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RESUMO

Os metais sdo conhecidos pelo seu potencial toxico ao ambiente aquatico, além de
serem elementos bioacumulativos e persistentes, 0 que aumenta a preocupagao com a
concentracdo permitida pela legislacéo, considerando-se protecao da biota Muitas vezes, estes
compostos sdo liberados nos corpos hidricos em concentragdes subletais as quais ndo
provocam efeitos agudo, mas , podem comprometer a viabilidade dos sistemas biolédgicos a
longo prazo, considerando-se a continua exposicdo aos referidos elementos e concentracdes
Nesse contexto, figado é um importante 6rgao para avaliacdo da toxicidade de metais devido
a sua funcdo de excrecdo e seu potencial para acumular substancias exdgenas. Nas gbnadas 0s
metais podem desencadear perturbacdes na producdo, liberacdo, transporte, metabolismo e
acdo dos hormonios naturais, que podem levar a perda de fecundidade, feminizagdo de
machos e consequentemente desequilibrio aos organismos vivos, comprometendo a
viabilidade das espécies. Substancias exdgenas que atuam dessa maneira sdao conhecidos
como interferentes enddcrinos e suas influéncias sobre os organismos individualmente e a
vida aquatica ainda ndo sdo bem estabelecidos. Uma das maneiras de identifica-los é através
de anélises em nivel histolégico e histoquimico. Os metais cobre e niquel originam-se de
fontes naturais e também artificiais devido a geracdo de residuos domésticos e industriais, em
funcdo das atividades antropicas. Podem ser considerados toxicos ou essenciais dependendo
do organismo, do ambiente e de suas concentragfes. Ademais, possuem potencial de serem
interferentes enddcrinos para organismos aquaticos. Neste contexto, o presente trabalho teve
como objetivos principais 1) Avaliar a toxicidade dos metais cobre e niquel em testes crénicos
através de analise histologica de possiveis alteracdes morfoldgicas causadas por essas
substancias no figado 2) avaliar o potencial como interferente endécrino dos referidos metais
através da analise de gonadas 3) Utilizar a vitelogenina como biomarcador histoquimico para
avaliar a presenca da vitelogenina em machos. Diante do exposto, foram realizados testes
cronicos utilizando o organismo-modelo Danio rerio durante 21 dias de exposi¢do com 0S
metais cobre (9 pg/L) e niquel (25 pg/L) em regime semi-estatico, com troca total da dgua a
cada 72h, temperatura de 25°C, com alimentagdo uma vez ao dia. Posteriormente, 0s
organismos foram eutanasiados e destinados ao procedimento de histologia com inclusdo em
parafina, coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) para analise morfoldgica de gbnada e
figado e para analise da vitelogenina em machos foram corados pelo método de coloragédo
para analise histoquimica proposto por Van Der Ven (2003). Foram observadas alteracfes no
figado como hipertrofia e achatamento do ndcleo, vacuolizacdo, aumento da propor¢do dos
nacleos picnéticos e perda da integridade citoplasmatica. J& em gbnadas masculinas houve
aumento na proporcdo de espermatogbnias, degeneracdo testicular e desenvolvimento
assincrono da gbénada. Através do método histoquimico por coloracdo foi possivel observar a
presenca da vitelogenina em machos expostos a niquel, o que indica feminizacdo destes
organismos

Palavras-chave: Teste cronico, niquel, cobre, figado, gbnada, interferentes enddcrinos,
ecossistema aquatico, Danio rerio.



ABSTRACT

Metals are known for their toxic potential to the aquatic environment, as well as being
bioaccumulative and persistent elements, which increases the concern with the concentration
allowed by legislation, considering protection of biota Often, these compounds are released
in the water bodies in concentrations which may not cause acute effects but may compromise
the viability of biological systems in the long term, considering the continuous exposure to
said elements and concentrations. In this context, liver is an important organ for the
evaluation of metals toxicity due to its function of excretion and its potential to accumulate
exogenous substances. In gonads metals can trigger disturbances in the production, release,
transport, metabolism and action of natural hormones, which can lead to fecundity loss, males
feminization and consequently imbalance to living organisms, compromising the viability of
the species. Exogenous substances that act in this way are known as endocrine disrupters and
their influences on individual organisms and aquatic life are not well established. One ways to
identify them is through histological and histochemical analysis. Metals copper and nickel
originate from natural and also artificial sources due to the generation of domestic and
industrial waste, depending on the anthropic activities. They can be considered toxic or
essential depending on the organism, the environment and its concentrations. In addition, they
have the potential to be endocrine disruptor to aquatic organisms. In this context, the main
objectives of this study were: 1) To assess copper and nickel toxicity in chronic tests through
histological analysis of possible morphological alterations caused by these substances in the
liver 2) to evaluate the potential as an endocrine disruptor of said metals through of gonad
analysis 3) Use vitellogenin as histochemical biomarker to evaluate the presence of
vitellogenin in males. In view of the above, chronic tests were carried out using the model
organism Danio rerio for 21 days copper (9 pg / L) and nickel (25 pg / L) exposure in a semi-
static regime, with total water exchange at every 72 hours, at a temperature of 25°C, with feed
once a day. Subsequently, the organisms were euthanized and destined to histological
procedure with inclusion in paraffin, staining with Hematoxylin and Eosin (HE) for
morphological analysis of gonad and liver and for analysis of vitellogenin in males were
stained by the staining method for histochemical analysis proposed by Van Der Ven (2003).
Changes in the liver were observed, such as nucleus hypertrophy and flattening,
vacuolization, increased proportion of pycnotic nuclei and loss of cytoplasmic integrity. In
male gonads, there was an increase in the proportion of spermatogonia, testicular
degeneration and asynchronous development of the gonad. Through the histochemical method
by staining it was possible to observe the presence of vitellogenin in males exposed to nickel,
which indicates feminization of these organisms.

Key words: Chronic test, nickel, copper, liver, gonads, fish, endocrine disruptor, aquatic
ecosystem, Danio rerio.
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APRESENTACAO

Os metais tém grande importancia quando se trata de ecossistemas aquaticos devido a
deposicédo de efluentes industriais, domesticos e lixiviagdes. Ha inUmeros relatos na literatura
em relacdo seu potencial toxico sobre 0s organismos que ameacam a homeostase do ambiente
(Reck et al., 2008; Pyle e Couture, 2012)

Dentre os metais estudados, estdo o cobre, o qual é essencial & vida mas pode ser toxico
em elevadas concentracfes e 0 niquel, um metal ndo-essencial, menos estudado, segundo a
literatura, do que o cobre, porém, com potencial toxico ja comprovado. Ambos sdo capazes de
bioacumular nos organismos e serem persistentes no ambiente.

Apesar de existir uma legislacdo brasileira vigente estabelecida pelo Conselho Nacional
do Meio Ambiente — CONAMA 357/2005, nem sempre os valores estabelecidos sdo
significativamente seguros ao ambiente e aos organismos aquaticos. Isso acontece devido ao
insuficiente nimero de estudos crdnicos ou crdnicos parciais com concentragdes subletais.
Muitas vezes, as substancias ndo provocam letalidade, mas, podem alterar fisiologicamente o
individuo a longo prazo de modo que altere a caracteristica de uma espécie, de uma
populacdo, uma comunidade.

Recentemente, as pesquisas cientificas tém ganhado interesse quanto aos interferentes
endocrinos (IE’s), ou seja, compostos capazes de alterar, modificar a sintese, transporte, acao
ou eliminacdo de hormdnios naturais de um organismo, afetando a capacidade reprodutiva, de
desenvolvimento e sobrevivéncia destes.

Diante do exposto, a presente pesquisa teve dois objetivos gerais principais: 1) Contribuir
com informacgdes a respeito do potencial efeito toxico dos metais cobre e niquel, em
concentragdes nominais na ordem de 25ug/L. 2) Avaliar o potencial efeito como interferente
enddcrino das substancias estudadas.

As concentracdes utilizadas basearam-se na legislacdo brasileira estabelecida pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA 357/05) as quais sdo mais permissiveis
quanto ao cobre sendo cerca de quatro vezes acima da concentracdo proposta pela agéncia de
protecdo ambiental americana (US Environmental Protection Agency — EPA) e em
contrapartida, a concentracdo de niquel pela legislacdo brasileira é significativamente mais
baixa do que a concentracao estabelecida pela legislacdo norte-americana.

A fim de padronizar os estudos ao redor da tematica permitindo a reprodutibilidade e a
repetibilidade dos testes, o experimento foi conduzido com base nas normas da OECD
N°123/2010 (Organizagdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico) e da ABNT NBR

15499/2015 (Associagdo Brasileira de Normas Técnicas). Para isso, 0 organismo-teste



utilizado foi o peixe Danio rerio, popularmente conhecido como “paulistinha”, visto como
um organismo-modelo devido ao seu facil cultivo, de alta sensibilidade, de biologia ja
conhecida e baixo custo de manutencdo que os tornam adequados para pesquisa cientifica,
mundialmente utilizados em estudos ecotoxicologicos e recomendados para testes quimicos,
com protocolos ja estabelecidos.

Dessa maneira, a dissertacdo foi estruturada na forma de capitulos, da seguinte forma:

Capitulo 1 — Revisdo Bibliografica. O primeiro capitulo tem como objetivo compilar
dados da literatura a respeito dos biomarcadores histolégicos em estudos ecotoxicologicos
utilizados neste trabalho (figado e gbnada), informacdes sobre o organismo-teste, dados sobre
testes realizados em peixes com os metais estudados Cobre e Niquel.

Capitulo 2 — Toxicidade dos metais Niquel e Cobre e sua possivel atuacdo como
interferentes enddcrinos através de analise histoldgica. O segundo capitulo visa analisar
através da histologia, efeitos da toxicidade do Cobre e Niquel no tecido de figado de Danio
rerio e investigar a possivel atuacdo como interferente endocrino destas substancias sob
concentragdes nominais da legislacdo CONAMA 357/05, sendo cobre 9ug/L e Niquel 25ug/
L. Este capitulo foi publicado em versdo resumida na Revista Brasileira de Ciéncias
Ambientais (DOI: 10.5327/22176-947820180329).

Capitulo 3 — Analise do niquel como potencial interferente endocrino através do
método histoquimico como indicativo da presenca de vitelogenina (VTG) em machos de
Danio rerio. A finalidade deste capitulo é acrescentar informacéo a respeito do Niquel através
da producéo da VTG (biomarcador) no figado de machos a fim de prever efeitos estrogénicos

no organismos que sinalizam um potencial IE.




Capitulo 1

Interacdo do ambiente aquéatico com 0s metais

1. INTRODUCAO

A agua é uma fonte natural de recurso esgotavel essencial para a manuten¢édo da vida
na terra, seja para as fungdes bioldgicas dos organismos, para o equilibrio da temperatura
terrestre, higiene, saneamento, fonte de energia elétrica entre outros, sendo a matéria prima
essencial para a producdo de alimentos (Who, 2011; Rosa, 2012). A Organizacdao Mundial da
Saude (OMS) estima que a escassez e deterioracdo da qualidade da agua serdo um problema
crucial da sociedade atual. Portanto, compreender e estudar os efeitos dos poluentes aquaticos
sdo fundamentais para o desenvolvimento seguro e economicamente sustentavel (Rosa, 2011).

Em decorréncia do crescimento da producdo industrial nos ultimos 50 anos,
aumentaram-se intensamente a fabricacdo e a utilizacdo de compostos quimicos sintéticos que
comprometem (poluem) a homeostase do sistema aquatico (Rosa, 2011).

Os efeitos dos poluentes ainda tém sido estudados pela comunidade cientifica, devido
a diversidade de substancias nos ecossistemas além de sua complexidade quimica,
principalmente quando se trata se exposi¢fes a baixas concentraces a longo prazo, ou seja,
toxicidade cronica. ConcentragOes seguras de exposi¢do ambiental para substancias isoladas
sdo desejaveis para garantir, dentre outros usos, a protecdo da vida aquética.

Para tanto, 0s ensaios ecotoxicoldgicos sao importantes para caracterizar os efeitos dos
poluentes. Ndo ha como 0s agentes quimicos representarem risco zero de efeitos toxicos, o
que justifica as pesquisas cientificas buscarem compreender o risco que determinadas
substancias podem causar de acordo com suas concentragdes ambientais conhecidas ou
estimadas (Bertoletti, 2013).

Os ensaios ecotoxicoldgicos se baseiam em respostas bioldgicas (biomarcadores)
diante da exposi¢cdo aos agentes possivelmente toxicos em funcdo do tempo de exposicéo.
Uma dessas respostas pode ser a disfuncdo do sistema endocrino, um sistema complexo que
interage com o sistema nervoso e é responsavel pela adaptacdo do organismo aos meios
externos (Sanchez, 2006).

Algumas pesquisas sugerem que os sistemas endocrinos tém sofrido consequéncias em

seu funcionamento. As substancias quimicas com potencial de alterar a atividade destes



sistemas sdo chamadas de interferentes enddcrinos, os quais modificam a producéo, liberacéo,
transporte, metabolismo e acdo dos hormonios naturais. Dessa maneira, alteram o equilibrio
intrinseco dos organismos vivos (USEPA, 1998).

De acordo com setor de pesquisa e desenvolvimento (ORD) da agéncia de protecédo
ambiental dos Estados Unidos (USEPA), a qual visa selecionar as prioridades na area de
pesquisa, relatou que estudos em torno dos interferentes enddcrinos estdo entre 0s seis
primeiros topicos de maior relevancia. Ainda ressalta que se os estudos sobre os efeitos de
exposicdo concluem que o ecossistema esta ou estara em risco e serdo necessarias novas
pesquisas para diminuicdo ou eliminacdo destes componentes quimicos.

Atualmente ha uma ampla variedade de interferentes endocrinos (IE’s) presentes no
dia-a-dia, seja na atmosfera, na 4gua ou no solo, que chegam até os rios e lagos. Os IE’s,
conhecidos como poluentes dos ecossistemas aquaticos, transformam o ambiente em uma
fonte de IE’s para toda cadeia alimentar. Estes sdo capazes de modificar ou alterar a sintese e
metabolismo de neuropeptidios, neurotransmissores e resposta neurohormonal, o0 que resulta
em modificacdes fisiologicas, comportamentais e hormonais dos animais. Essas modificacdes
podem acontecer na reproducdo, desenvolvimento e na habilidade de lidarem com diversos
estimulos externos, como resposta ao estresse, entre outras anomalias (Cristina et al., 2012,
Kabir, 2015).

Alguns IE’s s@o altamente soltiveis em agua e podem estar presentes em partes por
bilhdo. Os peixes podem absorver esses contaminantes pelas branquias. Mamiferos e aves
pela ingestdo direta. Além de serem acumulados nos solos e sedimentos, podendo entrar na
cadeia alimentar de uma forma complexa (Kabir, 2015).

Devido as distintas caracteristicas que um IE pode ter e os diferentes mecanismos de
acao no organismo, torna-se dificil estabelecer uma relacdo entre estes. Mesmo que alguma
substancia tenha as caracteristicas para ser considerado um IE, ndo é possivel determinar
apenas por sua estrutura (Kabir, 2015).

Os mecanismos de acdo e de transporte de um IE variam em cada organismo
dependendo da intensidade do estresse, tempo de contato e da biologia do préprio organismo
(Kendal et al., 1998).

S&80 necessarios mais estudos que visem esclarecer o modo de funcionamento dos
contaminantes ambientais sobre os distirbios enddcrinos, seus mecanismos de acdo, a

reversibilidade e a relagdo entre a exposicao e alteracdes no organismo (Fontenele, 2010).



Segundo a literatura, dentre os poluentes com potencial para atuar como IE, destacam-
se 0S metais, que se caracterizam por serem persistentes, bioacumulativos e potencialmente
toxicos. Sdo encontrados em diversos ambientes, como no solo, sedimento, nas plantas e nos
animais. Porém, sua toxicidade depende de inumeros fatores como caracteristicos dos
proprios metais, da biodisponibilidade, da concentracdo absorvida pelo organismo e do tempo
de exposicdo (Santana, Barroncas, 2007).

