3 (Pb 2,24 mg/L) 25,6 0,65
GC4 (Pb 4,92 mg/L) 25,8 0,65
GCC (Controle) 25,6 0,62

pH
GC1 (Pb 0,46 mg/L) 6,8 0,35
GC2 (Pb 1,02 mg/L) 6,6 0,27
GC3 (Pb 2,24 mg/L) 6,8 0,2
GC4 (Pb 4,92 mg/L) 6,5 0,26
GCC (Controle) 6,8 0,37

GC1 (Pb 0,46 mg/L)
GC2 (Pb 1,02 mg/L)
GC3 (Pb 2,24 mg/L)
GC4 (Pb 4,92 mg/L)
GCC (Controle)

Ocxigénio dissolvido

4,92 1,6

4,70 1,35
4,67 1,12
4,69 1,13
4,86 1,61
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4.2.6. Comparativo de parametros de agua ente grupos:

Os parametros de agua estiveram, em sua maior parte, dentro do protocolo estabelecido pela
OCDE. Isso mostra que a metodologia utilizada foi eficaz em evitar que outros fatores, além
do tratamento experimental, interferissem nos resultados. O pH permaneceu entre 6,0 ¢ 7,5; a
temperatura variou entre 25 e 27 °C e o OD variou entre 3,3 mg/L e 9,0. As variagdes dos
parametros foram muito semelhantes entre os grupos, de maneira que o chumbo nio interferiu
nos parametros, quando comparados com o controle. Em alguns momentos, o OD esteve em
valores abaixo dos recomendados na OCDE. (2019). Isso se deve ao fato de a solu¢do nao
receber aeracdo suplementar durante o periodo experimental. Entretanto, a redu¢do de OD nos
grupos experimentais foi semelhante ao grupo controle, o que demonstra que os sinais
clinicos de hipoxia estiveram exclusivamente relacionados ao tratamento experimental, afinal
os peixes do grupo controle, mesmo com o OD baixo, ndo apresentaram nenhum tipo de sinal
clinico, mortalidade ou lesdo histopatologica. Outro fator reforca esse fato, ¢ que os
momentos em que ocorreram a maior parte das mortes e picos de sinais clinicos ndo eram os
periodos em que o OD esteve com seus menores valores, atribuindo-se entdo a
responsabilidade exclusiva ao tempo de exposi¢do ao metal. A comparacdo dos parametros
entre grupos esta representada pela figura 22.
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4.3. ENSAIO SEMIESTATICO DE TOXICIDADE AGUDA COM FERRO
4.3.1. Avaliacao de sinais clinicos por grupo experimental
Grupo GF1 (Fe 2,66 mg/L)

A mortalidade chegou a 100% (12/12 peixes) em 56h. As mortes dos peixes ocorreram nos
seguintes intervalos: um entre 4h e 8h, um entre 8h e 12h, um entre 12h e 16h, trés entre 20h e
24h, dois entre 24h e 28h, dois entre 32h e 36h e, por fim, dois peixes entre 52h e 56h de
experimentacdo (fig. 26). Os sinais clinicos mais frequentes foram a hipoatividade, a
distribuicdo anormal no fundo, o comportamento de rebaixamento, a sub-reatividade, a
distribuicdo anormal na superficie e as alteracdes de fungdes ventilatorias.

Hipoatividade foi observada em 100% dos peixes desde as primeiras 4h até as 52h de
experimentacdo. Comportamento anormal no fundo e comportamento de rebaixamento foram
registrados entre 50 e 100% dos peixes, desde as primeiras 4h até as 56h, quando a
mortalidade atingiu 100%. A sub-reatividade foi constatada entre 44,4 e 100% dos peixes no
intervalo das primeiras 4h até as 44h. Distribui¢do irregular na superficie foi observada 50 e
77,8% dos peixes desde as primeiras 4h até as 24h de experimentagdo (fig. 27). As
anormalidades de fun¢do respiratoria, que incluiam hiperventilagdo, ventilagdo irregular e
peixes boqueando, foram observadas entre 44,4 e 77,8% dos peixes e verificadas das
primeiras 4h as 20h. A propor¢do de acometimento de cada sinal clinico variou de acordo
com o horario e nimero de mortalidades. O detalhamento da distribui¢ao dos sinais clinicos
observados no grupo Fe 2,66 mg/L encontra-se na figura 23.

Grupo GF2 (Fe 5,86 mg/L)

A mortalidade nesse grupo chegou a 100% (12/12 peixes) em 36h de experimentacdo. As
mortes dos peixes ocorreram nos seguintes intervalos: um entre 12h e 16h, dois entre 16h e
20h, cinco entre 20h e 24h, um entre 24h e 28h ¢ os ultimos trés entre 32h e 36h de
experimentacdo (fig. 26). Os sinais clinicos mais observados foram hipoatividade, sub-
reatividade, distribui¢do anormal no fundo, comportamento de rebaixamento seguidos por
distribui¢do anormal na superficie e distirbios ventilatorios.

Hipoatividade foi encontrada em 100% dos peixes desde as primeiras 4h até as 32h de
experimentacdo, quando a mortalidade atingiu 100%. Comportamento anormal no fundo e
comportamento de rebaixamento foram registrados entre 44,4 e 63,3% dos peixes, desde as
primeiras 4h até as 32h. A sub-reatividade foi constatada entre 55,6 e 100% dos peixes no
intervalo das primeiras 4h até as 32h. Distribui¢do irregular na superficie esteve entre 25 e
55,6% dos peixes, sendo observada desde as primeiras 4h até as 32h de experimentacao. As
anormalidades de func¢do respiratoria, que incluiam hiperventilagdo e ventilagdo irregular,
foram observadas entre 33,3 e 75% dos peixes e verificadas das primeiras 4h as 32h. O
nimero de peixes boqueando variou entre 11,1 e 45% e foi observada desde as 4h primeiras
horas até as 12h. A propor¢do de acometimento de cada sinal clinico variou de acordo com o
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horario e nimero de mortalidades. O detalhamento da distribuicdo dos sinais clinicos
observados no grupo Fe 5,86 mg/L encontra-se na figura 23.

Grupo GF3 (Fe 12,88 mg/L)

A mortalidade nesse grupo experimental chegou a 100% (12/12 peixes) em 56h de
experimentacdo. As mortes dos peixes ocorreram nos seguintes intervalos: um entre 20 e 24h,
um entre 32h e 36h, dois das 44h as 48h, quatro entre 48h e 52h e os ultimos quatro peixes
entre 52h e 56h (fig. 26). Os sinais clinicos mais observados foram hipoatividade, sub-
reatividade, distribuicdo anormal na superficie, alteracdes de fungdes ventilatorias,
distribuicdo anormal no fundo e comportamento de rebaixamento.

Hipoatividade foi encontrada entre 50 e 100% dos peixes desde as primeiras 4 até as 52h de
experimentacdo, quando a mortalidade atingiu 100%. Comportamento anormal no fundo e
comportamento de rebaixamento foram registrados entre 33,3 e 36,4% dos peixes, desde as
primeiras 4h até as 24h. A sub-reatividade foi constatada entre 87,3 ¢ 100% dos peixes no
intervalo das primeiras 4h até as 48h. Distribui¢do irregular na superficie esteve entre 50 e
100% dos peixes, sendo observada desde as primeiras 4h até as 52h de experimentagdo (fig.
27). As anormalidades de fungdo respiratéria, que incluiam hiperventilagdo, ventilagao
irregular e peixes boqueaando foram observadas entre 30 e 100% dos peixes e verificadas das
primeiras 4h as 44h. A propor¢do de acometimento de cada sinal clinico variou de acordo
com o horario e nimero de mortalidades. O detalhamento da distribui¢ao dos sinais clinicos
observados no grupo Fe 12,88 mg/L encontra-se na figura 23.

Grupo GF4 (Fe 28,34 mg/L)

A mortalidade alcangou 100% (12/12 peixes) em 56h. As mortes dos peixes ocorreram nos
seguintes intervalos: dois entre 48h e 52h e dez no intervalo entre 52h e 56h de
experimentacdo (fig. 26). Os sinais clinicos mais observados foram a hipoatividade, a sub-
reatividade, a distribuicdo anormal na superficie, alteracdes de fungdes ventilatorias,
distribui¢do anormal no fundo e comportamento de rebaixamento.