1.1 Metais no ambiente aquatico

Os metais podem ser classificados como essenciais ou ndo-essenciais. Porém, isto ndo
significa que ele ndo é tdxico. Mesmo 0s metais essenciais podem ser toxicos em
concentracdes elevadas ou a longo prazo. Da mesma maneira, 0s metais nao-essenciais, ndo
sd0 necessariamente toxicos. Estes também possuem uma faixa tolerdvel ao ambiente e ao
organismo. Os metais essenciais variam em quantidade insuficiente, étima, toxico e letal.
Assim como 0s metais ndo-essenciais podem estar na faixa toleravel, toxico e letal (Esteves &
Guariento, 2011). Por consequéncia, € importante o conhecimento sobre o elemento, qual sua
concentragdo no ambiente e nos organismos, a maneira que o transporte destes acontece e 0s
demais fatores relacionados a essa interacdo. Tanto do ambiente para 0 organismo, quanto no
préprio organismo.

A especiacdo de metais nos ecossistemas aquaticos esta disponivel em diversas formas
fisico-quimicas nos compartimentos ambientais. Segundo Zagatto e Bertoletti (2006), os
metais podem estar presentes na forma livre e dissolvida (metélicos, mono e polivalentes-
hidratados), complexada (fraca ou fortemente) pela matéria orgénica dissolvida, adsorvidos
nas particulas coloidais e nos particulados organicos e inorganicos suspensos na agua ou na
forma insolubilizada, como sulfetos, cloretos, arsenitos e carbonatos. Devido a variedade de
formas, é dificultosa a discriminacao de espécies individuais pelas varias metodologias fisico-
quimicas, sendo possivel a identificacdo de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
similares. Os metais podem se prender aos sedimentos de forma irreversivel, desde que as
condicBes anaerobias sejam mantidas, resultando no efeito direto na cadeia alimentar através
da bioconcentracdo dos contaminantes via organismos bentdnicos e outras rotas. Entretanto,
sob condicGes biogeoquimicas variadas, 0s contaminantes podem ser liberados por
ressuspenséo via bioturbacdo, por ventos ou dragagens dos sedimentos ou por reaeracdo da
coluna d’agua (Zagatto & Bertoletti, 2006;).



O niquel (Ni) origina-se de fontes naturais e artificiais e pode ser encontrado no ar,
agua, solo e em organismos vivos. No ar, € encontrado devido ao uso de aerossois em
diferentes concentracfes. O transporte e a distribuicdo de particulas de Ni dependem do
tamanho da particula e do ambiente em que ela se encontra. Geralmente as fontes artificiais
s80 responsaveis por particulas menores. A contaminagdo da agua resulta da sedimentacdo de
particulas de metais da atmosfera, de lixos industriais e domésticos e pela eroséo do solo. Este
composto quimico é majoritariamente transportado na forma precipitada. Em lagos é
encontrado na forma idnica e geralmente em associacdo com a matéria organica. Dependendo
do tipo de solo, Ni pode ter alta mobilidade, atingindo os lengois freaticos. A chuva &cida tem
grande potencial de mobilizar o Ni do solo (Georgescu et al., 2011).

Na revisdo de Georgescu et al. (2011), os autores reportam que em ambientes
poluidos, plantas aquaticas foram observadas com altos niveis de niquel e em peixes foram
encontradas concentragdes entre 0,02 a 2 mg/kg, porém este valor pode aumentar cerca de dez
vezes. O mesmo autor cita que ha estudos feitos com exposicdo por vias aéreas em ratos,
demonstrou morte fetal, crescimento intra-uterino e anomalias congénitas associadas a
mutacdes letais dominantes neste organismo. Acredita-se que este metal possa agir como um
interferente enddcrino para organismos aquaticos.

Outro metal relatado como potencial IE é o cobre (Cu*?). Hé evidéncias de que seus
efeitos toxicos cronicos causam uma série de alteracOes celulares e fisicas em peixes. A
exposicdo cronica deste metal pode acarretar em diversos efeitos fisiologicos, como o
aumento do consumo de oxigénio, diminuicdo da atividade locomotora e dos niveis de
linfocitos, alteracdo no sistema imune, proliferacdo de células epiteliais nas guelras e
intestino, alteracdo nas respostas hematopoiéticas, entre outros efeitos (Handy, 2003).

A evidéncia dos metais Cu e Ni como interferentes endoérinos ndo é contempladas na
literatura e seus efeitos a longo prazo ndo sdo conhecidos. Portanto, o presente estudo
pretende contribuir com informacgdes a respeito da revisdo dessa temética por meio de

biomarcadores histolégicos.
1.1.1 Cobre: efeitos toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos
O cobre foi identificado em plantas e animais no século XIX e descrito como

catalisador biologico no século XX. As vias de exposicdo mais comuns sdo atraves da agua e
dos alimentos (IPCS, 1998; WHO, 2003).



As normas internacionais da organizacdo mundial da salide de 1958 (WHO
International Standards for Drinking-water) sugeriram a concentracdo méxima de 1,5 mg/L
porém em 1984 o valor foi diminuido para 1,0 mg/L (IPCS, 1998; WHO, 2003).

O cobre é um elemento que desde a pré-histdria estd presente e contribuiu para o
desenvolvimento das civilizages até os dias atuais. Era um metal facilmente encontrado e de
facil manufatura. Atualmente é usado em ligas, canos, fios elétricos, radiadores e automaveis.
Majoritariamente emitido por atividades de mineracdo e fundicdo pela queima de carvéo
como fonte de energia e pelos incineradores de residuos municipais ou entdo na agricultura.
Também é encontrado em carnes, frutos do mar, vegetais, cereais e nozes (Sargentelli et al.,
1995; Pedrozo & Lima, 2001).

A maior parte do cobre é produzido a partir de minérios contendo sulfeto. Em 1999,
as reservas mundiais de cobre atingiram 650 milhdes de tonelada de metal contido, sendo 11,9
milhdes no Brasil (DNPM, 1999 apud Pedrozo & Lima, 2001).

No ambiente aquatico as principais formas sol(veis de cobre séo Cu?*, Cu(HCO3),
Cu(OH) e cobre dissolvido, as quais variam em funcdo do pH. A concentracdo dessas
diferentes formas pode ser influenciada por fatores como o potencial de reducdo da agua,
presenca de cations como Ca”*, Fe**, Mg*" e anions de sais clpricos insoltveis (OH", S%,
COs%). Sobre sua toxicidade, ressalta-se uma relagdo inversa com a dureza da &gua,
provavelmente pela competicdo entre calcio e cobre pelos sitios de adsor¢do em superficies
bioldgicas (Pedrozo & Lima, 2001).

A toxicidade do cobre depende da concentragdo em que se encontra no organismo. Em
concentracdes adequadas, no homem, o cobre atua como um catalisador nos processos
bioquimicos e a principal funcdo das biomoléculas contendo cobre é o transporte e elétrons e
de oxigénio. (Sargentelli et al., 1995).

Quando o cobre encontra-se em concentracdes elevadas, a proteina metalotioneina
indica sinais de toxicidade do cobre no organismo. A metalotioneina atua no organismo
convertendo Fe?* a Fe**, o qual nesta Gltima forma é responsavel pelo transporte de ferro na
circulacdo sanguinea. Dessa maneira, 0 cobre pode ser precursor de anemias. Este metal é
encontrado em fluidos como soro, plasma, eritrécitos, fluido espinhal, saliva, fluidos
digestivos e também em tecidos como cerebro, pulmao, coracdo, masculo, dentes, 0ssos,
baco, rim e figado. O alimento que contém cobre passa pelo aparelho digestivo, onde é
absorvido apenas em quantidades necessarias e distribuido entre os 6rgdos e o resto €

excretado, seja através da urina, fezes ou, no caso de mulheres, pelo fluxo menstrual. Todos



na forma Cu®" livres. O excesso ou a falta deste elemento é conhecido como hiper e
hipocupremia, respectivamente. A doenca de Wilson € o distdrbio pela falta de cobre mais
conhecido. Este provoca dilatacdo da capsula do figado, alteracbes musculares e alteracGes
nervosas (Sargentelli et al., 1995; Grosell, 2002).

Em peixes, a exposi¢do crénica ao cobre provoca uma serie de respostas fisiologicas
observadas nas branquias, figado, intestino, rins, masculo e no sistema reprodutor (Handy,
2003). Por ser uma substancia essencial e também toxica em altas concentracdes, a deficiéncia
pode aumentar a captacdo de cobre pelas branquias, de maneira oposta, quando 0s niveis no
ambiente excedem a capacidade do organismo, a substancia é redistribuida para o figado,
como observado em Oncorhynchus mykiss, isto €, a captacdo de cobre parece ser modulada
dependendo do status do peixe, sugerindo que vias de transporte agem através de reguladores
especificos (Grosell, 2002; Handy, 2003).

Outras espécies como Oreochromis mossambicus (tilapia) (Dang et al. 2000),
Oreochromis niloticus (Monteiro, 2009), Luciobarbus bocagei e Pseudochondrostoma sp
(Fonseca, 2017) também apresentaram anormalidades nas branguias quando expostos ao
cobre. Dentre as alteracGes observadas, estdo: fusdo da lamela, proliferacdo epitelial,
vasodilatacdo, aneurismas, edema e necrose, que podem afetar a troca de gases e o equilibrio
osmético (Fonseca, 2017).

Existem, além do mais, as interacBes entre substancias que podem aumentar ou
diminuir a concentracdo do xenobidtico como, por exemplo, o aumento da quantidade de
sodio no ambiente, levando a diminuicdo da captacdo de cobre pelas branquias (Grosell,
2002).

A proteina metalotioneina foi observada em branquias, e musculo de Carassius araus
gibelio, em figado, musculo e branquias em Cyprinus carpio sobre concentracdes subletais de
cobre (De Boeck, 2003, Hauser-Davis et al., 2014).

De acordo com o levantamento de Handy (2003), a exposic¢ao cronica ao cobre pode
ocasionar trés tipos de alteracbes, que podem ser categorizadas em supraregulacdo das
enzimas e do metabolismo, respostas hematopoiéticas e alteracGes no tecido celular. Estas
mudancas podem ser induzidas por respostas ao estresse causadas pela propria exposicao ao
cobre ou estimuladas por processos neuro-enddcrino especificos que normalmente requerem
ions de cobre em menores concentracdo. Portanto, ndo necessariamente estas respostas do

sistema enddcrino estdo relacionadas as respostas toxicologicas.



Em estudos feitos com Oncorhynchus tshawytscha foi observado que a concentracéo
de cobre no musculo depende do tamanho do peixe. Sendo 0s maiores apresentam menos
concentracdo no figado do que os peixes menores (Peterson, et al., 1991).

Na literatura € evidente que doses subletais de cobre afetam fisiologicamente os
organismos aquaticos de diversas maneiras, como é observado na Tabela 1.

ConcentracGes subletais de cobre afetam o crescimento devido ao gasto energético do
organismo ao tentar manter as funcdes fisioldgicas, como a troca de gases e o equilibrio
(Fonseca et al., 2017; Oss et al., 2016).

Especificamente com o organismo-modelo Danio rerio, 0 cobre gera estresse
oxidativo, efeitos genotoxicos e comportamental (no estagio larval), além de ter efeito

acumulativo no figado e nas branquias (Craig et al., 2007; Leite et al., 2013).



Tabela 1. Efeitos da exposi¢do do Cobre em peixes

Tempo de Concentracgéao Organismo-teste Resposta Autores
exposicao fisiolégica
Figado: alteracéo
no sinusGide,
aumento da
goticula lipidica,
. . estagnacao ARELLANO, et
7 dias 100 pg/L Solea senegalensis sanguinea. al. 1098
Branquia: alteracéo
nas células
pavimentosas,
hiperplasia e fusdo
lamelar
Brénquias:
Presenca da
5 dias 2,4 uM Oncorhynchus mykiss proteina DANG, et al.,
metalotioneina 2000
Diminuicédo da
. Oncorhynchus mykis, capacidade
21 dias 1uM Cyprinus carpio, natatoria, acimulo ~ DE BOECK etal,
Carassius auratus de cobre nas 2006
gibelio branquias
48h 8¢e 15 ug/L Danio rerio (adulto) Branquias e figado: CRAIG et al.,
estresse oxidativo 2007
Bréanquias: Inducéo
21 dias 40 e 400 pL-1 Oreochromis niloticus 4 8POPLOse, MONTEIRO et al.,
proliferacéo das 2009
células epiteliais
6,12, 24 e 48h 12,5e 100 pL Danio rerio Branquias: inducéo LUZIO, et al.,
da apoptose celular 2013
24h 10uM Danio rerio (larva) Estresse oxidativo LEITE et al., 2013
Figado: presenca
96h 2 mgL-1 Oreochromis niloticus  de metalotioneina HAUSER-DAVIS
na bile et al., 2014.
Larva: crescimento
5,9, 20, diminuido, estresse
96h 60 pg/L Danio rerio (larvae  oxidativo. Adulto: ~ ACOSTA, etal.,
adulto) dano a meméria 2016

espacial, glutationa



96h

30-60 dias

Coletadas no local
com no minimo 4
dias de exposicao

Coletadas no local

5,9, 20,
60 pg/L

13e26 pg L-1

2,4 -171 pg/L

18,3 uL/L-1
(média)

Danio rerio (larva e
adulto)

Centropomus parallelus

Espécies aquaticas ndo-

especificadas

Luciobartus bocagei,
Pseudochondrostoma
sp., Oncorhynchus
mykiss

S-transferase
Larva: crescimento
diminuido, estresse
oxidativo. Adulto:
dano a memoria
espacial, glutationa
S-transferase
reduzida
(branquias)

Efeitos
genotdxicos,
acumulo nas
branquias, peso e
tamanho diminuido

99,9% de risco
ecoldgico

Branquia: fusdo
lamelar,
proliferacdo do
filamento epitelial
€ necrose.

ACOSTA, et al.,
2016

OSSetal., 2016

FU, etal., 2016

FONSECA, et al.,
2017

Fonte: Autoria propria



1.1.2 Niquel: efeitos toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos

A importéncia econdmica do niquel esta associada as suas caracteristicas fisico-
quimicas, como forca, estabilidade em altas temperaturas, resisténcia a corrosao e suas
propriedades térmicas e elétricas. Cerca de 60% deste metal é usado para producdo de ago
inoxidavel e 40% para producdo de equipamentos, materiais de construcdo, equipamentos
médicos, containers de armazenamento, baterias, ceramicas, joias, tintas, imas (Reck et al.,
2008; Pyle & Couture, 2012)

O niquel ndo é um nutriente essencial para organismos aquéticos, apesar de ter essa
propriedade para plantas e animais terrestres. Entretanto, este metal é abundante em éaguas
doces e marinhas. Sua concentracdo é elevada devido a efluentes urbanos e industriais
liberados ou escoamentos proximos a areas industriais e através de material particulado no ar.
Dependendo da condi¢do do ambiente, o Ni pode se ligar a matéria organica dissolvida. Em
peixes, a via de exposicdo acontece através das branquias, do epitélio olfativo ou pela
alimentacdo, a qual levard o metal ao intestino e entdo serd acumulado nos rins, figado e até
mesmo mdusculo. Em altas concentracbes podem afetar o metabolismo de carboidratos,
diminuindo a reserva de glicogénio no figado e no musculo, consequentemente, aumentando a
concentracdo de glucose e &cido latico no plasma (Pyle & Couture, 2012; Palaniappan &
Karthikeyan, 2009; Palermo et al., 2015).

A quantidade de estudos envolvendo niquel é significativamente menor que estudos
com cobre na literatura Provavelmente pelo fato de que o Cu demonstrou-se mais toxico em
testes de exposicdo aguda para organismos aquaticos. Contudo, na literatura é possivel
observar que o niquel afeta significativamente os organismos aquaticos de diversas maneiras.
Estudos feitos com larva e embrido de Danio rerio mostraram a diminuicdo da atividade
locomotora, retardo na eclosdo dos ovos e taxa de mortalidade aumentada (Kienle, et al.,
2008). Em Carassius auratus também foi visto a diminuicdo na atividade locomotora e perda
de peso (Zheng, et al., 2014).

E evidente que o niquel tem um alto potencial bioacumulativo observado em maiores
concentragfes em rins, figado, branquias e musculo, respectivamente (Palaniappan &
Karthikeyan, 2009; Palermo, et al., 2015), além de efeitos histopatoldgicos nestes Orgaos
constatados nos organismos Hypophthalmichthys molitrix, Oncorhynchus mykiss e
Pimephales promelas (Driessnack et al., 2017; Topal et al., 2017; Athikesavan, et al., 2006).

Além do mais, efeitos genotdxicos (Palermo, et al., 2015), imunotdxicos (Zheng et al., 2014)
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e outros relacionados a estresse oxidativo (Zheng et al.; 2014, Palermo et al., 2015 e Topal
etal., 2017).

Outro problema ambiental necessario considerar é o sinergismo entre as substancias
guando estdo no ecossistema aquatico, pois diversas transformacdes no ambiente podem
ocorrer e aumentar a toxicidade do metal. No caso do niquel, ha estudos com Pimephales
promelas e Cirrhinus mrigala em sinergismo com cobre e cromo respectivamente, que
demonstram que a mistura dos dois metais pode levar a uma maior bioacumulacdo nos
tecidos, aumentando assim a toxicidade nos organismos aquaticos (Driessnack et al., 2017;
Palaniappan & Karthikeyan, 2009).

A caracteristica da agua como pH, dureza, indice de oxigénio dissolvido e a
sazonalidade do ambiente influenciam na toxicidade do niquel sobre os organismos aquaticos
como visto em Paracheirodon axelrodi, Pimephales promelas e Oncorhynchus mykiss
(Holland, et al., 2017; Deleebeeck et al., 2007; Hoang et al., 2004). Segundo Hoang et al.
(2004), a matéria organica natural pode diminuir a toxicidade em peixes e a idade também é

um fator relevante.
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Tabela 2. Efeitos da exposicéo do Niquel em peixes.

Tempo de . ) C
. Concentragéo Organismo-teste Resposta fisiolégica Autores
exposicao
Branquia: fusdo da segunda
) lamela, distor¢do, hipertrofia,
10, 20, 30 Hypophthalmichthys o ATHIKESAVAN,
) 5,7 mg/L o hiperplasia; figado:
dias molitrix 3 . etal., 2006
degeneracdo das veias
sanguineas, necrose; rim:
ruptura celular, vacuolizacdo
) ) ) Diminuicdo da atividade KIENLE et al.,
2helldias 7,5-15mg/L  Danio rerio (Larvae
) locomotora, retardo no tempo 2008
embrido)
7-28 dias 2,87 mg/L Cirrhinus mrigala
10, 25, 50, )
96h Carassius auratus
100 mg/L
25, 250 e 2500 ) .
24 e 96h Prochilodus lineatus

Mg /L-1

de eclosdo e mortalidade

Bioacumulagéo nos tecidos:
rins>figado>bréanquia>
musculo. Sinergismo em

combinag¢do com cromo.

Perda de peso, diminuicdo da
atividade locomotora,
diminuigdo dos linfocitos,
aumento dos monacitos e
neutréfilos. Figado: deplecdo
do nivel de glutationa,
diminuicdo da peroxidagéo
lipidica, diminuigdo da ATP

Bioacumulacéo nos tecidos:

rins>figado>branquia>musculo.

Sintese de metalotioneina no
figado. Potencial efeito

genotdxico.

PALANIAPPAN
&

KARTHIKEYAN,

2009

ZHENG, et al.,
2014

PALERMO, et al.,

2015
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le?2 Oncorhynchus

21 dias _
mg/L mykiss
21 dias 270pg/L Pimephales
promelas

Branquias: espessamento lamelar
infiltracéo celular; Figado:
degeneracdo hidropica dos
hepatdcitos; rim: acumulagdo
hialina entre o glomérulo e
degeneracdo tubular.

Em combinacdo com cobre:
Downregulation do gene da vitel
em fémeas, alteracdo na gbnada
feminina (diminuic&o na abundar
foliculos vitelogénicos maduros,
folicular), fecundidade reduzida

TOPAL, et al.,
2017

DRIESSNACK et
al., 2017

Fonte: Autoria prépria
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1.2 INTERFERENTES ENDOCRINOS

A Companhia Ambiental do Estado de Séo Paulo (CETESB), 6rgao fiscalizador
ambiental responsavel pela elaboracéo de relatorios anuais da qualidade ambiental da agua,
qualidade do ar, das praias litoraneas, subterraneas, foi a base para a realizacdo da presente
pesquisa. Nos relatérios da CETESB (c418q, 2016), encontram-se um historico sobre as
concentragfes de metais e ecotoxicidade das dguas doces, foco na presente revisao.

De acordo com o Relatério da Qualidade das Aguas Superficiais no Estado de S&o
Paulo Parte 1 — Aguas doces (2015), ensaios ecotoxicologicos realizados com o
microcrustaceo Ceriodaphnia dubia, mostraram indices de toxicidade aguda causada
provavelmente por cobre e niquel.

Tanto os metais Cobre e Niquel, os quais estdo presentes nas aguas doces brasileiras, e
em rios enquadrados como classe 2 (CETESB), sdo considerados potencialmente interferentes
enddcrinos. Sdo chamados de interferentes enddcrinos (IE) substancias capazes de desregular
horménios naturais dos organismos, levando a consequéncias para reproducdo, metabolismo,
imunidade, desenvolvimento, e até mesmo comportamento. Essas alteragdes podem durar
depois do periodo de exposicdo ou entdo a geracdes futuras dependendo das caracteristicas do
contaminante (Monneret, 2017).

Um IE pode agir simulando total ou parcialmente o efeito de um horménio natural
através do blogueio dos horménios com seus receptores, agindo na expressdo de receptores
especificos e a ligacdo entre estes e uma determinada substancia exégena (Monneret, 2017).

Estas substancias sdo liberadas ao ambiente através de efluentes industriais,
escoamentos terrestres, residuos domésticos, agricultura, aquicultura e precipitacdo. Portanto,
passam pelo processo de absorcdo, acumulacdo e bioacumulacdo na agua, sedimento e biota.
Enquanto na agua, as substancias exogenas passam por diluicdo e degradacdo que podem
auxiliar na eliminacdo do poluente, quando atingem organismos aquaticos é importante
considerar que, provavelmente, atingira os consumidores diretos desses animais, aumentando
a taxa de bioacumulacéo e biomagnificacdo, principalmente por ter caracteristica lipofilica, ou
seja, concentram-se no tecido adiposo dos consumidores mesmo em concentragfes muito
baixas, e entdo, ao chegarem aos consumidores finais, poderdo estar elevadas provocando
efeitos toxicos (Monneret, 2017; Ismail et al., 2017)

Considerando a classe dos peixes, a secre¢do dos hormdnios gonadotroficos depende
da resposta do peixe aos estimulos ambientais, ou seja, um IE pode alterar a determinacéo

sexual destes organismos. Somente uma fémea adulta pode induzir a vitelogénese através da

14



excrecdo suficiente de estrogeno, porém, perturbacfes ambientais, como a acdo de um IE,
podem fazer com que machos também produzam vitelogenina, o que indica feminilizacdo dos
mesmos. Além da alteracdo na determinacao sexual, um IE pode levar a diminuicdo nas taxas
de crescimento e retardo na reproducéo (Ismail et al., 2017).

Na Figura 1 podem ser observadas as vias de exposi¢do de um interferente endocrino

em peixes e algumas possiveis alteracdes causadas por estes.

Figura 1 - Efeitos dos interferentes endécrinos. Fonte: Adaptado de Ismail et al., 2017 (traducéo prdpria).
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1.3 BIOMARCADORES HISTOLOGICOS COMO FERRAMENTA EM
ESTUDOS ECOTOXICOLOGICOS

A ecotoxicologia é o estudo cientifico dos efeitos causados por xenobioticos sobre 0s
organismos vivos pelas substancias liberadas no ambiente, ou seja, o termo é utilizado para
estudos dos efeitos desses compostos nos ecossistemas e seus componentes nao-humanos. O
estudo da ecotoxicologia inclui ainda os caminhos de transferéncia destes xenobi6ticos e sua
interacdo com o ambiente. HA maior quantidade de informacdo dos efeitos dos agentes

quimicos nos mamiferos e pouco se sabe sobre os efeitos em outros animais (Azevedo,
Chasin, 2004).
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Quando uma substancia é liberada no ambiente natural, é dificil prever o que
acontecerd com ela. Isso porque o aumento da temperatura, alteragcdo no pH, vento, direcdo e
velocidade do fluxo da agua, pressdo atmosférica, presenca de matéria organica e inorganica,
entre outros parametros, podem alterar a estrutura quimica do xenobiotico. Uma vez liberada,
esta substancia pode entrar na atmosfera, litosfera e hidrosfera por diferentes mecanismos
como, por exemplo, sair ou entrar da dgua por volatilizacdo, ser transportado da atmosfera
para a agua por dissolucdo. Portanto, 0 comportamento quimico de uma substancia é
diretamente influenciado por pardmetros naturais (Azevedo & Chasin, 2004, Zagatto &
Bertoletti, 2006).

Primeiramente é importante que seja conhecido o comportamento subsequente de
guando um componente é liberado no ambiente abiotico, secundariamente, conhecer como é
distribuido e transportado geograficamente para dentro de diferentes biotas e se como este se
transforma. Posteriormente é necessario conhecer a exposicao dos organismos-alvo e avaliada
a resposta de um organismo individual, populacdo ou comunidade ao poluente especifico em
um periodo apropriado e sua consequéncia ao homem (Shane, 1994; Azevedo & Chasin,
2004; Zagatto & Bertoletti, 2006).

Assim a Ecotoxicologia se posiciona nas Ciéncias do Ambiente como
geradora de um tipo de conhecimento béasico e essencial que subsidiara a formulagéo
segura de dispositivos legais, normas, programas e diretrizes gerenciais para
enfrentar questdes de risco ecotoxicoldgico, potencial ou real, determinado pelo uso

e pelo langamento de agentes quimicos no ambiente (Azevedo & Chasin, 2004).

Dessa maneira, com o0s estudos ecotoxicoldgicos, podera ser avaliado a extensdo do
risco, estipular metodologias de vigilancia, prever a mobilizacdo, bioacumulacao,
biomagnificacdo dos agentes contaminantes e orientar medidas de remediacdo (Azevedo,
Chasin, 2004).

Na ecotoxicologia € comum o uso dos termos bioconcentracdo, bioacumulagédo e
biomagnificacdo. A bioacumulagdo é a razdo de uma substancia quimica no tecido animal em
uma fase ambiental externa como na agua, sedimentos ou alimentos em estado estacionario,
ou seja, inclui a absorcdo a partir de todas as vias de exposi¢do como respiracao, nutrigéo,
epiderme. A biomagnificagdo refere-se a concentracgdo de residuos quimicos na parte mais alta
da cadeia alimentar devido a dieta dos préprios organismos, portanto, um animal se alimenta

de outro que possui uma determinada concentracdo de uma substancia toxica e
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consequentemente a ingere. J& a bioconcentragdo é um parametro que se refere a razdo entre a
concentracdo da substancia no tecido animal e na &gua em um estado estacionario, sem levar
em consideracdo o0s outros niveis troficos. O termo usado para quantificar a tendéncia de um
composto se concentrar em organismos aquaticos é o fator de bioconcentracdo (FBC)
(Zagatto & Bertoletti, 2006). Como demonstrado:

concentracao do composto quimico no individuo

Fator de Bioconcentragao (FBC) = — -
concentracgao do composto na agua

Segundo Zagatto e Bertoletti (2006), os peixes sdo alvos de estudos sobre
bioconcentracdo devido a sua importancia como fonte de alimento ao homem e a
disponibilidade de procedimentos-teste padronizados para este organismo.

Os efeitos causados por um agente quimico no meio hidrico pode ser avaliado por
ensaios toxicologicos com organismos representativos do ambiente, através de ensaios
toxicologicos padronizados por normas nacionais como a Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) ou internacionais como a Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OECD) (Aragdo & Araujo, 2006).

Os ensaios de toxicidade devem ser feitos baseados em procedimentos que ja foram
validados. Os organismos utilizados devem ser além de representativos, sensiveis, de baixo
custo e os resultados obtidos nos testes laboratoriais devem se aproximar o quanto possivel da
realidade dos efeitos ambientais causados por determinado xenobidtico. (Aragdo & Araujo,
2006; Azevedo & Chasin, 2004).

Em laborat6rios sdo categorizados em: ensaios de toxicidade aguda, no qual se avalia
efeitos severos e rapidos sofridos pelos organismos expostos em um curto periodo de tempo e
analisa-se, de uma maneira geral, a mortalidade e a imobilidade do organismo-teste entre 24-
96h. Em ensaios e toxicidade crénica os organismos-teste sao expostos a agentes quimicos em
niveis subletais podendo mostrar distdrbios fisioldgicos e/ou comportamentais a longo prazo
(Adams, 1995; Aragdo & Araujo, 2006).

Os testes de toxicidade cronica podem ser realizados durante o ciclo de vida completo
do organismo ou parte dele (Adams, 1995). Apos o tempo de exposicao sdo realizados testes
funcionais devido ao fato de que 0s peixes e outros organismos reagem aos efeitos das
substancias toxicas em concentracfes subletais por respostas medidas através de anélise do
sangue, atividade enzimatica, efeitos histologicos. Porém, ainda é dificil aplicar os resultados

em analises de risco ambientais, pois muitos dos efeitos sdo transitérios e podem desaparecer
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conforme a capacidade de resiliéncia dos organismos e do ambiente (Aragdo & Araujo, 2006).
Ou seja, assim como o ambiente tem a capacidade de transformar Xxenobidticos em
substancias menos nocivas a vida aquética atraves de propriedades como pH, dureza da agua,
quantidade de sodio, entre outras caracteristicas como compostos que podem interagir entre si
(sinergismo) e modificar o0 meio, o organismo também tem a capacidade de se adaptar ao
estresse ambiental causado por substancias externas. Assim como o efeito contrario de
modificar um componente de maneira que ele apresente risco ao ambiente, tornando-o
indspito ou causando danos aos organismos.

Devem ser realizados utilizando organismos que sejam sensiveis a agentes quimicos e
tendo essa sensibilidade constante garantem boa repetibilidade e reprodutibilidade dos
resultados. Para isso, € importante que tenham sua biologia conhecida. Neste contexto, o uso
do peixe, também conhecido popularmente como paulistinha ou “zebrafish”, é recomendavel
para ensaios ecotoxicoldgicos como organismo-modelo (Domingues & Bertoletti, 2006).

Apbs a exposicdo cronica a contaminantes, é possivel definir biomarcadores que
possam ser utilizados para analise de toxicidade ou de interferéncia enddcrino avaliando o
dano de determinado xenobiotico. As respostas biologicas sdo de relativamente facil
identificacdo e estdo diretamente relacionadas a satde dos individuos que vdo influenciar a
populagédo ou a comunidade (Au, 2004).

Au (2004) cita em seu artigo de revisdo que extensos estudos nos EUA e na Europa
estabeleceram uma relacdo entre patologias e peixes. Entdo varios biomarcadores foram
desenvolvidos e recomendados para analise da poluicdo em peixes teledsteos e bivalves a
nivel histoldgico. Lesdes histopatoldgicas servem como indicadores primarios de exposicao a
contaminantes.

O figado é um 6rgdo muito utilizado devido a sua capacidade de acumulacdo e
biotransformacdo de xenobioticos organicos e metais, o que faz com que sua concentracao
seja mais elevada do que no ambiente e em outros 6rgaos (Heath, 1995; Au, 2004).

Ao mencionar interferentes enddcrinos, diversos biomarcadores séo encontrados nas
gbnadas dos individuos como aumento/diminuicdo da proporgdo das espermatogoénias,
presenca de estrutura ovariana, degeneracdo e hiperplasia/hipertrofia das células de Leydig,
inflamacdo granulomatosa, desenvolvimento gonadal assincrénico, estagio de maturacéo
diferente em relagdo ao organismo-controle e aumento do fluido intersticial. J& nos
organismos fémeas, é possivel a identificacgdo de um IE pela atresia dos odcitos,

hiperplasia/hipertrofia das células perifolicular, diminuicdo da vitelogénese e diferenga no
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estagio de maturacdo, fibrose intersticial, inflamagdo granulomatosa e diminuicdo do numero
de foliculos pos-ovulatério quando comparado ao grupo controle (OECD, 2010). Segundo
Dietrich & Krieger (2009) a inibicdo da gametogénese inclui a reducao na divisao gamética e
maturacao, refletidos pela degeneracédo das células germinativas, inflamacao e fibrose.