Hipoatividade foi encontrada entre 50 e 100% dos peixes desde as primeiras 4h até as 52h de
experimentacdo, quando a mortalidade atingiu 100%. Comportamento anormal no fundo foi
registrado em 8,3% dos peixes, desde as primeiras 4h até¢ as 24h. O comportamento de
rebaixamento ndo foi observado nesse grupo. A sub-reatividade foi constatada em 100% dos
peixes no intervalo das primeiras 4h até as 52h. Distribuigdo irregular na superficie esteve
entre 91,7 e 100% dos peixes, sendo observada desde as primeiras 4h até as 52h de
experimentacdo. As anormalidades de fungdo respiratoria, que incluiam hiperventilacao e
ventilagdo irregular foram observadas entre 91,7 e 100% dos peixes e verificadas das
primeiras 4h as 52h. A quantidade de animais engolindo/boqueando variou entre 75 e 100%
nos intervalos entre 4h e 52h de experimentagdo. A propor¢ao de acometimento de cada sinal
clinico variou de acordo com o horario e nimero de mortalidades. O detalhamento da
distribui¢@o dos sinais clinicos observados no Fe 28,34 mg/L encontra-se na figura 23.
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Grupo GFC (controle)

Nao foram observados sinais clinicos ou mortalidades no grupo controle.
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4.3.2. Comparativo dos sinais clinicos entre grupos

A hipoatividade foi majoritaria nos grupos expostos € acometeu todos os peixes desde o inicio
do experimento até a mortalidade total de cada grupo. A hipoatividade foi o sinal clinico que
mais acometeu os peixes nesse ensaio. Quando considerados os picos de observacao desse
sinal, a hipoatividade acometeu 100% dos peixes do grupo Fe 2,66 mg/L do inicio do
experimento até 52h (mortalidade total) e 100% dos peixes do grupo Fe 5,86 mg/L do inicio
do experimento até 32h (mortalidade total). No grupo Fe 12,88 mg/L, o sinal foi observado
em 100% dos peixes das primeiras horas até 48h. No grupo Fe 28,34 mg/L foi observado
acometimento de 100% dos peixes do inicio até 52h. O comparativo da porcentagem de
hipoatividade entre grupos esta demonstrado na figura 24.

A distribuicdo anormal na superficie frequente era acompanhada de anormalidades
ventilatdrias, com progressdo para a morte do animal. A distribui¢do anormal na superficie foi
observada em até 77,8% (7/9) dos peixes no grupo Fe 2,66 mg/L e em até 55,6% dos peixes,
das 16h até 20h, no grupo Fe 5,86 mg/L. No grupo Fe 12,88 mg/L foi observada em 100%
dos peixes entre 24h e 32h (11/11) e das 44h até 48h (8/8). No grupo Fe 28,34 mg/L chegou a
100% dos peixes das 24h as 52h. O comparativo da porcentagem de distribui¢do anormal
entre grupos esta demonstrado na figura 24.

A sub-reatividade a estimulos foi variavel entre os grupos, mas nos grupos Fe 12,88 mg/L e
Fe 28,34 mg/L foi semelhante a hipoatividade e acometeu 100% dos peixes até a mortalidade
total. No grupo Fe 2,66 mg/L, o pico de observagdo chegou a 100% dos peixes das 24h as
44h. No grupo Fe 5,86 mg/L, houve sub-reatividade em 100% dos animais do inicio do
experimento até as 16h e depois das 24h até 32h. No grupo Fe 12,88 mg/L, houve sub-
reatividade em 100% dos peixes do inicio até as 44h de experimentacdo. No grupo Fe 28,34
mg/L o sinal clinico foi observado em 100% dos peixes nas primeiras horas até¢ as 52h. O
comparativo da porcentagem de sub-reatividade entre grupos estd demonstrado na figura 24.

A hiperventilag@o e a ventilagdo irregular eram os sinais clinicos que, geralmente, precediam
a morte dos animais e estavam fortemente associados a distribuicao irregular na superficie.
Essas anormalidades de funcdo ventilatoria, no grupo Fe 2,66 mg/L chegou a 77,8% das 12h
até 16h. No grupo Fe 5,86 mg/L houve alteracdes ventilatdrias em 75% dos peixes das 20h até
24h. O sinal foi observado em 100% dos peixes no grupo Fe 12,88 mg/L, de 20h até 32h e em
100% dos peixes no grupo Fe 28,34 mg/L das 24 até¢ 52h. O niimero de animais engolindo
(boqueando) foi idéntico das outras anormalidades respiratdrias, com excecao do grupo Fe
2,66 mg/L que apresentou 50% dos peixes boqueando das 24h até as 32h. O comparativo da
porcentagem das anormalidades respiratorias esta demonstrado na figura 25.

A distribui¢do anormal no fundo foi observada em alguns animais e estava associada ao
comportamento de rebaixamento, pois esses animais alocados no fundo do aquério perdiam a
organizagao coletiva de cardume. No grupo Fe 2,66 mg/L, esses sinais acometeram 100% dos
peixes de 32h até 48h. No grupo Fe 5,86 mg/L a observagao desses sinais chegou a 66,7% de
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24h até 32h. No grupo Fe 12,88 mg/L, esses sinais foram observados em 36,4% dos peixes
das 20h até as 24h. No grupo Fe 28,34 mg/L esse sinal so atingiu 8,3 % do inicio até as 24h.
O comparativo da porcentagem de distribuicdo anormal no fundo entre grupos esta
demonstrado na figura 25.

O nivel de mortalidade chegou a 100% em todos os grupos tratados. A diferenga entre grupos
esteve relacionada ao periodo de inicio das mortes e o tempo até a mortalidade total. No grupo
Fe 2,66 mg/L, as mortes comecaram a partir das 4 primeiras horas e a mortalidade total
ocorreu com 56h. No grupo Fe 5,86 mg/L, as mortes comecaram a partir das 20 horas e a
mortalidade total ocorreu entre as 32h e 36h. No grupo Fe 12,88 mg/L, as mortes comegaram
a partir das 20h e a mortalidade total aconteceu entre 52h e 56h. No Fe 28,34 mg/L, a
mortalidade comegou a partir de 48 horas e a mortalidade total aconteceu entre 52h e 56h.
Portanto os grupos Fe 2,66 mg/L; Fe 12,88 mg/L e Fe 28,34 mg/L tiveram sua mortalidade
total no mesmo periodo, mas o horario de inicio das mortes foi diferente. Nao foi possivel
calcular as concentragdes letais do experimento com ferro, pois todas as concentragdes
atingiram mortalidade total em momentos semelhantes. O comparativo da mortalidade entre
grupos esta demonstrado na figura 26.
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Figura 27. Demonstragdo de sinais clinicos e mortalidade no ensaio de toxicidade aguda com ferro. A) Peixes do
grupo Fe 2,66 mg/L com distribui¢do anormal na superficie. Hd um peixe morto boiando no centro do aquario. B)
Aumento da figura A demonstrando o peixe morto espontaneamente com precipitados de ferro aderidos ao corpo
(seta). C) Peixes do grupo Fe 12,88 mg/L com distribuigdo anormal na superficie. D) Peixe do grupo Fe 5,86 mg/L
com distribui¢do anormal no fundo.

72



4.3.3. Alteracgoes patolégicas

Observou-se alteragdes anatomopatoldgicas devido ao tratamento experimental nos diferentes
grupos. Quanto as alteragdes macroscopicas, observou-se o acimulo de material alaranjado na
superficie das branquias e da pele de alguns peixes dos grupos experimental, correspondente
aos precipitados de ferro presentes na agua (fig. 28 e 29).

Nos grupos experimentais, todos os peixes morreram naturalmente e houve lesdes
histologicas nas branquias, cavidade oral, estdmago e intestinos. Nas branquias, a avaliacao
histoldgica permitiu definir um padrdo de lesdo caracterizada por desorganizagdo das lamelas
secundarias frequentemente associada a desprendimento, perda do epitélio de revestimento
das lamelas secundarias e actimulo de restos celulares desprendidos nos espagos
interlamelares (fig. 30, 33, 34 e 35). Os restos celulares estavam entremeados por material
amarronzado granular que se corava de azul pela reagdo de Azul da Prussia, sendo
interpretados como precipitados de ferro (fig. 31, 33, 36, 37, 38 e 39). Os restos celulares com
os precipitados de ferro eram comumente encontrados nos espagos interlamelares (fig. 31, 33,
36 ¢ 37) e no lumen da cavidade oral (fig. 33), mas em alguns peixes foram encontrados no
limen do estomago (fig. 38) e dos intestinos (fig. 39). Ocasionalmente, os precipitados
encontrados nas branquias estavam intimamente aderidos a superficie das lamelas secundarias
(fig. 36 e 37). No grupo controle ndo havia alteragdes histologicas com branquias e pele com
adequada apresentacdo morfologica (fig. 40 e 41). Foram encontrados alguns artefatos,
comumente descritos como lesdes, como a vacuolizacdo de células de revestimento dos
tubulos renais, vacuolizagdo do citoplasma de hepatdcitos e excesso de basofilia do
citoplasma de hepatdcitos em fémeas com producdo de proteina vitelogénica.
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Figura 28. Macroscopia do peixe do grupo Fe 28,34 mg/L. Precipitados de ferro na superficie do corpo
que conferem ao muco cor alaranjada.

Figura 29. Macroscopia do peixe do grupo Fe 2,66 mg/L. Precipitados de ferro grumosos de cor
alaranjada na superficie da pele, ao redor do opérculo e no muco das branquias (setas).
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Figura 30. Histologia do peixe 9.5. Grupo Fe 28,34 mg/L. Branquias. Desorganizag¢do lamelar com
desprendimento das lamelas e acimulo acentuado de restos celulares e precipitados nos espacos
interlamelares (setas) (H.E, 200x).

Figura 31. Histoquimica especial do peixe 9.5. Grupo Fe 28,34 mg/L. Branquias. Coloragdo especial da
figura 28, com evidenciag@o de quantidade acentuada de precipitados de ferro corados de azul (setas), em

meio aos restos celulares (Azul da Prussia, 200x)
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Figura 32. Histopatologia do peixe 9.5. Grupo Fe 28,34 mg/L. Cavidade oral e branquias-
Cavidade oral com acentuada quantidade de restos celulares e precipitados de ferro (H.E, 50x)

Figura 33. Histoquimica especial do peixe 9.5. Grupo Fe 28,34 mg/L. Cavidade oral e branquias.
Cavidade oral e espagos interlamelares com quantidade acentuada de precipitados de ferro corados
em azul (setas) (Azul da prussia, 100x). 76



100 um

Figura 34. Histopatologia do peixe 3.1. Grupo Fe 2,66 mg/L. Branquias. Desorganizagdo lamelar
moderada e area focal discreta de acimulo de restos celulares no espago interlamelar (H.E, 200x).

Figura 35. Histopatologia do peixe 3.1. Grupo Fe 2,66 mg/L. Branquias. Desorganiza¢do lamelar
moderada e area focal discreta de acimulo de restos celulares no espago interlamelar (H.E, 400x).
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Figura 36. Histoquimica especial do peixe 10.1. Grupo Fe 28,34 mg/L. Branquias. Coloragdo especial
evidenciando precipitados de ferro intimamente depositados na superficie das lamelas secundarias (cor
azul) (Azul da Prussia, 200x).
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Figura 37. Histoquimica especial do peixe 10.1. Grupo Fe 28,34 mg/L. Branquias. Coloragdo

especial evidenciando precipitados ferro de intimamente depositados na superficie das lamelas
secundarias (cor azul) (Azul da Prussia, 400x).
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Figura 38. Histoquimica especial do peixe 9.5. Grupo Fe 28,34 mg/L. Intestino. Precipitados
de ferro corados no limen intestinal corados em azul (Azul da Prussia, 100x).

Figura 39. Histoquimica especial do peixe 8.6. Grupo Fe 12,88 mg/L. Estomago. Precipitados
de ferro corados em azul no lumen do estomago (Azul da Prussia, 100x).
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Figura 40. Histologia do peixe 2.1. Grupo Controle. Branquias e cavidade oral. Sem alteragdes histologicas
(H.E, 100x).

Figura 41. Histologia do peixe 2.1. Grupo Controle. Branquias. Sem altera¢des histologicas (H.E, 400x).
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4.3.4. Descricao das alteracées anatomopatolégicas por grupo

Seis peixes, de cada grupo experimental, foram avaliados histologicamente. Esses peixes
foram identificados numericamente e foi realizada a correlagdo de lesdes anatomopatoldgicas
com o momento da morte do animal. Os peixes foram enumerados em um esquema X.Y, no
qual o primeiro numero (X) equivale ao aquario que o animal estava, enquanto o segundo
numero (Y) representa ordem em que ele morreu em relagdo ao seu aquario (1°, 2°, 3°). Como
exemplo, o peixe 4.1 foi o primeiro peixe a morrer do aquario 4. No experimento com ferro,
devido as numerosas mortes concomitantes, os peixes destinados a histopatologia, eram
preferencialmente, aqueles coletados imediatamente apoOs a constatagcdo da morte.

Grupo GF1 (Fe 2,66 mg/L)

Nesse grupo experimental, os peixes (3.1, 4.1, 3.2, 3.4, 4.4 e 4.6) morreram espontaneamente
apds 6h40min, 9h00min, 12h29min, 24h06min, 25h16min e 56h56min de experimentacao,
respectivamente. Todos os animais apresentaram lesdes nas branquias com acimulo de restos
celulares e precipitados de ferro em diferentes locais e com intensidades variaveis. O horario
de morte, locais e a intensidade dos acumulos de restos celulares e precipitados de ferro estao
representados na Tabela 8.

Tabela 8. Correlagdo mortalidade e padrao de lesdes histologicas encontradas no grupo Fe 2,66mg/L

Animal Tipo de Tempo de Locais com restos Intensidade
morte morte celulares e precipitados

3.1 Natural 6h40min Espagos interlamelares ~ Discreta

4.1 Natural 9h00min Espagos interlamelares Acentuada
e cavidade oral

3.2 Natural 12h29min Espagos interlamelares Moderada
e cavidade oral

34 Natural 24h06min Espagos interlamelares ~ Discreta

4.4 Natural 25h16min Espagos interlamelares Discreta

e cavidade oral

4.6 Natural 56h56min Espagos interlamelares ~ Discreta

Animais organizados por tempo de morte. h- horas, min- minutos

Grupo GF2 (Fe 5,86 mg/L)

Nesse grupo experimental, os peixes (6.1, 6.3, 6.4, 5.6, 6.5 e 6.6) morreram espontaneamente
ap6s 23h33min, 24h40min, 24h48min, 34h42min, 34h47min e 34h47min de experimentagao,
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respectivamente. Todos os animais apresentaram lesdes nas branquias com restos celulares e
precipitados de ferro acumulados em diferentes locais e com intensidades variadas. O horario
de morte, locais e a intensidade dos acimulos de restos celulares e precipitados de ferro estao
representados na Tabela 9.

Tabela 9. Correlagdo mortalidade e padréo de lesdes histologicas encontradas no grupo Fe 5,86mg/L

Animal Tipo de Tempo de Locais com restos Intensidade
morte morte celulares e precipitados

6.1 Natural 23h33min Espagos interlamelares, Moderada
cavidade oral

6.3 Natural 24h40min Espagos interlamelares ~ Moderada

6.4 Natural 24h48min Cavidade oral, espacos Moderada
interlamelares

5.6 Natural 34h42min Espacos interlamelares, Discreta

cavidade oral

6.5 Natural 34h47min Espacos interlamelares, Moderada
cavidade oral, estdmago
e intestinos

6.6 Natural 34h47min Espagos interlamelares, Discreta
estdmago

Animais organizados por tempo de morte. h- horas, min- minutos

Grupo GF3 (Fe 12,88 mg/L)

Nesse grupo experimental, os peixes (8.2, 7.2, 7.3, 8.4, 7.5 e 8.6) morreram espontaneamente
ap6s 23h48min, 51hOlmin, 51h37min, 52h, 53h30min e 53h37min de experimentagao,
respectivamente. Todos os animais apresentaram lesdes nas branquias com restos celulares e
precipitados de ferro acumulados em diferentes locais e com intensidades variadas. O horario
de morte, locais e a intensidade dos acumulos de restos celulares e precipitados de ferro estao
representados na Tabela 10.

Tabela 10. Correlacao mortalidade e padro de lesdes histologicas encontradas no grupo Fe 12,88mg/L

Animal Tipo de Tempo de Locais com restos Intensidade
morte morte celulares e precipitados
8.2 Natural 23h48min Espagos interlamelares, Discreta

cavidade oral
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7.2 Natural 51h01min Espagos interlamelares Acentuada
e cavidade oral

7.3 Natural 51h37min Espagos interalmelares ~ Discreta
8.4 Natural 52h Espagos interlamelares ~ Acentuada
7.5 Natural 53h30min Espacos interlamelares Moderada

e cavidade oral

8.6 Natural 53h37min Espacos interlamelares, Moderada
cavidade oral, intestino

Animais organizados por tempo de morte. h- horas, min- minutos

Grupo GF4 (Fe 28,34mg/L)

Nesse grupo experimental, os peixes (10.1, 9.1, 10.3, 9.5, 9.7 e 10.5) morreram
espontaneamente ap6s 51h28min, 51h45min, 53h, 53h07min, 53h56min e 55h44min de
experimentacdo, respectivamente. Todos os animais apresentaram lesdes nas branquias com
restos celulares e precipitados de ferro acumulados em diferentes locais e com intensidades
variadas. O horario de morte, locais ¢ a intensidade dos actimulos de restos celulares e
precipitados de ferro estao representados na Tabela 11.

Tabela 11. Correlagdo mortalidade e padrao de lesdes histologicas encontradas no grupo Fe 28,34mg/L

Animal Tipo de Tempo de Locais com restos Intensidade
morte morte  celulares e precipitados
10.1 Natural 51h28min Espacos Acentuada
interlamelares,

cavidade oral

9.1 Natural 51h45min Espagos Acentuada
interlamelares,
cavidade oral

10.3 Natural 53h Espagos Acentuada
interlamelares,
cavidade oral

9.5 Natural 53h07min Espagos Acentuada
interlamelares,

cavidade oral,

intestinos
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9.7 Natural 53h56min Espacos Acentuada
interlamelares,
cavidade oral

10.5 Natural 55h44min Espacos Acentuada
interlamelares,
cavidade oral

Animais organizados por tempo de morte. h- horas, min- minutos

Grupo GFC (Controle)

Nesse grupo, nao houve alteragdes histopatologicas significativas. As branquias desses
animais apresentaram adequada conformacdo morfoldgica com lamelas primaria e secundaria
sem alteracgoes.

4.3.5. Parametros da agua por grupo

Os parametros da agua analisados foram: temperatura, pH e OD. Esses parametros foram
aferidos duas vezes ao dia. Os dados de cada grupo estdo descritos individualmente e
posteriormente o comparativo entre eles.