A atresia é a degeneracdo dos tecidos em qualquer estagio do desenvolvimento dos
foliculos, porém é mais notavel nos estagios finais. Apos a exposi¢do a um quimico, pode
ocorrer hiperplasia ou hipertrofia das células de Sertoli. A presenca de vactolos nessas células
pode ser atribuida a fagocitose de corpos residuais ou outros elementos celulares. A fibrose é
a proliferacdo de fibroblastos seguida do aumento da deposi¢do de colageno, resultando na
alteracdo da espessura do tecido conectivo. Em alguns casos, € descrito em conjunto com
processos inflamatorios e/ou lesbes degeneracdo. A formacdo do ducto gonadal também pode
ser inibida quando expostos aos contaminantes durante a fase de diferenciacdo sexual,
comprometendo entdo a integridade dos ductos espermaticos (Dietrich & Krieger, 2009).

O processo de degeneragdo do nucleo da celular é chamado de picnose, considerado
uma etapa do processo de morte celular, o qual pode ocorrer de diversas maneiras descritas a
sequir.

A apoptose extrinseca indica casos de morte celular causados por sinais de estresse
extracelular que sdao detectados e propagados por receptores transmembranares especificos,
que, dependendo do contexto do estimulo podem agir pro-sobrevivéncia ou pro-morte. Este
processo é geralmente dependente de caspase, portanto pode ser desencadeado por danos ao
DNA, estresse oxidativo, sobrecarga de Ca®*, superestimulacdo do receptor de glutamato no
sistema nervoso, entre outros. Na apoptose intrinseca, ha poucos casos dependente de caspase
pelo fato de que a inibicdo quimica e/ou genética raramente tém efeitos a longo prazo.
Geralmente atrasa o processo de morte celular, mas ndo o previne, podendo desencadear
caracteristicas de necrose (Galluzzi et al., 2012).

H& também o processo de necrose regulada (necroptose), engatilhada por dano ao
DNA alquilante, excitotoxinas e alguns receptores ligados ao processo de morte celular. Pode
ser desencadeado por manipulacdo (“nocaute” de genes). Outro tipo ¢ a morte celular
autofagica, o qual se baseia nas caracteristicas morfolégicas como grande vacuolizacdo
citoplasmatica, que muitas vezes indica aumento do fluxo autofagico. Cientistas indicam que
autofagia executa morte celular devido a dois fatores: primeiro, a autofagia demonstra mediar
a fisiologia da morte celular e segundo, a autofagia parece ser responsavel pela morte celular

de algumas células cancerigenas quando faltam moduladores apoptéticos essenciais ou
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caspases. No entanto, na maioria dos casos, a autofagia &€ uma resposta de citoprote¢do por
células que apresentam sinais de deterioracdo na tentativa de responder ao estresse (Galluzzi
etal., 2012).

S&o poucas as informacdes sobre os biomarcadores de interferéncia endocrino na
literatura. Corréa (2016) exp0s organismos machos de Danio rerio ao contaminante
chlorantraniliprole por 21 dias e observou hipertrofia das células gaméticas, principalmente
espermatocitos ao redor do limen e mais abundantes. Além de degeneracdo das células e
perda da estrutura interna.

Alkimin (2016) notou altera¢des nas gonadas femininas de Danio rerio ao expor 0s
organismos a 0,025 pg/L de cddmio. Foram observadas alteragdes no padrdo de maturagéo
gonadal, predominio de estagios intermediarios e finais de maturacdo, o00cito com
vitelogénese lipidica (Fase Il1), oécito com vitelogenese lipidica e proteica (Fase 1V), odcito
com vitelogénese completa (Fase V) e foliculos atrésicos que poderiam ser consequéncias de
mudancas fisioldgicas, ocasionando degeneracdo nos odcitos. O autor conclui que o aumento
da concentracdo de Cd no ambiente provoca estimulo ovariano, sendo um padréo diferente do
controle, impedindo a maturacdo gonadal de forma assincrénica. Variagfes similares foram
vistas quando este mesmo organismo foi exposto ao zinco em concentraces de 120 e 180
Mg/L.

Além das modificacdes citadas anteriormente, ha alteracdes que ainda ndo fazem parte
dos protocolos oficiais, porém sdo evidéncias de um interferente enddcrino. No trabalho de
Silva (2017), foram propostas alteracbes adicionais ndo relatadas na literatura, como
hiperplasia das células testiculares, alteracdo morfolégica do nulcleo, estdgio da
espermatogénese indefinido (machos e fémeas) e danos a estrutura no nucléolo e granulacao
citoplasmatica cortical.

E necessario o entendimento do comportamento do ciclo reprodutivo de peixes, como
o tempo de maturacdo do odcito, por exemplo, para caracterizar um biomarcador para
exposicao de xenobioticos (Au, 2004).

A poluicdo cronica pode levar a diminui¢do da qualidade dos gametas, prejudicando o
sucesso reprodutivo, comprometendo a populacdo e a comunidade de peixes, aléem das
substancias terem o potencial acumulativo e em alguns casos serem persistentes, o que leva os

contaminantes a mais altos niveis tréficos
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1.3.1 Zebrafish” como organismo-teste

Conhecido como popularmente como “paulistinha” ou, do inglés, “zebrafish” (peixe-
zebra), é da espécie Danio rerio é pertencente da familia ciprinideos, da ordem cypriniformes,
tipicamente tropical de 4gua doce.

E um peixe originario da India, oviparo e mundialmente utilizado em estudos
ecotoxicoldgicos, multigeracionais ou estudos relacionados ao sistema enddcrino (Domingues
& Bertoletti, 2006; Dietrich & Krieger, 2009). Sdo organismos de relativamente facil cultivo,
reproducdo e baixo custo de manutencdo, o que os tornam adequados para pesquisa cientifica
(Dietrich & Krieger, 2009). Sdo espécies recomendadas para testes ecotoxicol6gicos com
protocolos ja estabelecidos pela OECD.

Em relacdo a sua morfologia externa (Fig. 2), com cerca de 4-5 cm, seus corpos sao
alongados (menos de 1 cm de altura e 2-3 mm de espessura), cabeca curta (corresponde 10-
15% do corpo), narina protuberante, mandibula superior protusiva com finas barbelas de
aproximadamente 1 mm de comprimento que se projetam ventralmente. Possuem uma
nadadeira dorsal e duas nadadeiras pélvicas posteriores (Dammski, et al., 2011).

Os machos de D. rerio séo alongados, delgados e levemente dourados no abdome e
nas nadadeiras peitorais e caudais, com uma linha abdominal completa. Ja as fémeas séo
maiores e prateadas, apresentam o abdome mais robusto devido a presenca de ovos, com uma
linha abdominal incompleta (Domingues & Bertoletti, 2006; Dietrich & Krieger, 2009).

Para a reproducdo, é necessario separar machos e fémeas de 7 a 14 dias antes do
acasalamento, coloca-los sob luz incidente, com temperatura 1-2°C acima das condicdes
prévias de cultivo (25°C). Ap6s serem colocados, no fim da tarde/noite, os ovos sdo
depositados no inicio da manha, sendo este o periodo ideal para a contagem dos ovos viaveis
e ndo-viaveis. A fémea produz em meédia 300 ovos, 0s quais 70-90% sdo viaveis. Quando os
0VO0sS apresentam uma porcao ou inteiramente brancos e opacos, sdo considerados inviaveis e
devem ser retirados para evitar a proliferagdo de fungos e bactérias entre os demais ovos.
Além disto, é necessario colocar um rede ou malha de protecdo cerca de 1 cm entre 0s
individuos adultos e os ovos, de maneira que, 0s ovos sejam depositados no fundo do aquario
de acasalamento e os peixes adultos ndo consigam alcanca-los pois € comum que 0S
reprodutores comam seus proprios ovos apés a desova (Domingues & Bertoletti, 2006; Laale,
1977).
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Na natureza, o peixe paulistinha se alimenta de zooplancton, insetos, mas, também
pode se alimentar de algas, detritos e outras matérias organicas. Normalmente encontrado em
cardumes de 5-20 individuos de ambos os sexos, mesmo quando cultivados em laboratorio.
Estes organismos estabelecem hierarquias de dominancia através da agressdo fisica
(observada também durante o acasalamento) ou através de horménios liberados pelo peixe
dominante. Devido a este padrao comportamental, devem ser observados durante o cultivo em
laboratdrio, pois pode gerar estresse aos animais (Dammski, et al., 2011).

Este organismo é mais ativo durante o dia, principalmente nas primeiras horas da
manh&d. Com intuito de regular processos fisiologicos, bioquimicos e comportamentais, é de
extrema importancia a regularizacdo de um fotoperiodo quando mantido em biotério
(Dammski, et al., 2011).

Figura 2 - Foto do organismo-teste D. rerio (Zebrafish), 3,2 cm de comprimento. Fonte: Acervo pessoal.

O sistema tegumentar é composto de escamas cicloides para protecdo fisica contra
patdgenos e para manter a osmorregulacio. E classificado como um peixe 6sseo e possui
aparelno Weberiano, composto de pequenos o0ssos localizados abaixo do crénio que
transmitem sons e vibracdes da bexiga natatoria para o ouvido interno. O sistema digestivo é
composto por boca, faringe, esbfago, intestino e abertura anal (poro urogenital ou
proctoderme), papilas gustativas quimiosensoriais, ou seja, auxiliam na decisdo das
substancias a serem ingeridas (Dammski, et al., 2011).

O sistema respiratorio € composto por branquias, formadas por quatro pares bilaterais
de arcos branquiais, responsaveis pelas trocas gasosas (pela lamela secundaria), balango
osmatico, excrecdo de compostos nitrogenados e manutencdo do balanco acido-béasico
(Dammski, et al., 2011).
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Para o cultivo em laboratorio, é importante oferecer proteinas e lipideos. A
alimentacdo deve oferecer entre 1-5% do peso vivo diariamente, podendo chegar a 10% ap0os
a reproducdo, pois 0 processo tem um grande gasto energético. Entretanto, € necessario ser
cauteloso com a superalimentacéo, pois pode levar a morte e também ao comprometimento da
qualidade da &gua caso o alimento ndo seja consumido imediatamente, sendo entdo
degradados e gerando aménia (Dammski, et al., 2011). A qualidade da &gua é essencial para a
criagdo, ou seja, os parametros de qualidade devem ser compreendidos. A densidade
populacional ndo deve ser elevada para garantir a saude, produtividade, desenvolvimento e o

bem-estar dos animais.

1.3.2 Figado

O figado € um o6rgdo anexo do sistema digestério, envolvido por uma cépsula de
tecido conjuntivo denso e modelado que penetra no 6rgdo pela hilo (“porta” do figado)
conduzindo a artéria hepatica transporta sangue oxigenado e a veia porta transporta sangue
venoso do intestino, pancreas e baco (rico em nutrientes, horménio pancreéatico e produtos da
degradacéo da hemoglobina) (Montanari, 2016).

Sdo encontrados vasos sanguineos interlobulares, vasos linfaticos e ducto biliar. O
ducto biliar é revestido por epitélio e tem como fungdo conduzir a bile produzida por
hepatocitos (Montanari, 2016).

Os hepatocitos possuem um nucleo central esférico e eurocromatico. Estes contém
reticulo endoplasmatico rugoso e liso e séo ricos em mitocondrias, granulos de glicogénio e
goticulas lipidicas. Sdo células muito ativas metabolicamente. Além de sintetizar a bile,
substancias toxicas sdo eliminadas, ocorre 0 processamento e armazenamento dos nutrientes
absorvidos no intestino delgado, desintoxicacdo e a sintese de proteinas plasmaticas da bile
(Montanari, 2016).

Os hepatdcitos sdo arredondados, sustentados por cordbes hepaticos, possuem um
nacleo central com alta basofilia, citoplasma com pequenas vesiculas e de caracteristica
acidofila. A partir da veia central formam-se capilares sinuséides que mantém contato direto
com os hepatdcitos. O citoplasma e o nacleo sdo homogéneos (Pereira, 2014; Gayéo, 2009).

Outras organelas presentes no figado sdo: as células estreladas hepaticas (células de
Ito) que armazenam vitamina A em goticulas lipidicas e produzem fatores de crescimento e

componentes da matriz extracelular, e os macrofagos (células de Kupffer) que fazem parte do
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revestimento dos sinusodides e fagocitam hemacias velhas, bactérias, virus e material
particulado presente no sangue (Montanari, 2016).

O sangue percorre pelos sinusoides da periferia para o centro dos lobulos. Os
hepatocitos mais periféricos recebem nutrientes, oxigénio e substancias toxicas. Na maioria
das espécies de teledsteos, € dividido em trés 16bulos hepaticos. No “zebrafish”, ¢ dividido em
lobo direito e esquerdo, posicionado cranioventralmente a bexiga natatéria. O parénquima
hepatico contém duas placas celulares com hepatodcitos circundadas por sinusoides e uma face
biliar para a excre¢do. No parénquima hepatico ha células denominadas melanomacrofagos.
Proximo a veia portal, ha células do tecido pancreéatico, formando uma combinacdo entre estas
e as células hepéticas, denominando o tecido conhecido como hepatopancreas (Rocha et al.,
2010; Au, 2004).

Dentre as alteragdes hepaticas, podem ser destacados 0s neoplasmas
(carcinomas), lesbes proliferativa, regeneracdo hepatocelular, hiperplasia biliar, hepatécitos
hipertrofiados,  degeneracdo  citoplasméatico, nicleo  deslocado, agregados de
melanomacrofagos vacuolizacdo da bile ou de células hepaticas epiteliais (Myers et al., 1994;
Camargo & Martinez, 2007).

1.3.3 Gbnada

O desenvolvimento gonadal passa primeiramente pela fase de diferenciacdo sexual.
Nesta fase ocorrem eventos que permitem a expressao génica do fenétipo correspondente. A
diferenciacdo sexual depende ndo somente de fatores cromossdmicos, mas também
ambientais e outros mecanismos regulatorios que levam a formacgdo da génada em testiculo ou
ovario. O tempo do desenvolvimento depende da espécie, temperatura do ambiente, estresse,

disponibilidade de alimento e outros fatores externos (Dietrich & krieger, 2009).
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Figura 3 - Desenvolvimento gonadal de peixe. GC, células germinativas; OC,
células ovarianas. Fonte: Adaptado de Dietrich & Krieger, 2009.
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A gbnada primordial (Fig 3) é composta de células germinativas, as quais formam
posteriormente a ovogOnia nos ovarios e a espermatogbnia nos testiculos, e também por
células sométicas. Ambas véao proliferar ocasionando o aumento do tecido (Dietrich & Kriger,
2009). Gametogénese € 0 nome denominado para esse fenémeno biolégico de formacdo dos
odcitos secundarios e espermatozéiodes. Esse processo pode ser dividido em trés etapas:
multiplicacdo (mitose), crescimento e maturacdo (meiose) que se diferenciam na formacéao
das gbnadas femininas (oogénese) e masculinas (espermatogénese) (Garcia & Fernandez,
2012).

No organismo-teste D. rerio é possivel observar ovarios ndo-funcionais nos primeiro
estagio de desenvolvimento do ovocito, que podem diminuir de tamanho, quantidade até que
se degeneram (Maack & Segner, 2003; Dietrich & Kriger, 2009). Segundo Dietrich & Krieger
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(2009), ndo ha consenso quanto a esta afirmacgdo entre os pesquisadores se este dimorfismo €
causado por fatores ambientais ou por polimorfismo genético.

Os peixes possuem ductos que tem como funcdo coletar os gametas e transporta-los
para cloaca. Estes sdo formados diferentemente em machos e fémeas de acordo com 0s
esterdides sexuais de cada um (Dietrich & Kriger, 2009).