Grupo GF1 (Fe 2,66 mg/L)

Durante as 56 horas até a mortalidade total dos animais, a temperatura teve minima e maxima
de 23,9 a 24,9 °C. O pH se manteve no intervalo de 6,2 a 6,7 com tendéncia a alcaliniza¢ao
com o decorrer do tempo de experimentagdo. O OD variou entre 4 ¢ 6,4 mg/LL com
decréscimo progressivo do valor em funcao do tempo e elevacao consideravel apos troca de
solucdes. Os valores da média e desvio padrao dos parametros do grupo Fe 2,66 mg/L foi
representado na tabela 12.

Grupo GF2 (Fe 5,86 mg/L)

Durantes as 36 horas até¢ a mortalidade total dos peixes, a temperatura atingiu minima e
maxima de 23,8 e 24,5 °C. O pH se manteve no intervalo de 6,5 a 6,8 com tendéncia a
alcaliniza¢do com o decorrer do tempo de experimentagdo. O OD variou de 4 a 6,1 mg/L com
decréscimo progressivo do valor em func¢do do tempo e elevagdo consideravel apos troca de
solucdes. Os valores da média e desvio padrao dos parametros do grupo Fe 5,86 mg/L foi
representado na tabela 12

Grupo GF3 (Fe 12,88 mg/L)

Durante as 56 horas até a mortalidade total dos peixes, a temperatura registrada teve minima e
maxima de 23,8 e 24,7 °C. O pH se manteve no intervalo de 6,5 a 6,8 com tendéncia a
alcaliniza¢do com o decorrer do tempo de experimentagdo. O OD variou de 3,7 a 6,7 mg/L
com decréscimo progressivo do valor em fungdo do tempo e elevagdo consideravel apos troca
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de solugdes. Os valores da média e desvio padrdao dos parametros do grupo Fe 12,88 mg/L foi
representado na tabela 12.

Grupo GF4 (Fe 24,34 mg/L)

Durante as 56 horas até a mortalidade total dos peixes, a temperatura registrada teve minima e
maxima de 23,7 a 24,8 °C. O pH se manteve no intervalo de 6,0 a 7,1 com tendéncia a
alcalinizagdo com o decorrer do tempo de experimentacdo. O OD variou de 3,9 a 6,1 mg/L
com decréscimo progressivo do valor em fung@o do tempo e elevagdo consideravel apos troca
de solugdes. Os valores da média e desvio padrao dos pardmetros do grupo Fe 24,34 mg/L foi
representado na tabela 12.

Grupo GFC (Controle)

Durante o experimento, a temperatura registrada teve minima e méxima de 23,8 a 24,7 °C. O
pH se manteve no intervalo de 6,2 a 7,3 com tendéncia a alcalinizagdo com o decorrer do
tempo de experimentagdo. O OD variou de 3,6 e 7,7 mg/L com decréscimo progressivo do
valor em funcdo do tempo e elevagdo consideravel apds troca de solugdes. Os valores da
média e desvio padrio dos parametros do grupo Controle foi representado na tabela 12.

Tabela 12. Tabela com os pardmetros de agua do ensaio de toxicidade aguda de ferro

TEMPERATURA
GRUPO Média Desvio padrao
GF1 (Fe 2,66 mg/L) 24,3 0,33
GF2 (Fe 5,86 mg/L) 243 0,34
GF3 (Fe 12,88 mg/L) 24,5 0,53
GF4 (Fe 24,34 mg/L) 24,5 0,44
GFC (Controle) 24,4 0,40
pH
GF1 (Fe 2,66 mg/L) 6,5 0,20
GF2 (Fe 5,86 mg/L) 6,7 0,13
GF3 (Fe 12,88 mg/L) 6,7 0,32
GF4 (Fe 24,34 mg/L) 0,6 0,48
GFC (Controle) 7,0 0,43
OXIGENIO DISSOLVIDO
GF1 (Fe 2,66 mg/L) 5 0,95
GF2 (Fe 5,86 mg/L) 4,84 1,14
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GF3 (Fe 12,88 mg/L) ‘ 5,03 1,14
GF4 (Fe 24,34 mg/L) ‘ 5,0 0,94
GFC (Controle) ‘ 5,56 1,60

4.3.6. Comparativo de parametros de Agua entre grupos:

Os parametros de agua estiveram, em sua maior parte, dentro do protocolo estabelecido pela
OCDE. O pH permaneceu entre 6,0 e 7,5; a temperatura variou entre 23,7 ¢ 24,9 °C e o OD
variou entre 6,7 e 3,75 mg/L. As varia¢des dos parametros foram muito semelhantes entre os
grupos. Em alguns momentos, o OD esteve em valores abaixo dos recomendados na OCDE,
(2019). Isso se deve ao fato de a solugdo nado receber aeragdo suplementar durante o periodo
experimental. Entretanto, a reducdo de OD nos grupos experimentais foi semelhante ao grupo
controle, o que demonstra que os sinais clinicos de hipoxia estiveram exclusivamente
relacionados ao tratamento experimental, afinal os peixes do grupo controle, mesmo com o
OD baixo, ndo apresentaram nenhum tipo de sinal clinico, mortalidade ou lesdo
histopatologica. Outro fator reforca esse fato, € que os momentos em que ocorreram a maior
parte das mortes e picos de sinais clinicos ndo eram os periodos em que o OD esteve com seus
menores valores, atribuindo-se entdo a responsabilidade exclusiva ao tempo de exposicao ao
metal. O controle de pH foi um ponto critico do trabalho. Devido a liberagdo de protons
acidos apds a mistura do cloreto férrico em agua, as solugdes teste assim que diluidas
possuiam pH entre 2 e 4, que ¢ inadequado aos peixes e o pH acido poderia causar lesdes e
mortalidade, comprometendo avaliacdo da participagdo do ferro. Por isso foi utilizado
bicarbonato de sodio até manter o pH das solu¢des dos grupos experimentais entre 6 € 7, que
seriam intervalos adequados para manutencao do zebrafish prescritos pela OCDE. Entretanto,
como ja discutido, a elevagao de pH e a aeracdo favorecem a precipitacdo e formacgdo de
hidréxidos e polimeros de ferro, influenciando na toxidade daquela solugdo. A praticidade do
controle desse pH se mostrou muito desafiadora durante a execucdo do experimento. A
comparagao dos parametros entre grupos esta representada pela figura 42.

86



Valor de pH

1 23,8

0 236

Variacdo de pH Ensaio Toxicidade Fe Variagdo de temperatura Ensaio Toxicidade Fe

Temperatura (2C)

0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48
Tempo decorrido (horas) Tempo decorrido (horas)

——GF1 (Fe 2,66 mg/l) —— GF2 (Fe 5,86 mg/L) ——GF3 (Fe 12,88 mg/L) ——GF4 (Fe 28,34 mg/l) —— GFC (Controle) —GF1(Fe 2,66 mg/L}) —— GF2 (Fe 5,86 mg/l) ——GF3 (Fe 12,88 ma/L) —— GF4 (Fe 28,33 mg/l) —— GFC {Controle)

Variacdo de OD Ensaio Toxicidade Fe

Valor de Od (mg/L)

o 12 2 36 a8 60
Tempo decorrido (horas)

——GF1 (Fe 2,66 mg/l) ——GF2 (Fe 5,86 mg/l) —— GF3 (Fe 12,88 mg/L) —— GF4 (Fe 28,34 mg/L) —— GFC (contrale)

Figura 42. Comparativo entre os parametros de dgua do ensaio de toxicidade aguda de ferro.
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5. DISCUSSAO
5.1. ENSAIO SEMIESTATICO DE TOXICIDADE AGUDA COM CHUMBO

As aguas com diferentes dilui¢des de chumbo (0,46; 1,02, 2,24 e 4,92 mg/L), avaliadas no
estudo, causaram sinais clinicos, lesdes histopatologicas e mortalidade em zebrafish (Danio
rerio). Quando comparadas com concentracdes utilizadas em outros estudos, quanto ao valor
e a capacidade de inducdo de lesdes ou mortes, observou-se diferencas devido a ampla
variagdo de concentracdes ja testadas e a dependéncia de seus efeitos em relagdo a espécie de
peixe e o interesse do estudo. De forma geral, as concentragdes utilizadas em outros estudos
variaram de 0,4 a 925 mg/L e os sinais clinicos, lesoes histologicas e indices de mortalidade
foram varidveis, mas geralmente eram observados a partir de concentragcdes de metais
semelhantes ou levemente maiores do que as avaliadas no presente trabalho. Fatores como
diferentes espécies de peixe, idade, habito alimentar, sexo, composi¢ao do toxico e condigdes
experimentais, sob os quais os testes sdo realizados, podem inferir em diferencas na
correlacdo entre dose e mortalidade dos estudos, mesmo quando a mesma espécie ¢ utilizada
em experimentos (Singh e Ansari, 2017).

As concentragdes avaliadas no presente estudo estiveram mais proximas das utilizadas em
estudos que avaliaram a toxicidade desse metal em tilapias (Doaa e Hanan, 2013) e em peixes
marinhos (Macirella et al., 2019). O estudo sobre a toxicidade do metal em tilapias, com foco
na analise histopatologica, utilizou acetato de chumbo diluido nas concentracdes de 0,4 ¢ 0,7
mg/L, por trés semanas. Nesse estudo ndo houve mortalidades, e as concentragdes foram
consideradas sub-letais, porém foram descritas lesdes em branquias, ovario e figado. Os
autores notaram correlacdo positiva entre lesdes e a concentragdo nos tempos testados (Doaa e
Hanan, 2013). No estudo com uma espécie marinha (peixe Ornate wrasse [Thalassoma pavo
L.]), com foco na andlise morfofuncional e estrutural das branquias, foram utilizadas as
dilui¢des de nitrato de chumbo, em agua deionizada, nos valores de 0,8, 2,0 e 12,0 mg/L, pelo
periodo de até 196 horas. Nesse estudo, ndo houve mortalidades em nenhuma das doses
testadas, mas houve lesdes nas concentragdes mais altas, sendo tempo dependentes (Macirella
etal., 2019).

Doses maiores do que as avaliadas no presente estudo foram descritas em ensaios sobre a
toxicidade do metal em zebrafish (Danio rerio), bagres africanos (Clarias gariepinus), em
Spotted snakehead (Channa punctatus) € em curimbatd (Prochilodus lineatus). No estudo de
toxicidade de chumbo e cobalto em zebrafish adultos, o acetato de chumbo foi diluido em
agua destilada para obtencdo dos niveis de 10, 15, 20, 25 e 30 mg/L. Esse estudo avaliou a
sensibilidade dessa espécie ao metal e determinou a CLso de 41,27 mg/L. em 24 horas e 21,63
mg/L em 96 horas. Apenas a mortalidade foi avaliada nesse estudo (Singh e Ansari, 2017).

No estudo sobre lesdes histologicas e bioacumulagdo em bagres africanos expostos a
dilui¢des de acetato de chumbo, a CLso de 122 mg/L foi determinada e foram avaliados,
também, niveis sub-letais do metal de 6,1 (5%CLso); 12,2 (10%CLso) e 24,4 (20%CLso)
mg/L, por seis semanas. As doses sub-letais induziram alteracdes histologicas nas branquias,
figado e rins e bioacumulacdo principalmente nas branquias e no figado (Al-Balawi et al.,

2013). O potencial imunotoxico do chumbo em Spotted snakehead foi testado com diluigdes
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de acetato de chumbo baseados na CLso de 925 mg/L. Nesse estudo, o nivel de 9,43mg/L
(1,02% CLso) foi testado por 96 horas e foi sugerido comprometimento da capacidade de
fagocitose de macrofagos intestinais e injurias a mucosa do intestino associados ao metal
(Paul et al., 2014). Testes com curimbatd que avaliaram injurias nas branquias e alteragdes
sanguineas, utilizaram acetato de chumbo diluido baseados na CLso de 95 mg/L. Foram
utilizados os niveis sub-letais de 24 ¢ 71 mg/L por 96 horas e foram observadas alteragdes
histoldgicas nas branquias e hiperglicemia (Martinez et al., 2004).

Os niveis avaliados no presente estudo foram maiores que o descrito pela deliberagdo
normativa DN COPAM/CERH n° 001/2008 para aguas de classe II (0,01 mg/L). Essa
deliberacdo discrimina as, aguas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo
humano, apds tratamento simplificado, a prote¢do das comunidades aqudticas, a recreacdo de
contato primario e a irrigagdo de hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas que se
desenvolvam rentes ao solo. No entanto, os niveis avaliados nesse estudo foram semelhantes
ou superiores aos niveis maximos de chumbo encontradas na agua de rios, ap0s as rupturas de
barragens em Mariana-MG (0,9 mg/L registrado no Rio Doce ap6s a ruptura da barragem de
Fundao) (SEMAD, 2016) e Brumadinho-MG (0,147 mg/L registrado no Rio Paraopeba apos a
ruptura da barragem do Corrego do Feijao) (IGAM, 2020). Mesmo que os niveis testados
tenham sido maiores aos detectados nos rios ap6s os desastres de ruptura de barragem, esses
foram estipulados com o intuito de induzir lesdes histoldgicas nos peixes, o que poderia nao
foi obtido nos teste-pilotos com concentragcdes menores.

Os sinais clinicos notados durante o experimento foram: hipoatividade, distribui¢do anormal
na superficie, distribui¢do anormal no fundo, sub-reatividade a estimulos, comportamento de
rebaixamento, hiperventilacdo, ventilacdo irregular, animais engolindo (boqueando) e
hemorragia, para determinacdo desses sinais foram utilizados os critérios estabelecidos pelo
Test Guideline” N° 203 (OCDE, 2019)

Quando comparados com outros estudos de toxicidade de Pb em peixes, percebe-se
semelhangas entre os sinais clinicos e alteracdes de comportamentos com os registrados no
presente trabalho. As alteracdes de natagdo erratica, perda de equilibrio, peixes agregados em
um dos cantos do aquario e repouso no fundo do recipiente, foram registradas em um estudo
que avaliou a toxicidade de chumbo e cobalto, em zebrafish. Os autores comentam que,
frequentemente, os peixes se mantinham na superficie, com evolu¢do dos sinais clinicos para
disturbio ventilatorio de respiragdo dificultada com movimento opercular mais forte e excesso
de secrecao de muco da superficie corporal (Singh e Ansari, 2017). Outro trabalho que testou
acetato de chumbo em tilapias documentou diminui¢do na atividade natatéria e aumento da
producao de muco (Doaa e Hanan, 2013).

Rajeshkumar et al. (2017) apontaram uma diversidade de sinais semelhantes, como aumento
dos movimentos operculares e distirbio de coordenagdo nas atividades de natacdo,
principalmente no inicio da exposi¢do ao metal, com retorno ao comportamento normal apos
contato prolongado. Outros trabalhos apontam a diminui¢do na resposta a estimulo, reducao
da resposta de fuga, alteragdo do padrao e velocidade de natagdo (Lee et al., 2009; Roy et al.,
2015). Alguns sinais clinicos relatados na literatura ndo foram notados no presente estudo
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como rejeicao a alimentos e disturbios neuroldgicos (Lee et al., 2009; Roy et al., 2015;
Rajeshkumar et al., 2017).

Estudos mais antigos atribuem esse conjunto de sinais clinicos a teoria da “anoxia por filme
de coagulacao” (do inglés “coagulation film anoxia’). Essa teoria disserta sobre a capacidade
de coagulacdo do muco presente no corpo e, principalmente, nas branquias dos peixes,
quando esses peixes sdo expostos a dguas com quantidades toxicas de chumbo ou outros
metais como zinco, ferro, cobre, cadmio, mercurio, manganés, cobalto, niquel, prata, ouro e
aluminio. Esse muco precipitado sobre as branquias impediria a respiragdo promovendo
angustia respiratoria ¢ morte por sufocamento (Westfall, 1945; Aronson, 1971). Westfall.
(1945) promoveu um dos estudos que embasam essa teoria, com a avaliacdo de nitrato de
chumbo em kinguios (Carassius auratus) com descricio do aumento dos movimentos
respiratdrios, dificuldade em manter o equilibrio e mortalidade dos peixes expostos.

Os resultados do presente trabalho demonstram que a branquia € o 6rgao alvo de injuria pelo
Pb nas doses de 0,46; 1,02; 2,24 ¢ 4,96 mg/L, em ensaio de 96 horas. As lesdes nas branquias
sdo de cunho claramente necrotico, se correlacionam e justificam os sinais clinicos e as
mortalidades registradas. O conjunto de lesdes denominado padrdo 1 era composto
essencialmente por necrose acentuada das lamelas secundarias, com perda da organizagao
lamelar e de lamelas secundarias e actimulo acentuado de restos celulares nos espagos
interlamelares. Esse conjunto de lesdes, foi notado em todos os peixes que morreram
espontaneamente, sugerindo que esse grau de lesdo ¢ hiperagudo e conduzia a morte dos
animais. Essas lesdes foram dose dependentes, pois foram registradas em dois peixes no
grupo Pb 0,46 mg/L, trés no Pb 1,02 mg/L, cinco no Pb 2,24 mg/L e cinco peixes no 4,92
mg/L. A importancia da susceptibilidade individual do peixe também deve ser considerada,
pois a intensidade e tipos de lesdo variaram entre peixes do mesmo grupo experimental.

Outro padrdo de lesdes encontrado (padrdo 2), é resumidamente composto por fragmentagao
individual de cé€lulas, com desorganizacdo lamelar, hiperplasia epitelial e fusdo de lamelas
primarias e acimulo de restos celulares entre as células epiteliais de revestimento. Esse
padrao era encontrado em animais que sobreviviam as 96 horas de experimentagdo e eram
submetidos a eutanasia. Essa lesdo aparenta ser sub-letal e necessita de mais tempo para ser
formada quando comparada as lesdes observadas no padrao 1. O padrdao de lesdo 2 foi
registrado em quatro peixes do grupo Pb 0,46 mg/L, trés no Pb 1,02 mg/l, um do Pb 2,24
mg/L e um do Pb 4,92 mg/L. Apesar desse conjunto de lesdes ndo estar diretamente
relacionado a morte dos animais, ele comprova o forte comprometimento da capacidade
respiratoria dos peixes expostos, afinal todos esses peixes estavam hipoativos, sub-reativos e
distribuidos anormalmente no fundo ou na superficie do aquario.