As células germinativas femininas (ovogdnias) passam pela fase Fase I, as quais
células germinativas jovens (cromatina-nucleolar) séo pequenas, possuem nucleo
arredondado, basofilo e aparecem agrupadas nas lamelas em regides vascularizadas, no nucleo
ha apenas um nucléolo. Podem ser ovogodnias ou ovocitos. Na Fase 11, os ovdcitos do estoque
de reserva (perinucleolar) aumentam de volume e comegam a dividir. O citoplasma é mais
basofilo e definido. O nucleo pode ter 1 ou 2 nucléolos esféricos que comecam aumentar de
volume e posicionam-se na periferia nuclear. O ovacito perinucleolar é arredondado, porém
seu formato pode mudar devido a pressdo entre eles. Na fase Ill, os ovocitos iniciam a
vitelogénese, ou seja, o0 citoplasma acumula substancias de reserva para posteriormente nutrir
0 embrido. Ha a vacuolizacao do citoplasma e o nucleo passa a ter varios nucléolos alongados
e achatados na periferia do nucleo. Nesta fase surge a membrana vitelina (pelicula acidéfila
continua) com células foliculares ao redor, e entdo é chamado foliculo ovocitario. A Fase IV
em diante compreende a fase vitelogénica, ou seja, ovocitos com vitelogénese lipidica e
protéica aumentam de tamanho e entdo pressionam os vactolos para o centro da célula. O
nicleo passa a ter contorno irregular e a membrana vitelinica torna-se mais espessa.
Posteriormente 0s ovocitos aumentam de tamanho devido a proliferacdo dos granulos do
vitelo aciddfilo, as vesiculas lipidicas ndo sdo mais perceptiveis e o ovoplasma aparenta
modificado comparado as fases anteriores, sdo considerados ovdcitos com vitelogénese
completa, maduros (Fase V). E entdo os ovocitos sdo modificados (ovocitos em hialinizacdo)
(Vazzoler, 1996).

Em machos, as células germinativas primordiais sdo derivadas de células do epiblasto
através do gonocito que ira formar a espermatogoénia (gastrulacdo). Nas cristas genitais as
células primordiais ficam envolvidas pelas células de Sertoli (células somaticas de suporte) e
com elas formam os cordfes seminiferos onde ficam envolvidas. A partir dai, as células
primordiais comecam a sofrer mudangas morfologicas e passam a ser chamadas de gondcitos
que se proliferam até atingirem a fase Go/G; do ciclo celular (Garcia & Fernandez, 2012).

O primeiro estagio de desenvolvimento de um gameta é a espermatogbnia, que é

estimulada pelo horménio foliculo estimulante. A espermatog6nia é diferenciada de acordo
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com a morfologia nuclear e o destino da linhagem espermatogénica. Neste contexto, elas
podem ser divididas em espermatogdnias A, as quais ndo tém heterocromatina no nucleo, e
espermatogonia B, que contem nucleo central com massa de cromatina intensamente coradas
(Garcia & Fernandez, 2012).

Aas espermatogbnias sofrem mitose no periodo germinativo e a partir do aumento de
tamanho e do contetdo do citoplasma, origina-se o espermatécito | (primario), que sofrera
meiose | dando origem ao espermatdcito Il e entdo passard pela meiose Il, originando as
espermatides. As espermatogbnias, espermatocitos e as espermatides ficam envoltas pelo
espermatocisto (Garcia & Fernandez, 2012).

A proxima etapa do desenvolvimento dos gametas é conhecida como espermiogénese,
a qual modificara a espermatide a espermatozoOide (Garcia & Fernandez, 2012). Os
espermatozdides sao as menores células germinativas com cerca de 2 um (Dietrich & Krieger,
2009; OECD, 2010).

As células de Sertoli sdo células somaticas desse epitélio que junto com as
espermatogonias encontram-se apoiadas a lamina basal. Espermatdcitos mais maduros e
espermatides ndo tem acesso livre ao liquido intersticial, dessa maneira as células de Sertoli as
nutrem com as substancias do liquido através do transporte pela barreira hematotesticular
(Garcia & Fernandez, 2012).

Estas células sdo conhecidas por serem multi-funcionais. Sd8o importantes para a
diferenciacdo de células gaméticas, fornecem nutricdo e apoio mecanico, produzem uma
substancia que atua como fator de crescimento dos tabulos seminiferos e também tem como
funcdo a fagocitose, manutencdo sincrdnica dos cistos por meio da retiradas de corpos
residuais ou excesso de citoplasma e apresentam receptor para o horménio foliculo
estimulante e testosterona. Além de estarem relacionadas a secrecdo de lipideos (Garcia &
Mitsuiki, 2002; Fernandez, 2012).

Durante o desenvolvimento sexual, formam-se as células intersticiais de Leydig. Estas
células estdo dispostas individualmente ou em grupo e sdo produtoras de esteroides. Sao
consideradas glandulas endocrinas difusas originadas do mesénquima, ricas em reticulo
endoplasmatico liso e produzem testosterona (Garcia & Fernandez, 2012).

Os hormonios ICLH e FDH sdo produzidos estimulados pelo GnRH (hormonio
liberador de gonadotrofina) produzidos pelo hipotdlamo e s@o importantes para a
espermatogénese uma vez que o ICLH estimula as células de Leydig e o FSH estimula as

células de Sertoli (Garcia & Fernandez, 2012).

27



Para andlise de uma substancia como um interferente enddcrino, as gbnadas sdo
utilizadas devido as alteracdes histopatoldgicas na sua estrutura e microestrutura que indicam
a possibilidade de ser um IE. No caso dos organismos machos, a identificacdo é possivel pelo
aumento/diminuicdo da proporcdo das espermatogOnias, presenca de estrutura ovariana,
degeneracdo e hiperplasia/hipertrofia das células de Leydig. Também podem ser observados
como diagnosticos secundéarios: inflamagdo granulomatosa, desenvolvimento gonadal
assincronico, estagio de maturacdo diferente em relacdo ao organismo-controle e aumento do
fluido intersticial. J& nos organismos fémeas, é possivel a identificacdo de um IE pela atresia
dos odcitos, hiperplasia/hipertrofia das células perifolicular, diminuicdo da vitelogénese e
diferenga no estagio de maturacdo. Como diagndéstico secundario, podem ser observadas
fibrose intersticial, inflamacdo granulomatosa e diminuicdo do foliculo pds-ovulatorio
(OECD, 2009).

Figura 4 - D. rerio visto do microscopio éptico, aumento de 40x. (Coloragdo HE). GO — Gobnada

Feminina, F — Figado, | — Intestino. Fonte: Acervo pessoal.

Diante do exposto, a literatura tem evidenciado que em concentragcdes na ordem de
pg/L de metais, destacam-se o niquel e o cobre, além de outros compostos organicos. Os
biomarcadores histoldgicos de figado e génada sdo ferramentas Uteis para analise preditiva,
por assegurar a relacdo direta do estressor ambiental, com atuacdo no individuo ou grupo, a
fim de se compreender e restringir usos e riscos para 0 ambiente aquatico, visto que, mesmo
metais essenciais como o cobre podem ter efeitos toxicos se ndo estiver em concentracdo

adequada aquele organismo. E, no caso do niquel, que é um metal potencialmente toxico,
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mesmo em concentraces permitidas pela legislagdo podem causar injdrias aos organismos a
longo prazo.

Além do mais, no presente estudo € evidenciado o potencial como interferente
enddcrino desses metais, causando preocupacado, pois, 0s metais por serem bioacumulativos e
persistentes, ao serem consumidos, podem acarretar no processo de biomagnificacdo, ou seja,
0 acumulo da substancia em outros niveis troficos e consequentemente efeitos diversos e
incertos em outros organismos. Portanto, estudos que abordam efeitos desse acumulo de
substancias potencialmente toxicas, principalmente a nivel celular, sdo relevantes. Entretanto
contribuicéo cientifica em relacéo aos interferentes endocrinos e os impactos causados ainda
s80 escassos e € preciso cooperar com dados suficientes que possam auxiliar em programas de

biomonitoramento e legislacdes que ndo prejudiquem a vida aquatica.
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Capitulo 2

Toxicidade dos metais Niquel e Cobre e sua possivel atuacdo como interferentes
enddcrino sob concentracBes permitidas pela legislacdo brasileira através de analise

histologica.

1. INTRODUCAO

A 4gua é um bem natural e essencial para 0s organismos aquaticos assim como para
todas as formas de vida na terra, seu uso deve ser consciente para garantir as funcdes
bioldgicas dos organismos. Estudar os efeitos dos poluentes aquaticos é fundamental para
assegurar o desenvolvimento sustentavel e garantir a homeostase do sistema (Who, 2011,
Rosa, 2012).

Atualmente a legislacdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA
430/11 é responsavel por regulamentar as condi¢cbes e padrdes de lancamento de efluentes,
proibindo concentragBes nocivas para todas as formas de vida considerando a classificagéo
dos corpos d’agua, mantendo a qualidade ambiental ¢ um meio ambiente ecologicamente
equilibrado. Entretanto, nem sempre os valores descritos sdo seguros aos organismos. Ainda a
resolucdo CONAMA 357/05 classifica os corpos de agua em funcdo de usos desejaveis,
dentre eles a protecdo de vida aquética, considerando-se concentragdes maximas de diferentes
classes de poluentes permissiveis em tais ambientes, de modo a assegurar o uso pretendido.

O cobre atualmente é utilizado em ligas, canos, fios elétricos, radiadores e automoveis,
majoritariamente em atividades de mineracgdo e fundicdo. O niquel é utilizado na producéo de
equipamentos, aco inoxidavel, materiais de construcdo, equipamentos médicos, containers,
baterias, ceramicas, joias e ima (Sargentelli et al., 1995; Pedrozo & Lima, 2001; Reck et al.;
2008; Pyle & Couture, 2012).

Topal et al. (2017) e Athikesavan et al. (2006) notaram alteragdes nos tecidos do
figado como degeneracdo das veias sanguineas, necrose, modifica¢fes dos hepatocitos. Além
de sinais de estresse oxidativo (Zheng et al., 2014; Topal et al., 2017).

Quanto ao cobre, ha mais informacgdes na literatura. Em Solea senegalensis (Arellano
et al., 1998), Oncorhynchus mykiss (Dang et al., 2000), Orechromis niloticus (Monteiro et al.,

2009), Danio rerio (Luzio et al., 2013, Luciobartus bocagei (Fonseca et al., 2017) analisaram
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o0 tecido das branquias e notaram apoptose, proliferacdo das células epiteliais, inducdo da
metalotioneina, fusdo lamelar, alteracdo nas células pavimentosas, hiperplasia e necrose.

Arellano, et al. (1998) constataram alteracdo no sinuséide no tecido do figado,
aumento da goticula lipidica e estagnacdo sanguinea. Hauser-Davis et al. (2014) observaram
presenca de metalotioneina na bile.

Ambos causam uma série de mudancas na estrutura celular e fisioldgica dos peixes e
exatamente por isso 0 CONAMA 357/05 assegura que pode ser langcado 9 pg/L de cobre e 25
pg/L de niquel em rios de Classe 2, para dentre outros usos, proteger a vida aquatica.

Muitas vezes as concentragdes hominais ndo sdo seguras para a vida aquatica a longo
prazo. Para caracterizar o efeito dos poluentes neste contexto sdo feitos ensaios
ecotoxicoldgicos cronicos, baseados em respostas biologicas, denominados biomarcadores,
que vao determinar possiveis alteracdes causadas pelas substancias toxicas. Uma das maneiras
de avaliar as estas respostas pode ser atravées de alteracGes histoldgicas no figado de peixes
teledsteos, por ser um Argdo sensivel a contaminantes como metais e tendem a acumula-los
em seu interior, fazendo com que as concentragcdes sejam aumentadas no organismo (Heath,
1995; Sanchez, 2006; Au, 2004). Na revisdo feita por Au (2004), foi feito um levantamento da
correlacdo entre lesdes no figado de peixes e quimicos contaminantes, incluindo metais.

Biomarcadores do figado sdo muito utilizados em testes ecotoxicoldgicos, por ser um
6rgdo multifuncional e importante para os organismos. Dentre suas fungdes podemos destacar
a digestdo e metabolismo, armazenamento, formacdo da bile, excrecdo de compostos
exdgenos toxicos, sintese do colesterol, secrecdo, entre outras. E um dos 6rgéos mais afetados
quando 0s organismos sd3o expostos a contaminantes por ser responsavel pela sua
desintoxicacdo. Portanto, é considerado um érgdo alvo para diversos estudos de parametros
ambientais e bioldgicos (Heath, 1995; Camargo & Martinez, 2007; Gaydo, 2009).

Quando peixes sdo expostos a substancias toxicas, é possivel observar as seguintes
alteracOes histopatoldgicas neste 6rgdo: vacuolizacdo citoplasmatica, deslocamento nuclear,
degeneracgdo, hipertrofia, atrofia, hiperplasia, necrose, polimorfismo nuclear, parénquima
heterogéneo, hepatécitos na periferia das células, vesiculas no interior do citoplasma,
estagnacdo sanguinea e biliar e desarranjo dos corddes hepéticos (Fontainhas-Fernandes,
2008; Gayao, 2009; Pereira, 2014; Alkimin, 2016; Corréa, 2016).

Algumas substancias sao capazes de desregular os hormdnios naturais em sua acgéo,
producdo, liberagcdo, metabolismo e transporte, podendo provocar mudangas nas fases da

reproducdo, desenvolvimento ou na maneira que os individuos respondem ao estresse. Essas
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substancias sdo chamadas de interferentes enddcrinos e esta vertente tem ganhado interesse
pelos pesquisadores (Cristina et al., 2012; Kabir, 2015; USEPA, 2017).

Na revisdo de Handy (2003), é evidenciado que o cobre é um interferente enddcrino
do ecossistema aquatico. A exposicdo crénica deste metal envolve ajustes fisiolégicos em
muitos sistemas corporais. As respostas a exposi¢do podem ser classificadas em trés grupos:
regulacdo das enzimas e metabolismo, respostas hematopoiéticas e alteracBes no tecido
celular.

Ja o niquel, ha poucas evidéncias que possam comprovar que este é um interferente
enddcrino por falta de informacgdes nas bases de dados atuais. Porém, ha artigos que relatem o
retardo no tempo de ecloséo dos ovos de Danio rerio (Kienle et al., 2008) e em Pimephales
promelas foi visto alteracdo na gbnada feminina, sendo observado a diminuicdo da
abundancia dos foliculos vitelogénicos maduros, atresia folicular e diminuicdo da fecundidade
(Driessnack et al., 2017).

Para categorizar uma substancia quimica como interferente enddcrino a nivel
histoldgico, ha protocolos internacionais como da OECD (2010) que auxiliam na anélise dos
tecidos.

O diagnostico primario ao analisar gbnadas masculinas de peixes incluem: aumento na
proporcdo de espermatogbnias, presenca de ovario no testiculo, aumento da degeneracdo
testicular e hiperplasia/hipertrofia das células de Leydig. E como diagnéstico secundario pode
ser observado a diminuicdo da proporcdo de espermatogdnias, fluido proteico vascular ou
intersticial aumentado, desenvolvimento assincrono da gbdnada, alterada proporcdo de
espermatozéides ou espermatdcitos, diferenca de estagio gonadal e inflamacdo granulomatosa
(OECD, 2009).

A agéncia de protecdo ambiental americana (US Environmental Protection agency -
EPA) delimita a concentracdo de 2,0 pg/L para exposicdo aguda e 1,3 pg/L de cobre
dissolvido para exposicdo cronica para garantir a qualidade da dgua. Nota-se que o padrdo é
muito menor do que a legislacdo brasileira (9 pg/L). Em compensacdo, o niquel possui
valores mais permissiveis na legislacdo internacional, a qual permite 52 pg/L, enquanto o
valor estabelecido pela legislacdo brasileira é de 25 pg/L. Todas as concentragfes citadas
acima, sdo valores subletais, ou seja, ndo provocam morte aos individuos porém podem
causar danos em seus sistemas fisiologicos de modo que afete uma populacdo ou

comunidade. Portanto, o estudo atual visa avaliar os efeitos toxicos e de interferéncia
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enddcrino dos metais cobre e niquel em concentragcbes que ndo afetam visualmente os

organismos, mas que possam comprometer a qualidade da vida aquatica a longo prazo

2. OBJETIVOS

O presente trabalho pretende avaliar, por meio de andlise histoldgica de gdnadas e
figado de Danio rerio, 0 potencial ecotoxicologicos dos metais niquel e cobre em
concentragcfes permissiveis pela legislacdo Brasileira, para protecdo da vida aquéatica e suas

possiveis atuagdes como interferentes endocrinos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo e manutencgdo do organismo-teste

Adultos de Danio Rerio foram mantidos em condi¢Ges laboratoriais controladas
(ABNT, 2015). Manteve-se 1g de peixe por litro de agua reconstituida. Utilizou-se agua de
abastecimento publico previamente filtrada em filtros de carvdo ativado e por uma tela tipo
silkscreen. Essa dgua foi mantida por aeracdo para remocéo do cloro, por um periodo de 24h.
A dureza foi mantida a 44mg/L CaCOs, pH entre 7,3-7,6 e temperatura a 25 + 1°C. O
fotoperiodo foi controlado em 12h de claro e 12h de escuro. Os organismos foram
alimentados uma vez ao dia com a racao comercial tetramim® com 97% de proteina bruta. A
manutencdo da limpeza do aquario foi feita com esponja a cada 15 dias, podendo variar
dependendo das condic¢des do aquéario, removendo os residuos decantados. Dentro do aquério
continha carvdo ativado dentro do filtro, ceramicas para a formacdo de biofilme, removedor

de amonia e aeracao.