Para avaliacdo histopatologica, houve consulta de literatura especifica sobre histologia dos
orgados do zebrafish (Menke et al., 2011). O zebrafish apresenta versatilidade como modelo
experimental, em especial pela possibilidade de processamento do peixe inteiro e visualizagao
de vérios sistemas em uma mesma ldmina, permitindo uma avaliagdo multissistémica
simultanea (Menke et al., 2011). Critérios para discernimento e interpretagdo de lesdes foram
rigorosamente utilizados (Ferguson, 2006; Wolf et al., 2015; Wolf e Weller, 2018). Dessa
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forma, no experimento de Pb, ndo foram encontradas lesdes além das supracitadas.
Entretanto, foram encontrados alguns artefatos, comumente descritos como lesoes.

Quando comparados com outros estudos, percebe-se confluéncia desses resultados com a
literatura, principalmente na demonstracdo da branquia como o6rgdo alvo. Entretanto o
discernimento e interpretacdo de lesdes do presente trabalho, diferiu de outros artigos
cientificos. Afinal diversos estudos citam outras lesdes nas branquias, como: descolamento
epitelial, aneurismas lamelares (telangiectasias), hiperplasia e hipertrofia de células de cloro e
células produtoras de muco e alteragcdes dos condrocitos nas porcdes aferentes dos filamentos
(Martinez et al., 2004; Simonato et al., 2008; Al-Balawi et al., 2013; Macirella et al., 2019).
No figado, outros estudos relatam: degeneracdo vacuolar, necrose, aumento da basofilia e
estagnagdo biliar (Simonato et al., 2008; Dai et al.,, 2009; Al- Balawi et al., 2013;
Rajeshkumar et al., 2017). Nos rins, outros estudos relatam necrose tubular e expansao
glomerular (Al- Balawi et al., 2013). Nos intestinos, descreve-se hiperplasia de células
produtoras de muco (Xia et al., 2018) e nos ovarios ha descrigdes de atresia ovariana (Doaa e
Hanan, 2013). Nenhuma dessas alteragcdes foram observadas no presente estudo.

A branquia foi o 6rgdo mais acometido, provavelmente, por ser uma importante via de
absor¢ao e bioacumulagdo do chumbo, em especial nas espécies de agua doce, principalmente
quando o metal estd diluido na 4dgua (Kim e Kang, 2014; Lee et al., 2019). Além disso, a
branquia ¢ possivelmente impactada pelos radicais livres produzidos pelo chumbo, sendo
exposta a danos a regulagdo de ions celular, danos a proteinas ¢ danos a membrana por stress
oxidativo (Roger et al., 2005; Verstraeten et al., 2008; Lee et al., 2019). Sugere-se que nao
foram encontradas lesdes em outros 6rgaos pela rapidez de ocorréncia de mortalidades e pelo
curto tempo de exposicao (96 horas) dos peixes ao metal. Ressalta-se a necessidade de
estudos cronicos que permitam uma maior exposi¢ao ao metal.

5.2. ENSAIO SEMIESTATICO DE TOXICIDADE AGUDA COM FERRO

As aguas com diferentes diluigdes de ferro avaliados no estudo, causaram sinais clinicos,
lesdes histologicas e mortalidade em zebrafish (Danio rerio). Quando comparados aos niveis
utilizados em outros estudos, percebe-se uma ampla variagao entre as concentracoes utilizadas
e a capacidade de indugdo de lesdes ou mortes. De forma geral, os niveis utilizados em outros
estudos variaram de 0,5 a 150 mg/L e os resultados com relacdo a sinais clinicos, lesdes
histologicas e mortalidade foram varidveis, mas geralmente eram observados a partir de niveis
semelhantes ou levemente maiores (Li et al., 2009; Sant’ Anna et al., 2011).

As concentragdes avaliadas no presente estudo foram proximas as concentragdes testadas em
medaka japonés (Oryzias latipes) (Li et al., 2009); rohu (Labeo rohita) (Singh et al., 2019);
piau (Leporinus friderici) (Gemaque et al., 2019); zebrafish (Danio rerio) (Sant’Anna et al.,
2020) e blackfish (Capoeta fusca) (Sayadi et al., 2020). No estudo com medaka japonés foram
utilizadas nanoparticulas de ferro nas concentracdes de 0; 0,5; 5 e 50 mg/L, em embrides € em
adultos, por 14 dias, com o intuito de avaliar enzimas antioxidantes, peroxidagdo lipidica,
histopatologia e microscopia eletronica. Todos os peixes sobreviveram até o fim do ensaio.
Houve lesdes histopatoldgicas nas branquias e intestinos associados ao contato com o nano-
ferro nos grupos de 5 e 50 mg/L (Li et al., 2009).
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O estudo com peixes rohu, baseou-se na CLso de 132,04 mg/L de sulfato ferroso
heptahidratado. Os autores utilizaram as seguintes dilui¢des sub-letais de sulfato ferroso: 8,25
mg/L (1/16 CLso); 16,51 mg/L (1/8 CLso) e 33,01 mg/L (1/4 CLso). A coleta e avaliagao de
sangue e tecidos foi realizada nos tempos 24, 48, 72 e 96 horas. Houve alteragdes
significativas nas contagens de eritrocitos, leucécitos € hemoglobina, aumento da peroxidagao
lipidica e diminui¢do da atividade enzimatica antioxidante (superoxido dismutase e catalase).
Além disso, houve bioacumulagdao de ferro nas branquias e no figado em todas as doses
testadas. Houve lesdes histologicas nas branquias e no figado, com acimulo de ferro em
hepatdcitos evidenciada pela reagdo de Perls nas concentragdes de 16,51 e 33,01 mg/L (Singh
etal., 2019).

O estudo com piaus juvenis testou a toxicidade de diferentes doses de Fe, e Fes por meio de
dilui¢des de sulfato ferroso e sulfato férrico nas concentragdes de 1,0; 3,0; 7,5; 15,0 mg/L por
96 horas. Os resultados do estudo ndo demonstraram mortalidades nas doses de 1; 3; 7,5 e 15
mg/L de Fe?*  No entanto, houve mortalidade total na concentragio 30 mg/L, apds 24 horas.
Houve mortalidade total dos peixes expostos as concentragdes 7,5; 15 e 30 mg/L de Fe*" apds
3 horas, porém, ndo houve mortalidades nas concentragdes de 1,0 e 3,0 mg/L de Fe** Desse
modo, foi demonstrado que o Fe**, obtido pela dilui¢do do cloreto férrico, foi mais toxico do
que o Fes para piaus juvenis .Esse fato foi refor¢ado pela analise de batimentos operculares
que demonstrou frequéncia mais rapida nos grupos expostos a Fe** e pelos aumentos maiores
dos valores de hemoglobina e meta-hemoglobina sanguineos nos peixes expostos a Fe**
(Gemagque et al., 2019). Quando comparado os grupos expostos ao Fe*" com o presente
estudo, percebe-se que houve mortalidades absolutas com doses menores do que as utilizadas
no estudo citado.

O estudo com blackfish (Capoeta fusca) adultos, procurou comparar a toxicidade de
oxidonanoparticulas de ferro (FesO4NP’s) e os sais de ferro: nitrato férrico (Fe(NO3)3);
cloreto férrico (FeClz); sulfato férrico (Fe3O4). Foram realizados ensaios de intoxicagdo aguda
(quatro dias) e cronica (28 dias), nos quais foram avaliadas a bioacumula¢do, depuragao e
presenca de lesdes. Na intoxicagdo aguda, foram utilizadas nanoparticulas de ferro nas doses
de 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mg/L. Para os sais de ferro foram utilizadas as
doses de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50m mg/L. A partir desse experimento foram
definidas as CLso, em 96 horas, de 32,3 mg/L para as oxinanoparticulas de ferro, 1,6 mg/L
para o nitrato férrico, 3,3 mg/L para o cloreto férrico e 5,2 mg/L para o sulfato de férrico. O
nitrato férrico foi o composto mais toxico, seguido do cloreto férrico, sulfato férrico e das
oxinanoparticulas de ferro. Para a intoxica¢do cronica foi utilizado o valor de 1/10 da CLso
96h de cada composto testado. Ao final do ensaio crénico foram constatadas alteragdes
comportamentais, lesdes histopatoldgicas e bioacumulag¢do (Sayadi et al., 2020). Quando
comparadas as informagdes de Sayadi et al. (2020) ao presente estudo, nota-se que o cloreto
férrico foi considerado pelos autores o segundo composto mais letal. Houve mortalidade total,
no presente estudo, no grupo 2,66 mg/L, em 96 horas, enquanto o CLs5096h definido pelos
autores foi de 3,3 mg/L.
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Os niveis de ferro avaliados no presente estudo foram maiores que o padrio de ferro
dissolvido descrito pela deliberagdo normativa DN COPAM/CERH n°® 001/2008 para aguas
de classe II (0,3 mg/L). No entanto, os niveis avaliados nesse estudo foram semelhantes ou
superiores aos niveis maximos de ferro dissolvido encontradas na agua de rios, apos os as
rupturas de barragens em Mariana-MG (18,7 mg/L registrado no Rio Doce apds a ruptura da
barragem de Fundao) (SEMAD, 2016) e Brumadinho-MG (1,22 mg/L registrado no Rio
Paraopeba apds a ruptura da barragem do Corrego do Feijao) (IGAM, 2020). Mesmo que os
niveis testados tenham sido maiores aos detectados nos rios apds os desastres de ruptura de
barragem, esses foram estipulados com o intuito de induzir lesdes histopatoldgicas nos peixes,
o que ndo foi obtido com testes-piloto com doses menores.

O relatério de anélise do Instituto Mineiro de Gestdo das Aguas (IGAM) enfatiza a variagdo
de ferro total, que é o somatdrio do ferro dissolvido (formas idnicas dissolvidas na agua),
ferro particulado (confere a dgua cor avermelhada, pode ser retirado por sedimentacdo) e
oxidos de ferro. Segundo o relatorio, a variagdo do ferro total estd diretamente relacionada
com as atividades de mineragdo desenvolvidas na area do desastre, pois sao encontrados no
rejeito de minério, sobretudo no minério de ferro. O ferro total foi acentuadamente alterado
devido ao desastre, seus indices chegaram a 62 mg/L nos 60 dias ap6s o rompimento, sendo
que esses valores variavam de acordo com as chuvas. Embora, o padrdo normativo para o
ferro preveja apenas a forma dissolvida, constatou-se que a liberagdo de ferro no rio
Paraopeba seria melhor detectada se considerada a fragdo total desse parametro. Os resultados
das andlises mostraram que o ferro liberado pela barragem estaria associado a fragdo total e
ndo estaria dissolvido na dgua. Isso ocorre devido a sedimentacdo do ferro adsorto a
particulas solidas, que avanga em velocidade muito inferior a de matéria dissolvida, esta que
se dissemina na mesma velocidade da 4gua. Os autores relataram uma forte correlagdo entre
os valores de ferro total e alteragdes na coloragdo e turbidez da agua (IGAM, 2020).
Considerando-se os valores de ferro total, observa-se que as doses utilizadas no experimento
sdo semelhantes ou inferiores ao valor de ferro total encontrado apds ruptura de barragem.

De maneira observacional, percebeu-se a agua dos aquarios em tons vermelho-alaranjados,
com consideravel precipitacdo e acimulo de material alaranjado no fundo. Essa precipitacdao
era mais abundante nos aquarios dos grupos Fe 12,88 e 28,34 mg/L. A medida que os peixes
permaneciam nas solugdes, iniciava a formagdo de grumos alaranjados no muco da pele e
principalmente nas branquias, cavidade opercular, ao redor do opérculo e da boca. A partir de
entdo os peixes diminuiam sua nata¢do passando a estar hipoativos, ou até sub-reativos a
estimulos e, ocasionalmente, com comportamento de rebaixamento e perda da organizagao de
cardume. Em seguida, comumente, os peixes assumiam o posicionamento de distribuicao
anormal na superficie, somada as alteracdes de funcdo ventilatéria como hiperventilagao,
ventilagdo irregular e, finalmente, o ato de engolir (boquear) com progressao para a morte.
Alguns peixes com esse conjunto de sinais clinicos ficavam momentaneamente distribuidos
anormalmente no fundo. No entanto, era mais comum o posicionamento na superficie,
principalmente nos peixes submetidos a maiores concentragdes. Portanto, o principal padrao
de sinais clinicos associados a mortalidade evidenciou uma progressiva perda de capacidade
respiratoria e consequente hipdxia, provavelmente associada a precipitacao do ferro no muco
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do peixe que promove injuria nas branquias, demonstrada pela avaliacdo histopatologica. Esse
padrdo foi percebido em todas as doses testadas e culminou em mortalidade, primeiramente
nos peixes dos grupos Fe 2,66 e 5,86 mg/L e, posteriormente, nos peixes dos grupos Fe 12,88
e 28,34 mg/L.

Os sinais clinicos notados durante o experimento, ordenados pela frequéncia, foram:
hipoatividade, distribuicdo anormal na superficie, sub-reatividade a estimulos,
hiperventilagdo, ventilacao irregular, animais engolindo (boqueando), distribuicdo anormal no
fundo e comportamento de rebaixamento.

Os sinais clinicos registrados no presente trabalho foram semelhantes aos relatados na
literatura. Um relato de intoxicacdo no Lago Pansky, na Republica Checa, contaminado por
efluentes de uma pedreira, o qual continha altas dose de ferro (87 mg/L), aluminio (119 mg/L)
e baixo pH (3,17). Os autores comentam que as carpas espontaneamente intoxicadas, estavam
com a cor escura e nas margens do lago, mas com respiragdo rapida, sem reagdes a estimulos
externos, sem resposta de escape e as branquias estavam obstruidas por material amarronzado
(Slaninova et al., 2014). Outro estudo aponta que mudangas nos batimentos operculares,
natacdo atipica, alteracdes nas branquias e dificuldades em se alimentar podem estar
relacionados a intoxicagdo por ferro, sendo que os autores mostraram que o aumento da
frequéncia de batimento opercular pode ser dose dependente (Gemaque et al., 2019). O estudo
sobre teste de nano-oxiparticulas de ferro e diferentes sais de ferro em blackfih observou
alteragdes comportamentais como perda gradual de equilibrio e aumento da distribui¢do e da
atividade na superficie do aqudrio (Sayadi et al., 2020). O estudo que testou doses entre 105 e
135 mg/L de ferro, manganés e aluminio em alevinos de Kutum (Rutilus kutum), relata que
houve peixes com excitacdo, natagdo erratica e aumento da produgdo de muco nas branquias
(Zahedi et al., 2014).

Para entendimento da mortalidade deve-se ressaltar que a precipitacdo do ferro ocorre
principalmente em funcdo do pH e do oxigénio disponivel. Esses fatores levam o Fe*'
altamente soluvel a ser oxidado em Fe*" altamente insoluvel e termoestavel. O Fe** pode ser
completamente hidrolisado em pH proximo a neutralidade em hidroxidos de alto peso
molecular (HMM) e hidréxidos de baixo peso molecular (LMM) além de polimeros de ferro,
sendo que em pH entre 5 e 9, o ferro ¢ mais encontrado na forma de hidroxidos de alto peso
molecular, polimeros de ferro ou associados a coloides e particulas suspensas, especialmente
matéria organica (Teien et al., 2008). O Fe**quando cobre a superficie das branquias, conduz
a dano celular com consequente disfuncdo respiratoria (Teien et al., 2008; Slaninova et al.,
2014; Singh et al., 2019). Apesar de alguns trabalhos alegarem a maior toxicidade do Fe*"
pela sua alta biodisponibilidade e capacidade de aceleracdo da formacao de radicais livres
intracelulares, a maior parte dos trabalhos aponta o Fe’" como maior causador de mortalidade
pela sua capacidade de precipitagdo na superficie das branquias (Teien et al., 2008; Slaninova
et al., 2014; Gemaque et al., 2019; Singh et al., 2019; Sayadi et al., 2020). Entretanto, os
compostos com maior quantidade de se precipitar nas branquias é o Fe** e os hidroxidos de
ferro de baixo peso molecular, geralmente adquiridos em pH igual ou menores do que 5 e
baixa disponibilidade de oxigénio. Esses elementos se precipitam principalmente no muco
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presente no corpo, ao redor das branquias e na cavidade opercular (Danzell e Macfarlane,
1999; Li et al., 2009; Slaninova et al., 2014). Teien et al., (2008) reforcam que em pH acima
de 6,3, ja ocorre grande formacdo de hidréxidos de alto peso molecular e polimeros de ferro
que teriam menor capacidade de acumulagdo nas branquias.

Ao se contextualizar com o presente trabalho, recorda-se que na metodologia estabelecida,
realizava-se o ajuste de pH, com bicarbonato de sddio, para valores entre 6 e 7, como indicado
pela OCDE, e posterior aeracdo por no minimo 12 horas antes do inicio do experimento.
Nesse periodo de 12 horas, as solugdes sofriam o processo de alcalinizagao pelo bicarbonato
diluido e de oxigenagdo pela aera¢do. Esses fatores favoreceram a precipitacdo do ferro
diluido e formacdo de grandes quantidades de hidroxidos de ferro de alto peso molecular e
polimeros de ferro, que deixavam de permanecer suspensos e decantavam no fundo do
aquario. Um fator importante observado é que quanto maior a concentracao, maior o nivel de
precipitacdo e perda do ferro suspenso na solugdo. Isso justifica as mortalidades ocorrerem
primeiro nos grupos Fe 2,66 e Fe 5,86 mg/L, afinal, nesses grupos, havia mais ferro suspenso
disponivel para precipitacdo na superficie do corpo dos peixes, enquanto nos grupos com
maiores concentragdes de ferro houve maior formacao de produtos de ferro pouco
acumulaveis.

A andlise anatomopatoldgica do presente estudo demonstrou que a branquia foi o 6rgdo com
lesdes histoldgicas evidentes e que justificavam a morte dos peixes. Macroscopicamente a
altera¢do mais evidente foi a presenca de material granular alaranjado na superficie do corpo e
das branquias. Resumidamente, a lesdo histologica ¢ caracterizada por desorganizagdo das
lamelas secundarias frequentemente associada a desprendimento, perda do epitélio de
revestimento das lamelas secundérias e acumulo de restos celulares e precipitados de ferro,
principalmente nos espacos interlamelares e na cavidade oral. A reagdo de azul da Prussia
(Perls) auxiliou na identificagdo do precipitado de ferro na superficie das branquias, sendo
encontrado apenas na superficie e ndo intracelularmente. As lesdes e acimulos de precitados
de ferro mostraram dose dependéncia sendo maiores nas concentragdes mais altas. Deve-se
considerar a importancia da susceptibilidade individual do peixe, pois houve diferenca de
intensidade e locais de acumulo de precipitados de ferro em peixes do mesmo grupo
experimental.