3.2 Ensaio Experimental

3.2.1 Teste de toxicidade cronica

Teste de toxicidade crénica por 21 dias em regime semi-estatico, ou seja, com troca
total da solucdo a cada 72h, e alimentacdo uma vez ao dia seguindo as recomendacfes da
OECD (2010). A concentracdo utilizada foi baseada na legislagédo brasileira CONAMA

44



357/05 (BRASIL, 2005) para rios de Classe 2: 9 pg/L Cu dissolvido e 254 mg/L Ni total. O
controle foi realizado apenas com agua de cultivo.

No total foram utilizados 16 individuos para as analises (N=16). Foram selecionados
04 organismos aleatorizados (entre machos e fémeas) expostos a niquel, 04 expostos ao cobre,
e 04 organismos controle do ensaio com niquel e 04 organismos controle do ensaio com cobre
(mantidos em agua de cultivo), pois, 0s ensaios rodaram separadamente. Para analise das
gbnadas por método histologico foram selecionados 04 machos expostos ao niquel e 04
controle. Apenas individuos machos foram selecionados para posterior comparacdo da
histoquimica (a fim de avaliar producdo de VTG), conforme apresentado no capitulo 3 do
presente trabalho.

Apdbs o tempo de exposicdo, foram selecionados organismos-teste aleatoriamente e
eutanasiados em freezer com gelo. Posteriormente, foram pesados em balanca analitica (Marte
— AY220, Brasil) e medidos com o auxilio de um paquimetro de metal (marca mytutoyo) e
entdo foram descartadas as nadadeiras e a cauda e feito um corte na transversal na porcao
inferior até a altura da cabeca.

Para o processo de fixacdo histoldgica, utilizou-se formaldeido 4% dissolvido em agua
destilada. Foram colocados trés organismos de exposi¢cao semente por pote &mbar de maneira
que fosse mantida a proporcao de 10x mais fixador do que tecido e entdo foram deixados em
temperatura ambiente (25°C) durante 18h.

Ap0s este periodo, os peixes foram retirados dos potes com fixadores e lavados em
agua corrente por 5 minutos aproximadamente. Apds esse procedimento 0s organismos foram

colocados em alcool 70% para aguardar a etapa de processamento do tecido.

3.2.2 Processamento do tecido e inclusdo em parafina

Foram colocados dois (02) organismos por cassete para serem dispostos nos cestos do
processador de tecidos automatico — San Pietro da marca O Patologista, onde passaram por
sete (07) submersdes em alcool etilico absoluto, trés (03) submersées em xilol e duas (02)
submers6es em parafina histoldgica. Todos 0s banhos foram programados para 1h cada.

Ao final do processamento, retiraram-se do cassete 0S organismos previamente
inseridos e foram colocados manualmente na placa aquecedora (PAT-PA10, O patologista,
Brasil) a fim de derreter a parafina residual vinda do processador e inserir novamente 0s

individuos em parafina de maneira homogénea para melhor disposi¢cdo dos cortes com o
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equipamento micrétomo através de navalhas de aco inoxidavel de perfil baixo. Para isso, apos
a parafina ser derretida na placa aquecedora a 65°C, os organismos foram colocados
individualmente em placas de aluminio proporcionais aos seus tamanhos e entao o espaco era
preenchido com parafina liquida e alocado o cassete na porcéo superior. Em seguida as
placas eram colocadas em cima da placa refrigerada (PAT-PR10, O Patologista, Brasil), a fim
de enrijecer a parafina, mantendo o individuo estatico na placa (Figura 1).

Figura 1 — Realizagdo dos testes cronicos de 21 com os metais Cobre e Niquel e sequéncia histologica para
posterior andlise dos tecidos. Teste crénico em andamento (1), medicdo do comprimento dos peixes com
paquimetro (2), Danio rerio dispostos em cassetes (3), onde permanecem identificados no processador
histolégico automatico (4), placa aquecida para manuseio dos peixes em parafina liquida (5), parafina liquida e
porta pingas aquecido (6), placa refrigerada para enrijecimento da parafina, permitindo-se a realizacdo dos cortes
(7). Fonte: Acervo pessoal.

Apbs a secagem da parafina na placa refrigerada (cerca de 5 minutos), a placa de
aluminio foi retirada, restando apenas o peixe incluso em parafina preso ao cassete pronto
para ser cortado entre 3-4um utilizando-se para isso o micrétomo rotativo (MR-2014, O
Patologista, Brasil).

Dessa maneira, era formado um filete de parafina que era retirado com auxilio de uma
pinca e um pincel e colocado no equipamento de banho histoldgico digital (BH-16, O
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patologista, Brasil) contendo alcool 30% dissolvido em &gua destilada com o propdsito de
ajudar a estirar o filete de parafina para ser “pescado” com lamina (Figura 2). A lamina era
posicionada embaixo do filete a fim de retira-lo do banho histoldgico. Adiante, as laminas
eram alinhadas em posicdo vertical e inseridas na Estufa Microprocessada para Cultura
Bacterioldgica (SX 1.0 DTMC, marca Sterilifer, Brasil) a 40°C por 24h até o momento do
processo de coloracao.

Figura 2 - Teste cronico em andamento. Micrétomo (1), banho histol6gico (2), laminas dispostas verticalmente
(3), sequencia para coloracdo H&E (4), microscopio optico. Fonte: Acervo pessoal.

3.2.3 Coloracdo Histoldgica

Para o processo de coloracdo, as laminas foram mantidas na estufa a 60°C durante
cerca de 20 minutos para derreter 0 excesso de parafina. Apos este periodo, realizaram-se uma
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série de submersGes manuais para coloracdo Hematoxilina-Eosina como descritas a seguir.
Foram submersos em quatro (04) banhos de xilol durante 3 minutos, quatro banhos de alcool
etilico absoluto (1 minuto), lavadas em agua corrente, hematoxilina (3 minutos), lavadas em
agua corrente. Em seguida eram submersas em um reativo diferenciador (280 mL de alcool
absoluto e 2 mL de HCI) por 3 segundos, lavadas em agua corrente (3 minutos), eosina (4
minutos) e finalmente as ldminas eram submersas novamente em quatro banhos de alcool
absoluto e quatro banhos em xilol.

Ao final do processo de coloracdo, as laminas foram analisadas no microscopio éptico
de luz (MLW — Junior Lab, Germany) e posteriormente foram selecionadas as laminas para
foto no microscépio éptico com captura de imagem (Leica DME) através do software LAS
V.3.8.

3.2.4 Anélise dos dados

Para a analise histopatoldgica qualitativa do figado foram usadas informacdes
baseadas na literatura (Fontainhas-Fernandes, 2008; Gaydo, 2009; Pereira, 2014; Corréa,
2016; Alkimin, 2016). Enquanto para a analise de interferéncia endocrino foi utilizado o
protocolo da OECD para interferentes enddcrinos (Guidance Document for the Diagnosis of
Endocrine-Related Histopathology of Fish Gonads, N° 123, 2010) e as alteragdes descritas no
livro “Histological Analysis of Endocrine Disruptive Effects in Small Laboratory Fish”
(Dietrich & Krieger, 2009). Em ambos, as analises foram baseadas principalmente na

caracteristica distinta entre o grupo controle e o tratamento com os metais cobre e niquel.

4. RESULTADOS

4.1 Tecido hepatico apos 21 dias de exposi¢do ao Cobre e Niquel

As analises das laminas de cobre e niquel controle mostraram um padrdo normal de
distribuicdo dos hepatdcitos. Foi possivel observar vasos sanguineos, células sanguineas e
corddes hepaticos integros, nucleo uniforme central com alta basofilia e citoplasma com
pequenas vesiculas e alta acidofilia, sem sinais de degeneragé@o ou hipertrofia/hiperplasia das
células (Figura 3 e 4). Porém, 0s organismos expostos cronicamente aos metais mostraram
alteracOes histopatologicas similares em ambos os tecidos como pode-se observar na tabela a

seguir e nas figuras 5-10.
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Tabela 1. Respostas morfoldgicas ap6s exposi¢ao cronica em concentragdo nominal dos metais cobre e niquel.

Organismo Metal Concentracéo Orgéo Biomarcadores histologicos

* Hepatocitos com nucleo
centralizado
* Hepatocitos dispostos de
maneira uniforme em todo
tecido
Danio rerio Controle 0 Figado * Ntcleo arredondado
* Vasos sinusoides
» Citoplasma integro
* Veia com células sanguineas

Grupo

* Hipertrofia do nucleo
* Ntcleo achatado
* Degeneragdo
* Vacuolizagdo
* Perda de integridade
Danio rerio Niquel 25 ug/L Figado citoplasmatica
* Desorganizagdo tecidual
» Aumento da frequéncia dos
nacleos picnoticos

*Hipertrofia do nicleo
* Degeneracao
* Vacuolizagao
* Perda de integridade
citoplasmatica
* Desorganizagdo tecidual
* Ntcleo ndo-uniforme
» Aumento da frequéncia dos
nacleos picnoticos

Danio rerio Cobre 9 ug/L Figado

Fonte: Autoria propria

Nota-se a diferenca entre os cortes histologicos dos grupos controle e do tratamento
com 0s metais. Ao observar a Figura 3 e 4 (controle), é possivel o parénguima integro. Ou
seja, 0s hepatocitos estdo dispostos de maneira uniforme, sem sinais de vacuoliza¢do, com a
membrana citoplasmatica bem definida. Ao observar a histologia dos cortes para 0s
tratamentos com 0s metais, nota-se grande vacuolizacdo (Figura 5-10), onde 0s espacos entre
o0s hepatocitos estdo maiores, diferentemente da figura 3 e 4, a qual estad quase completamente
corada. No caso do cobre, a perda da integridade citoplasmatica aparentou ser maior, com
mais pontos de vacuolizacdo e grande degeneracdo em parte do tecido quando comparado ao
tecido exposto ao niquel.

Ao observar os nucleos, nos grupos controle, eles estdo ao centro do hepatécito e

possuem tamanhos muito similares. JA nos grupos do tratamento com metais, em ambos é
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possivel notar hipertrofia, quando sdo maiores do que o padrdo e também atrofia, quando o
nacleo parece ter diminuido. Em algumas porg¢des das Iaminas ndo é possivel ver a presenca
de nacleo, o que pode indicar um processo de degeneracdo. Também foram observados
nucleos achatados e outros muito escuros, denominados nucleos picnéticos (Figura 6 e 7). A
proporcao de ndcleo picnoticos nos grupos de tratamento com metal, especialmente em niquel
onde foi mais evidente, apresentou-se significativamente maior do que no grupo controle.

Na figura 10 € possivel constatar estagnacdo sanguinea nos vasos sanguineos do tecido
hepatico. No grupo controle, as células sanguineas apresentavam-se mais espacgadas, sem
acumulo em uma porc¢éo da veia.

Os corddes hepéticos do grupo controle estavam dispostos alinhados e organizados. Ja

nos tratamentos com metais, nota-se desarranjo dos mesmos.
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Figura 3 - Corte histologico de figado de Danio rerio do grupo controle do ensaio com niquel (H&E, 400x),
evidenciando a estrutura representativa dos corddes hepaticos, hepatocitos, células sanguineas, veia central e
ncleo.

WL 3V Rt
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Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: HP — Hepatdcitos; CH — Corddo Hepatico; CS — Células Sanguineas; VC — Veia Central; N — Nucleo.
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Figura 4 - Corte histolégico de figado de Danio rerio do grupo controle do ensaio com cobre (H&E, 400x),
evidenciando estruturas normais de hepatdcitos, corddo hepético, células sanguineas, veia central, ndcleo.

Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: HP — Hepatdcitos; CH — Corddo Hepatico; CS — Células Sanguineas; VC — Veia Central; N
— Ndcleo.
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Figura 5 - Corte histolégico de figado de Danio rerio do tratamento com Niquel (H&E, 400x).

Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: DG — Degeneragdo; DN — Deslocamento do nicleo; DC — Desarranjo do corddo hepatico; HT —
Hipertrofia; DH —Deformacdo do hepatécito.
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Figura 6 - Corte histolégico de figado de Danio rerio do tratamento com Niquel (H&E, 400x).
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Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: DC — Desarranjo dos corddes hepaticos; NP — Nucleo picndtico; D — Degeneracéo

Figura 7 - Corte histoldgico comparativo de figado de Danio rerio do grupo controle (A) e tratamento com
Niquel (B) (H&E, 1000x), Observando-se na figura B nicleos picndéticos, degeneracédo, vacuolizagdo e perda da
integridade citoplasmatica, alteragdes encontradas em relagdo ao grupo controle.

A v *

Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: CH — Corddes Hepéticos; HP — Hepatdcitos NP — Nucleo picnético; DG — Degeneracdo; N- Nucleo; S
— Sinusoide; V — Vacuolizacdo; Pl — Perda da integridade citoplasmatica; DN —Deslocamento do ndcleo.

54



Figura 8 - Corte histolégico de figado de Danio rerio do tratamento com Cobre (H&E, 400x).

Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: A — atrofia; HT — Hipertrofia; V — Vacuolizacdo; DC — Desarranjo dos corddes hepaticos.

Figura 9 - Corte histolégico comparativo de figado de Danio rerio do grupo controle (A) tratamento com Cobre
(B) (H&E, 400x), observando-se sinais de degeneracédo do tecido e perda da integridade citoplasmatica em B, em
relacdo ao grupo controle.

Fonte: Acervo pessoal
Legenda: Em (A) as setas mostram 0s hepatécitos com estrutura integra; em (B) os hepat6citos com perda da
integridade citoplasmatica, (*) Degeneracao do tecido.
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Figura 10 - Corte histologico de figado de Danio rerio do tratamento com Niquel (H&E, 400x).

Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: DN —Deslocamento do nlcleo; ES — Estagnacdo sanguinea; A — Atrofia do hepatdcito; V —
Vacuolizagdo; HT — Hipertrofia do hepatdcito.

4.2 Gbnada masculina apds 21 dias de exposi¢do ao Niquel

As analises histologicas da gbnada masculina do grupo controle mostraram um padréo
normal de desenvolvimento, com todas as células germinativas, espermatogbnia,
espermatdcito e espermatides, delimitados pelo espermatocisto.

No grupo controle, era possivel observar mais claramente as espermatog6nias mais
coradas e dispostas aglomeradas. Os espermatdcitos, derivados das espermatogbnias eram
caracterizados por ser menores que as células anteriores e comparativamente, com nucleo
mais denso com pouco citoplasma visivel. Estas eram as células mais abundantes da gbnada
masculina. As espermétides também foram vistas, sendo as menores células germinativas
observaveis.

A analise histoldgica do tratamento com niquel detectou um aumento na proporcéao das

espermatogonias quando comparado ao grupo controle (Figura 10).
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As alteragdes foram analisadas e classificadas de acordo com as normas da OECD
(N°123, 2010), como segue a tabela.

Tabela 2. Biomarcadores histolégicos de génadas masculinas de Danio rerio e o grau de severidade de acordo
com as normas da OECD para interferentes endocrinos (2010).

Presenca/auséncia/ Grau de
Diagnostico primario ndo-observavel (NO)  severidade (I,
da alteracdo (V/xNO) I, 111, 1V)
Aumento da proporc¢éo de espermatogdnias Y 1
Presenca de ovario no testiculo x X
Aumento da degeneracéo testicular \ |
Hiperplasia/hipertrofia nas células de Leydig X X

A Grau de
L L Presencga/auséncia da .
Diagnostico secundario 4 severidade (I,
alteragdo (V/x)
I, 11 1Vv)
Diminuigdo da proporcédo de espermatogonias X X
Fluido proteico vascular ou intersticial aumentado NO X
Desenvolvimento assincrono da gbnada \/ |
Alterada proporcéo de espermatozdides ou espermatdcitos \ Il
Estagio gonadal NO X
Inflamacdo granulomatosa NO X

Legenda: V - presenca; x — auséncia, NO — ndo observavel.
Fonte: Autoria propria.
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Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: SG — Espermatogobnia; SC — Espermatécito; ST — Espermatide; CL — Células de Leydig; TC — Tecido
conjuntivo.
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Figura 12 - Corte histologico da Gonada masculina de Danio rerio do tratamento com niquel (H&E, 400x).

Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: SG — Espermatog6nia; SC — Espermatocito; ST — Espermatide; CL — Células de Leydig.
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Figura 13 - Corte histolégico da Génada masculina de Danio rerio grupo controle (A) e tratamento com niquel
(B) (H&E, 1000x), observando-se aumento na proporcao de espermatogdnias em relacdo ao grupo controle.

b
- i v
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Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: SG — Espermatogdnia; ST — Espermatide.
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Figural4 - Corte histolégico da Génada masculina de Danio rerio grupo controle (A e B) e tratamento com
niquel (C e D) (H&E, 1000x), destacando-se aumento na propor¢do de espermatogdnias em relagdo ao grupo
controle.

Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: SG — Espermatog6nia; SC — Espermatocito; ST — Espermatide; CL — Células de Leydig; CS — Células
de Sertoli.

5. DISCUSSAO

5.1 Tecido hepatico apos 21 dias de exposi¢cdo ao Cobre e Niquel

A andlise histopatoldgica do figado tem sido utilizada para indicar alteracdes causadas
por estresse ambiental por ser um 6rgdo diretamente relacionado a biotransformacdo de
xenobidticos, excrecdo de metais traco e o metabolismo de hormdnios sexuais (Au, 2004,
Fontainhas-Fernandes, 2008; Pereira, 2014).

As caracteristicas morfoldgicas dos grupos controle em padrdes dentro da normalidade
significam que ndo houve alteracbes morfoldgicas nas estruturas do figado dos grupos
controles de ambos os ensaios que pudessem comprometer o 6rgdo a desempenhar sua

funcéo.
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As alteracdes encontradas no presente estudo como: parénquima heterogéneo, visto o
deslocamento do nucleo, vacuolizacdo e degeneracdo citoplasmatica e nuclear do hepatécito e
estagnacdo sanguinea, corroboram com o0s estudos relacionados a biomarcadores
histopatoldgicos de substancias toxicas em figado de peixes de diversas espécies como: Liza
saliens (Fontainas-Fernandes, 2008), Oreochromis niloticus (Gaydo, 2009), Astyanax
altiparanae (Pereira, 2014), Prochilodus lineatus (Camargo & Martinez, 2007; Pereira,
2014), e Danio rerio (Corréa, 2016).

As lesdes do figado podem ser classificadas como nédo-neoplasicos, as quais sdo
indicios iniciais de toxicidade causada por agentes toxicos, como as altera¢Ges encontradas no
presente estudo e neoplasicos como adenoma hepatocelular, relacionado a tumores
cancerigenos (Fontainhas-Fernandes, 2008).

A acumulacdo de lipideos nos hepatdcitos em peixes expostos a metais indicam a
exposicdo a componentes toxicos que ocasionam injuria no figado. A vacuolizacdo pode
aumentar o volume dos hepatocitos e indicar uma alta concentracdo de lipideos e glicogénio
que prejudicam a atividade metabdlica do 6rgdo, demonstrando sinal de um processo de
degeneracdo que sugere dano metabolico. O glicogénio é responsavel por agir como uma
reserva de glucose para suprir altas demandas energéticas como no caso de estresse provocado
por fatores externos. (Camargo & Martinez, 2007; (Fontainhas-Fernandes, 2008; Gayao,
2009).

A necrose, a hiperplasia e a vacuolizacdo sdo respostas a ambientes severamente
contaminados por metais (Au, 2008). Os pontos de necrose podem ser biomarcadores de
exposicao cronica em peixes (Fontainhas-Fernandes, 2008).

No presente estudo ndo foi possivel observar sinais de estagnacao da bile ou aumento
de melanomacrofagos que poderiam significar importantes lesGes relacionadas ao processo
degenerativo e necrose, uma vez que a bile ndo estaria sendo liberada do figado e os
melanomacrofagos ndo poderiam desempenhar sua fungdo antioxidante (Camargo &
Martinez, 2007).

Nos estudos de Fontainhas-Fernandes (2008) foi visto que o parénquima estava
heterogéneo, assim como observado no presente estudo, provavelmente devido & exposicao
aos metais Cu e Zn, encontrados em concentracdes de 51- 546 mg Kg™ e 26-190 mg Kg™
respectivamente.

Paris-Palacios et al. (2000) avaliaram perturbagcOes causadas por cobre no organismo-

teste Danio rerio submetido a teste crénico em concentracdes subletais (40 e 140 pg). Como
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no presente estudo, foram observadas alteracdes nos hepatédcitos como atrofia do ndcleo ou
nacleos picnoticos (demasiada condensacdo da cromatina nuclear, fase anterior a morte
celular), sinais de degeneracdo ao longo do parénquima, além de perturbacdes bioquimicas
estudadas pelo autor. Vale a pena ressaltar que neste estudo, 0s organismos expostos ao cobre
foram posteriormente submetidos por um periodo de depuracdo por 14 dias com agua limpa
para ver possiveis sinais de recuperacdo, porém, ndo foi observada reversdo as alteracdes
encontradas.

Ha menos informacdes disponiveis a respeito do efeito toxico do niquel em peixes em
relacdo ao cobre. Entretanto, Kienle et al. (2008) observou em Danio rerio (larva e embrido) a
diminuicdo da atividade locomotora, retardo no tempo de eclosdo e mortalidade quando
expostos a valores de 7,5 -15 mg/L de Niquel. O autor confirma ter provocado efeito na
reproducdo desse organismo enquanto no atual trabalho, é verificada alterac6es a nivel celular
que indicam afetar a capacidade reprodutiva da espécie.

Topal et al. (2017), assim como no presente estudo, observou alteragdo nos
hepatocitos e sinais de degeneracdo no figado de Oncorhynchus mykiss quando expostos a 1-2
mg/L e Athikesavan et al. (2006) observou sinais de necrose e degeneracdo das veias
sanguineas em Hypophthalmichthys molitrix expostos a 5-7 mg/L. Ambos contribuem para as
informacgdes a respeito do potencial toxico do niquel, contribuindo com os achados deste
estudo.

O figado ndo é o Unico oOrgdo afetado pelos metais. Athikesavan (2006), Topal et
al.(2017) também observaram alteracfes nas branquias de peixes ocasionadas por exposi¢cdo
ao Niquel. De maneira similar, Monteiro et al. (2009) em Oreochromis niloticus, Luzio et al.
(2013) em Danio rerio, Fonseca (2017) em Luciobartus bocagei, Pseudochondrostoma sp.,
Oncorhynchus mykiss notaram alterac6es nas branquias causadas por exposi¢do ao cobre.

O figado é responsavel por fungdes essenciais no organismo como digestdo e
metabolismo de carboidratos (possuem enzimas sensiveis a poluentes). Um dos fatores
importantes é a producdo de altas quantidades de amdnia proveniente da desaminacdo dos
aminoacidos; armazenamento de lipideos e glicogénio, que sdo importantes em situacdo de
estresse; formacdo da bile, que € responsavel pelos sais biliares necessarios para digestdo de
gorduras, pigmentos biliares responsaveis pela quebra de produtos da hemoglobina,
xenobioticos (especialmente metais) removidos do sangue; sintese de proteinas plasmaticas,
como fibrogenos (coagulagdo sanguinea) e albumina (mantém pressdo osmotica do plasma,

fonte de aminoacido, transporte de moléculas; sintese do colesterol, estabilizador de
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membranas celulares, lipoproteinas plasméaticas e mielina no sistema nervoso; secrecéo
pancredtica de enzimas digestivas e metabolismo de horménios (Heath, 1995). Portanto,
alteracdes morfologicas no tecido hepatico podem afetar significativamente seu

funcionamento e consequentemente danificando o metabolismo vital de um organismo.

5.2 Tecido gonadal masculino apos 21 dias de exposi¢do ao Niquel

As andlises histologicas do tratamento com niquel em comparacdo ao controle
mostraram um aumento na proporcdo das espermatogbnias levando, portanto ao
desenvolvimento assincrono da génada, porém com predominio de uma das fases. Notou-se
aumento da degeneracao do tecido gonadal e alterada proporcéo de espermatides, sendo uma
guantidade menor em relacdo ao grupo controle. De acordo com o documento da OECD
“Guidance Document for the Diagnosis of Endocrine-Related Histopathology of Fish
Gonads” (2009), essas caracteristicas enquadram o metal estudado como um interferente
endocrino.

O aumento da propor¢do das espermatogdnias pode significar que o organismo nao
esta conseguindo desenvolvé-las em espermatdcitos, o que possivelmente afeta o potencial
reprodutivo da espécie.

As degeneracdes podem ser aumentadas de acordo com o tempo de exposi¢do e
podem ser revertidas em alguns casos. No presente estudo, ndo foi feito estudo de
reversibilidade biol6gica para ver o tempo de recuperacdo bioldgica desses individuos (Goher
et al., 2014) e nesse sentido as gbnadas sdo de extrema importancia porque asseguram a
perpetuacdo das espécies.

H& poucos dados na literatura que relatem os efeitos dos contaminantes como
interferentes enddcrinos. Kienle et al. (2008), estudou o organismo-teste Danio rerio sob
concentracdo de 7,5 — 15 mg/L de niquel e notou o retardo no tempo de eclosdo dos ovos,
além do aumento na mortalidade.

Apesar de poucos dados na literatura sobre alteragdes histopatoldgicas causadas pelo
niquel em gdnadas, ha relatos de outros metais como interferentes endocrinos. Alkimin (2016)
estudou os efeitos dos metais Cadmio (0,25 e 1 pg/L) e Zinco (120 e 180 pg/L) em Danio
rerio e observaram alteracGes que podem comprometer a capacidade reprodutiva da espécie
em fémeas. Entretanto, os sinais de degeneragdo encontrados em machos ndo eram

significativos para comprometer a espécie. Entretanto, Shalaby et al. (2012), observaram
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alteracbes no epitélio germinativo, diminuicdo das espermatides e de espermatozoides em
Oreochromis niloticus expostos ao cadmio em concentragdes entre 1-3ug/L

As alteracbes encontradas no epitélio germinativo de machos que definem uma
substancia como interferente enddcrino pode levar a consequéncias na reproducdo de um
organismo, atrapalhando a perpetuacdo da espécie e por isso este tipo de contaminante deve
ser estudado (Monneret, 2017). H& poucas informagfes na literatura sobre o efeito do niquel

sobre 0s organismos aquaticos nesta vertente.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto conclui-se que o presente estudo sugere que as concentragdes dos
metais estudadas e permitidas para a protecdo da vida aquatica (niquel — 25ug/L e cobre - 9
Hg/L) apresentam efeitos toxico considerando-se os biomarcadores histologicos de figado e
gbnadas masculinas da espécie de peixe Danio rerio.

O niquel ¢ um metal que possivelmente pode ser classificado como interferente
enddcrino por ter provocado aumento da proporcdo das espermatogdnias mesmo em
concentracdes permitidas pela legislacdo em machos de Danio rerio.

A gbnada masculina apresentou-se ter bons biomarcadores que evidenciam a atuagéo

enddcrina do niquel na espécie de peixe Danio rerio

Consideracoes finais

Futuramente, seria interessante analise do glicogénio para observar mais evidencias de
estresse e analise de alteragdes nas gbnadas femininas da espécie.

As respostas histoldgicas sdo ferramentas de relativamente facil de identificacdo,
baixo custo em relacdo aos demais biomarcadores e ha protocolos que permitem a
reprodutibilidade pelos demais pesquisadores e garantem a relacdo entre lesdes e
contaminantes especificos, complementando estudos a respeito do potencial efeito tdxico e
hormonal de xenobioticos e devem ser contempladas nas analises de risco e tomada de
decisbes sobre concentracOes toxicas e permissividade para multiplos usos, considerando-se

diferentes classes de xenobidticos.
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Capitulo 3

Analise do niquel como potencial interferente endocrino através de método
histoquimico como indicativo da presenca de vitelogenina (VTG) em machos de Danio

rerio

1. INTRODUCAO

Sdo conhecidas como interferentes enddcrinos (IE’s) substancias capazes de
assemelhar-se a hormonios naturais do proprio organismo modificando a producdo, liberacéo,
transporte e metabolismo e consequentemente desequilibrando o sistema endocrino (USEPA,
1998). Como os meios de acdo, mecanismos das substancias e os efeitos a longo prazo nédo
sdo bem elucidados, a tematica tem ganhado interesse entre os pesquisadores, de acordo com
0 setor de pesquisa e desenvolvimento (ORD) da agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos.

Os IE’s estdao presentes na atmosfera, na agua e no solo, passam pelo processo de
absorcédo e bioacumulacdo. Majoritariamente liberados no ambiente por efluentes industriais,
escoamentos terrestres, residuos domésticos, precipitacdo. Estes compostos podem modificar
ou alterar a sintese e metabolismo de horménios enddgenos, mimetizar ou proporcionar
efeitos hormonais antagénicos e influenciar a sintese de neuropeptideos e neurotransmissores.
Tais alteracbes podem durar depois do periodo de exposicdo ou até mesmo para geracdes
futuras (Cristina et al., 2012; Kabir 2015; Monneret, 2017).

H& um aumento gradativo na quantidade de substancias identificadas como
interferentes enddcrino que podem afetar o sistema reprodutivo levando a efeitos adversos na
vida aquatica e na saide humana. Os IE’s podem ser classificados como: compostos naturais
(hormdnios esteroides, isoflavonas e outros hormonios), pesticidas clorados, produtos
farmacéuticos, metais traco ou potencialmente toxicos, bifenilpoliclorado, hidrocarbonetos
aromaticos. Estes podem agir de maneira complexa, apresentando efeitos estrogénicos ou
anti-estrogénicos e, por isso, para avaliar os efeitos é necessario que haja integracdo de

diferentes biomarcadores e multiplos endpoints.
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Na literatura € possivel observar a atuagdo dos metais como IE em peixes. Handy
(2003) afirma que o cobre € um potencial IE assim como Cadmio e Zinco, observado por
Alkimin, (2016), respectivamente em concentracfes de 1ug/L e 180ug/L. Ha estudos que
mostram evidéncias de alteragdes morfoldgicas causadas pelo niquel que indicam a possivel
atuacdo deste metal como um IE, com sinais de toxicidade hepética causada por este metal em
D. rerio (Novaes et al., 2018). Neste mesmo organismo-teste foi observado retardo no tempo
de ecloséo dos ovos (Kienle et al., 2008) e em Pimephales promelas observou-se alteracdo na
gbnada feminina com diminuicdo na quantidade de foliculos vitelogénicos maduros, atresia
folicular e diminuicédo da fecundidade (Driessnack, et al., 2017).

A expressdo da VTG em machos é um biomarcador bem estabelecido para atividade
estrogénica em organismos aquaticos (Yamoto, et al., 2017). A vitelogenina, uma
fosfolipoglicoproteina precursora do vitelo, reserva energética nos ovos, ou seja, sintetizadas
por organismos fémeas oviparas em resposta a sinalizagdo estrogénica via ligacdo a receptores
dessa proteina que auxilia no desenvolvimento de 6vulos/odcitos. Machos possuem o gene
para producdo de VTG, porém sdo inativos. Ao serem ativados, aumentam niveis de
estrogénio no sangue, resultando em feminizacao. (Bars, 2012; Yamamoto, 2017).

Dentre os métodos qualitativos para detectar a presenca de vitelogenina no figado de
peixes machos destaca-se o histoquimico por coloracdo, que permite a marcacao da referida
proteina, por coloracdo (Van Der Ven, 2003), a baixo custo e rapida deteccdo, auxiliando na
analise de substancias potencialmente interferentes endocrinas.

Para detectar a presenca de VTG podem der utilizados métodos, histoquimicos que
podem auxiliar nos estudos para indicar metais, assim como outras substincias, como IE’s
NOCivOs aos organismos.