Para avaliagdo histopatoldgica, foram consultada literatura especifica sobre histologia dos
orgdos do zebrafish (Menke et al., 2011). Critérios para discernimento e interpretacdo de
lesdes foram rigorosamente utilizados (Ferguson, 2006; Wolf et al., 2015; Wolf e Weller,
2018). Dessa forma, no experimento de Fe ndo foram encontradas alteracdes em branquias
além das supracitadas. Entretanto, foram encontrados alguns artefatos, comumente descritos
como lesdes.

A macroscopia foi semelhante a observadas em outros trabalhos que evidenciaram a
importancia de actimulo de flocos avermelhados ou amarronzados, equivalentes ao
precipitado de ferro na superficie do corpo do peixe, principalmente das branquias (Dazell e
Macfarlane, 1999; Slaninova et al., 2014). Outros achados macroscopicos citados na literatura
foram o espessamento das branquias, producdo excessiva de muco, hemorragias na superficie
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ventral e edema na cloaca em carpas comuns (Slaninova et al., 2014). Microscopicamente
houve grande similaridade entre as lesdes do presente estudo e as encontradas na literatura. O
registro de acimulo de precipitados de ferro na superficie das branquias, frequentemente
associado a desprendimento epitelial ¢ citado em alguns estudos em diferentes espécies
(Dazell e Macfarlane, 1999; Li et al., 2009; Slaninova et al., 2014; Singh et al., 2019). Ha
também relatos do acumulo de precipitados no intestino (Li et al., 2009). Outros achados
relatados na literatura sdo: desorganizacao do epitélio lamelar com redug¢do dos espagos
interlamelares (Li et al., 2009; Slaninova et al., 2014); fusao de lamelas e hiperplasia distal de
lamelas primarias (Dazell e Macfarlane, 1999; Singh et al., 2019; Sayadi et al., 2020);
infiltrado de células com granulos citoplasmaticos eosinofilicos, vacuolizagdo e espessamento
do epitélio lamelar, necrose de lamelas primarias das por¢des distais para a base (Slaninova et
al., 2014); aneurisma, edema, sinequias lamelares, necrose de lamelas secundarias,
hiperplasia epitelial (Dazell e Macfarlane, 1999; Sayadi et al., 2020) e; ruptura de lamelas,
descolamento epitelial, hipertrofia de células epiteliais (Dazell e Macfarlane, 1999). Ha
relatos de degeneracdo dos tibulos proximais dos rins (Slaninova et al., 2014) e de
vacuolizacdo com aciimulo intracitoplasmatico de ferro em hepatocitos (Singh et al., 2019) e
de necrose de hepatocitos (Slaninova et al., 2014). Houve também a utilizagdo da coloragao
de Giemsa em branquias com lesdo associada a intoxicagdo por ferro e demonstrou bactérias
entre os restos necrdticos e precipitados de ferro (Slaninova et al., 2014). Muitos desses
achados nas branquias nao foram encontrados no presente estudo.

A branquia foi o principal 6rgdo acometido, provavelmente por ser uma importante via de
absor¢do e bioacumulagdo do metal e pela capacidade da precipitacdio do ferro,
principalmente Fe** e hidroxidos de ferro de baixo peso molecular, na sua superficie, o que
causa obstrucdo e dano fisico ao 6rgao (Teien et al., 2008; Slaninova et al., 2014; Gemaque et
al., 2019; Singh et al., 2019; Sayadi et al., 2020). A toxicidade do ferro provocou lesdes
histopatologicas, associadas aos precipitados de ferro, que justificam a mortalidade e os sinais
clinicos que evidenciam a perda de capacidade respiratoria e andxia dos peixes. Essa
toxidade, sofre forte influéncia do pH e da oxigenagdo da agua, sendo que eles predispdem a
presenca de hidroxidos de alto peso molecular e polimeros de ferro que tem maior dificuldade
de se depositar nas branquias (Teien et al., 2008). Provavelmente, ndo foram encontradas
lesdes em outros orgdos pela rapidez de ocorréncia de mortalidades e pelo curto tempo de
exposicdo ao ferro (96 horas), sendo que ha necessidade de estudos cronicos que permitam
uma maior exposicdo ao metal. Correlacionando-se com a realidade dos rios apos a ruptura de
barragens, percebe-se que a presenca de Fe’" e diferentes hidroxidos de ferro podem ser
toxicos aos peixes, causando danos as branquias. Esses elementos influenciam fortemente nos
valores de ferro total, o qual pode alterar a coloragdo e turbidez da agua e esta mais
relacionado aos residuos do minério de ferro (IGAM, 2020).

Ressalta-se o cuidado com o processamento dessas amostras, quando o intuito for a
verificagdo dos precipitados de ferro aderidos as branquias, pois, o processo de
descalcificagdo, geralmente, envolve reagentes acidos como dacido nitrico, férmico ou
cloridrico. Esses reagentes por conta do pH muito baixo podem dissolver os precipitados de
ferro aderidos ao tecido e consequentemente atrapalhar na verificagdo e interpretagao dos
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precipitados de ferro na avaliacdo histoldgica. Afinal, pH abaixo de 5 podem promover as
dilui¢des dos hidroxidos de ferro formados (Teien et al., 2008). O protocolo de
descalcificagdo utilizado no presente estudo, aplicando a imersdo das amostras em dacido
formico 24% (pH 1), por 48 horas, permitiu a visualizagdo dos precipitados de ferro
associados a lesdo, muito embora ao se realizar o Azul da Prussia percebe-se uma marcagao
mais fraca quando comparadas a amostras nao descalcificadas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O chumbo foi téxico para o zebrafish nas doses avaliadas e provocou mortalidades que foram
dose dependentes. O principal 6rgdo acometido foi a branquia, por ter contato direto com o
chumbo dissolvido e por ser a responsavel pela absor¢do do metal em peixes de dgua doce. As
branquias tiveram lesdes necrdticas hiperagudas e agudas que comprometeram a capacidade
respiratoria dos peixes e desencadearam sinais clinicos de alteragdes no comportamento de
natacdo e alteragdes na funcdo ventilatoria. As lesdes histoldgicas variaram entre os peixes
que morreram espontaneamente € os que sobreviveram até o fim do experimento. Nos peixes
com morte espontanea houve lesdes hiperagudas de necrose acentuada de lamelas secundarias
com acumulo de restos celulares nos espagos interlamelares. Nos que sobreviveram até as 96
horas, observou-se hiperplasia epitelial, fusdo de lamelas secundarias e fragmentacdo de
células das lamelas secundarias. A fragmentacdo de células requer mais estudos para
determinagdo de sua relacdo com a toxicidade do metal. Portanto, as lesdes variam de acordo
com o tempo de exposicdo ¢ com a susceptibilidade individual, afinal, peixes do mesmo
grupo experimental tiveram padrdes de lesdo diferentes. Como as lesdes encontradas nao sao
especificas para o chumbo, recomenda-se a histopatologia associada a analises toxicoldgicas
da 4gua ou dos tecidos do peixe, para a defini¢cdo do diagndstico. O presente estudo contribuiu
para a caracterizagdo anatomopatoldgica da toxicidade de chumbo em peixes. Outros estudos
devem ser feitos avaliando a susceptibilidade em diferentes espécies, doses e tempos de
exposi¢ao ao metal.

O ferro foi téxico para o zebrafish nas doses avaliadas e provocou mortalidades e lesdes
histologicas. Houve mortalidade de 100% dos peixes em todos os grupos experimentais. O
principal 6rgdo acometido foi a branquia, por ter contato direto com o metal e permitir a
adesdo de precipitados do ferro®™ e de hidroxidos de ferro na superficie do 6rgdo. As
branquias tiveram lesdes de desorganizagdo das lamelas secundarias, associada a
desprendimento, perda do epitélio de revestimento das lamelas secundarias e acimulo de
restos celulares e precipitados de ferro nos espacos interlamelares, cavidade oral, estomago e
intestinos. Na rea¢do de Azul da Prussia (Perls) houve identificagdo do precipitado de ferro
nos diferentes 6rgdos. A quantidade de precipitado e intensidade das lesdes variou de acordo
as concentragdes. As lesdes nas branquias comprometeram a capacidade respiratoria dos
peixes e desencadearam sinais clinicos de alteragdes no comportamento de natacdo e na
funcdo ventilatoria. O nivel de precipitagdo de ferro na agua, influenciado pelo pH e
oxigena¢do da solugcdo, modifica a toxicidade da solucdo para os peixes. A analise
histopatologica com cortes corados com Hematoxilina e Eosina somada a histoquimica
especial de Azul da Prussia permitem eficacia no diagndstico de mortalidades ligadas a
intoxicagdo por ferro em peixes. O presente estudo contribuiu para a caracterizagao
anatomopatologica da toxicidade de ferro em peixes. Outros estudos devem ser feitos
avaliando a susceptibilidade em diferentes espécies, concentragao, niveis de pH e tempos de
exposicao ao metal.
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