Para contextualizar, este método originou-se do interesse em conhecer a estrutura e
composicao dos seres vivos. Inicialmente cientistas adotaram novas manchas para discriminar
morfologicamente as substancias até que August Bencke em 1860-1870 passou a utilizar
corantes anilina e reagentes, introduzindo assim a bioquimica na histologia. Nesta época havia
dicotomia entre os pesquisadores fisico-quimicos e histologistas até que em o uso da anilina
estava generalizado e em 1880 com o desenvolvimento de técnicas de parafinizagdo e
fotomicrografia 3 grupos de cientistas surgiram: aqueles que ndo se importavam com
morfologia, aqueles com interesses contemporaneos em quimica, histologia e tecnologia e 0s
histoquimicos aplicados, voltados para area diagnéstica e histopatologias. Devido corrida

cientifica, surgiram explicacGes para afinidades aos corantes atraves de alvos bioquimicos e
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posteriormente técnicas relacionadas ao indicativo de ferro, fosforo, presenca de complexos
organicos, como grupos carboidratos, nucleinas, protaminas e outros (Wick, 2012)

O meétodo imuno-histoquimico mais utilizado para deteccdo de VTG é conhecido
como ELISA (do inglés “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) através do uso de
antigeno-anticorpo detectaveis através de reacfes enziméticas. A marcacdo pode ser utilizada
devido a elevada concentracdo de grupos fosfato. Entretanto, Van der Ven et. al. (2003)
destacou a utilizacdo do método de coloracdo efetivo para detectar a VTG comparado ao
ELISA observado em D. rerio.

O presente estudo visa avaliar efeitos do niquel em baixa concentragdo, como em
valores nominais pelo 6rgdo fiscalizador de protecdo ambiental (CONAMA - Conselho
Nacional do Meio Ambiente) para rios de Classe 2. O valor estabelecido nacionalmente é de
25 pg/L de Niquel no ambiente aquatico. Entretanto, vale destacar que as normas americanas
estabelecidas pela USEPA (Environmental Protection Agency), estabelecem 52 pg/L para
liberacdo de efluentes em ambientes aquéticos.

2. OBJETIVO

Avaliar a presenca de VTG em machos de D. rerio como indicativo de efeito
estrogénico do niquel em concentragdo na ordem de 25 ug/L.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo e manutencéo do organismo-teste

Adultos de Danio Rerio foram mantidos em condicGes laboratoriais controladas
(ABNT N °15499, 2015). Manteve-se 1g de peixe por litro de agua reconstituida. Utilizou-se
agua de abastecimento publico previamente filtrada em filtro de carvéo ativado e por uma tela
silkscreen. Essa agua foi mantida por aeracdo para remocao do cloro, por um periodo de 24h.
A dureza foi mantida a 44mg/L CaCOgs, pH entre 7,3-7,6 e temperatura a 25 = 1°C. O
fotoperiodo foi controlado em 12h de claro e 12h de escuro. Os organismos foram
alimentados uma vez ao dia com a ragdo comercial tetramim® com 97% de proteina bruta. A
manutencdo da limpeza do aquéario foi feita com esponja a cada 15 dias, podendo variar

dependendo das condic¢des do aquério, removendo os residuos decantados. Dentro do aquério
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continha carvao ativado dentro do filtro, ceramicas para a formagéo de biofilme, removedor

de amonia e aeragdo.

3.2 Ensaio Experimental

3.2.1 Teste de toxicidade cronica

Teste de toxicidade crénica por 21 dias em regime semi-estatico, ou seja, com troca
total da solucdo a cada 72h. A concentracdo utilizada foi baseada na legislacdo brasileira
CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) para rios de Classe 2, sendo entdo 25y mg/L Ni total. O
controle foi realizado apenas com agua de cultivo.

Foram selecionados 04 individuos machos expostos ai niquel e 04 controle mantidos
em agua de cultivo.

Apobs o tempo de exposicdo, foram selecionados organismos-teste aleatoriamente e
eutanasiados em freezer com gelo. Posteriormente foram descartadas as nadadeiras e a cauda

e feito um corte na transversal na porcao inferior até a altura da cabeca e cada peixe.

3.2.2 Processamento do tecido e inclusédo em parafina

Foram colocados dois (02) organismos por cassete para serem dispostos nos cestos do
processador de tecidos automatico — San Pietro da marca O Patologista, onde passaram por
sete (07) submersdes em alcool etilico absoluto, trés (03) submersbes em xilol e duas (02)
submersdes em parafina histologica. Todos os banhos foram programados para 1h cada.

Ao final do processamento, retiraram-se do cassete 0S organismos previamente
inseridos e foram colocados manualmente na placa aquecedora (PAT-PA10), O patologista,
Brasil) a fim de derreter a parafina residual vinda do processador e inserir novamente 0s
individuos em parafina de maneira homogénea para melhor disposicdo dos cortes com o
equipamento microtomo atraves de navalhas de aco inoxidavel de perfil baixo. Para isso, apos
a parafina ser derretida na placa aquecedora a 65°C, os organismos foram colocados
individualmente em placas de aluminio proporcionais aos seus tamanhos e entdo o0 espaco era
preenchido com parafina liquida e alocado o cassete na por¢cdo superior. Em seguida as
placas eram colocadas em cima da placa refrigerada (PAT-PR10, O Patologista, Brasil), a fim
de enrijecer a parafina, mantendo o individuo estatico na placa (como demonstrado na figura

1, capitulo).
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Apos a secagem da parafina na placa refrigerada (cerca de 5 minutos), a placa de
aluminio foi retirada, restando apenas o peixe incluso em parafina preso ao cassete, pronto
para ser cortado, entre 3-4um, utilizando-se para isso 0 micrétomo rotativo (MR-2014, O
Patologista, Brasil).

Dessa maneira, era formado um filete de parafina que era retirado com auxilio de uma
pinca e um pincel e colocado no equipamento de banho histolégico digital (BH-16, O
patologista, Brasil) contendo alcool 30% dissolvido em agua destilada com o propdsito de
ajudar a estirar o filete de parafina para ser “pescado” com lamina (Figura 2, Capitulo 2). A
ldamina era posicionada embaixo do filete a fim de retira-lo do banho histol6gico. Adiante, as
laminas eram alinhadas em posicdo vertical e inseridas na Estufa Microprocessada para
Cultura Bacteriologica (SX 1.0 DTMC, marca Sterilifer, Brasil) a 40°C por 24h até o

momento do processo de coloragéo.

3.2.3 Coloracdo Histoquimica

Primeiramente, as laminas foram submersas a 10mM/L de cloreto de ferro
hexahidratado por 1h a 25°C para que as fosfoproteinas presentes nas moléculas de VTG
ficassem complexadas ao Ferro (Il1). Secundariamente foram submetidas a coloracdo pelo
método Pear’s Prussian Blue, o qual cora o complexo de ferro (III) e confere tons de azul a
substancia VTG presente no figado. Os procedimentos estdo descritos passo-a-passo no
apéndice D. Para as andlises foi utilizado o microscopio dptico Scope Al Zeiss Axio com
camera acoplada (Axiocam 105 color).

4. RESULTADOS

Pode-se observar na Figura 1 a coloracgdo de tons azuis em pontos da lamina, como um
indicativo da presenca de vitelogenina (VTG), diferentemente do grupo controle, o qual
apresenta uma coloragdo mais homogénea de tonalidade roxa. Essa diferenca ocorre devido a
técnica de histoquimica utilizada. Alta concentracdo de grupos fosfato pode ser detectada
(Van Der Ven et al., 2003).

A presenca de vitelogenina sinaliza efeito estrogénico do niquel no organismo

aquatico estudado.
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Figura 1 - Figado de macho de D. rerio controle (A) e apds exposicdo cronica 21 dias ao niquel (B), *
representa pontos de acimulo de vitelogenina. Aumento de 400x. Fonte: Acervo pessoal.

Observou-se a coloracdo diferenciada entre a 0s organismos controle e 0s organismos

expostos ao niquel, conforme a Figura 2.

Figura 2 - Figado de D. rerio controle (A) e apds exposicao cronica de 21 dias ao niquel (B). Nota-se coloracéo
azulada como indicativo de vitelogenina no tecido (B), visto no aumento de 200x.

5. DISCUSSAO

Machos adultos de D. rerio normalmente ndo produzem VTG, pois a producdo da
substancia é responsavel por garantir a qualidade dos ovos e nutrir o embrido durante seu
desenvolvimento. A coloragdo azul indica deteccdo de fosfoproteinas, uma vez que
complexadas ao Fe** indicam presenca de VTG, sinalizando efeitos estrogénicos ocorrendo

em machos da espécie (Van Der Ven et al., 2003).
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Paschoalini et al. (2019) estudou o potencial endécrino do peixe tele6steo Prochilodus
argenteus contaminado por metais como aluminio (Al), cobre (Cu), cadmio (Cd) e Chumbo
(Pb) e identificou incidéncia de atresia folicular em diferentes estagios do desenvolvimento,
evidenciando didmetros foliculares menores analisados através de métodos guantitativos de
anélise. Em machos foi visto producdo de vitelogenina (efeito estrogénico) e expressdo da
metalotioneina através de métodos imnuhistoquimicos, o que indica a atuagdo dos metais
como interferentes enddcrinos. Ademais a proporcdo de espermatozoides e espermatocitos
foram aumentadas. Os estudos do autor citado corroboram com os dados de toxicidade
histopatoldgica da presente pesquisa assim como sugere o capitulo 2 dessa dissertacdo ao
detectar de maneira similar o aumento na propor¢do de espermatogénias/espermatocitos e a
presenca da VTG em organismos machos como demonstrado no presente estudo.

O estudo de Alkimin (2016), de maneira analoga aos resultados detectados por essa
pesquisa, demonstrou o efeito enddcrino dos metais cadmio e zinco nas concentracfes de
1pg/L e 180ug/L respectivamente utilizando o mesmo biomarcador descrito para espécies de
D. rerio pelo método histoquimico por coloracéo.

Em contrapartida, Moncaleano-Nifio et al. (2017) observou ostras (Saccostrea sp.) em
diversas concentracGes expostas a cddmio em teste agudo 96h e concluiu que acima de
10ug/L, o metal apresentava efeito inibitorio da vitelogénese

Este biomarcador (VTG) tem sido utilizado para analisar impacto em peixes machos
de espécies nativas, como Astynax bifasciatus, Chrenicicla iguassuensis e Geophagus
brasiliensis em rios contaminados com altos niveis de IE’s (neste estudo, foram analisadas
espécies expostas ao estradiol no ambiente aquéatico) e, de maneira oposta, em fémeas foi
observada a diminuicdo dos niveis de vitelogenina e estradiol no plasma (Yamamoto, 2017).
Teta & Naik (2017) também analisaram a VTG em D. rerio em efluentes urbanos da industria
téxtil apds tratamento e reducdo na fecundidade.

Portanto, este biomarcador (VTG) tem uma ampla aplicagdo, podendo ser interessante
0 seu estudo em espécies in situ e ndo somente em organismos-teste laboratoriais,
possibilitando a averiguacdo da presenca de substancias potencialmente interferentes
enddcrinas nos corpos de &gua. O método histoquimico por coloragdo, se comparado ao Elisa,
apresenta baixo custo e facil analise dos resultados.

O método histoquimico por coloracdo pode também ser associado a analise de

biomarcadores histologicos, o que reforca a evidéncia da presenca de substancias IE’s nos
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ambientes, ou reconhece o efeito estrogénico e/ou antiestrogénico de substancias puras, numa
dada concentragéo e tempo de exposicao.

Paschoalini et al. (2019) reforca ainda a importancia dos estudos quimicos, que
quantificam poluentes, associados aos ensaios ecotoxicoldgicos, com o uso de biomarcadores
bem estabelecidos, para embasar a legislagdo no que tange concentracbes seguras de
exposicao, visando protecdo da vida aquatica a importancia das andlises ambientais nos

organismos.
6. CONCLUSAO
A analise histoquimica do figado de machos de D. rerio sob a concentracdo de 25

pg/L de Ni expostos cronicamente indicaram a producdo de VTG e, consequentemente,

potencial para atuar como IE nos ambientes aquéticos.
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ANEXO A - Fator de Impacto da Revista — Capitulo 1

Revista Journal Impact Factor 2016 Journal Impact Factor last 5 years

Acta Amazonica 0.775 X
Amerlca_n Journal of l_’hysmlogy — Regulatory 2982 3.290
Integrative Comparative Physiology

Aquaculture 2.570 2.773
Aquatic Toxicology 4.129 4.425
Arg. Bras. Endocrinologia e Metabologia 1.193 1.198
Chemosphere 4.208 4.506
Ciéncia Animal Brasileira X X
Comparative Biochemistry and Physiology Part C 2.416 2.780
Comptes Rendus Biologies 1.100 1.443
Ecotoxicology and Environmental Safey 3.743 3.577
Environ. Eng. Manage 1.096 0.849
Environmental Pollution 5.099 5.552
Environmental Science Technology 6.198 6.960
Environmental Toxicology 2.937 2.738
Environmental Toxicology and Pharmacology 2.313 2.405
Homeostasis and Toxicology of Essential Metals X X
Journal of Environmental Biology 0.697 0.898
Journal of Environmental Sciences 2.865 3.210
Journal of Experimental Biology 3.320 3.482
Journal of Fish Biology 1.519 1.804
Marine Pollution Bulletin 3.146 3.780
Neotropical Ichthyology 1.203 1.367
Quimica Nova X X
Science of the Total Environment 4.900 5.102
Scientific Papers: Animal Science and Biotechnologies 2.052 X
Toxicology and Applied Pharmacology 3.791 4.006
Water Research 6.942 7.715
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ANEXO B - Protocolo de Coloragéo
Os cortes feitos com micrétomo devem medir de 3-4 pm.
Antes de iniciar o procedimento as laminas com os cortes colocados em estuda histoldgica

a 60 °C por no minimo 20 minutos. Apds retiradas da estufa, segue o seguinte procedimento:

Passo Procedimento Tempo
1 Xilol 3 min
2 Xilol 3 min
3 Xilol 3 min
4 Xilol 3 min
5 Alcool P.A 20 seg
6 Alcool P.A 20 seg
7 Alcool P.A 20 seg
8 Alcool P.A 20 seg
9 Agua corrente 20 seqg
10 Hematoxilina 2 min
11 Agua corrente 20 seqg
Reativo

12 diferenciador 5 seg
13 Agua corrente 3 min
14 Eosina 4 min
15  Alcool P.A 50 seg
16  Alcool P.A 50 seg
17 Alcool P.A 50 seg
18  Alcool P.A 50 seg
19 Xilol 1 min
20 Xilol 1 min
21 Xilol 1 min
22 Xilol 1 min
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OBSERVACAO: A solucio do reativo diferenciador foi preparada com 280 mL de
Alcool Absoluto P.A, 180 mL de 4gua destilada e 2 mL de HCI.

ANEXO C - Processamento de Tecido Histoldgico

Antes de iniciar o processamento € necessario retirar a cauda, barbatana e as nadadeiras e

inserir a amostra no fixador durante 18h. Apos este periodo, as amostras devem ser lavadas

em agua corrente por 5 vezes a cada 15 minutos e inseridas em cassetes para serem levados ao

processador de tecidos (San Pietro, O patologista, Brasil).

Banho Procedimento Tempo

Alcool P.A
Alcool P.A
Alcool P.A
Alcool P.A
Alcool P.A
Alcool P.A
Alcool P.A
Xilol

Xilol

Xilol

11 Parafina

© 00 N oo 0o B~ W N B

(WY
o

[ERY
N

Parafina

1h
1h
1h
1h
1h
1h
1h
15 min
1h
1h
1h
1h

OBSERVAGCAO: A solucdo para fixacdo do tecido histoldgico é preparada com 10 mL

de formaldeido (37%), 90 mL de agua destilada e estocada em frasco ambar. O fixador

deve ter 10x mais o volume da amostra.
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ANEXO D - Protocolo de Coloragéo Histoquimica para anélise da vitelogenina (VTG)

Antes de iniciar o procedimento as laminas com os cortes devem ser levados e estufa
histolégica a 60°C por mais ou menos 20 minutos. Utilizar cortes de figado de
aproximadamente 4um, quanto mais espesso o corte mais dificil da coloracdo adentrar e isso

resultara em modificacGes nos procedimentos a seguir.

O~ wNPE

O© 00N

Procedimento

Xilol 1

Xilol 2

Alcool PA 1

Alcool PA 2

Solucéo de Cloreto de Fe
hexahidratado (10
mM/L)

Agua

Solucéo Prussin Blue
Agua

Solucéo de vermelho
neutro

Agua

Alcool PA 1

Xilol 1

Tempo
2 min
2 min
10X
10X
60 min

15X

10 min
10X/3min
1 min

~1min

15X
15X
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