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ALKIMIN, G. D. Toxicidade de cadmio e zinco em Danio rerio: comparacao entre
valores permitidos em legislacéo para protecao da vida aquética e a potencial atuacéo
como interferentes endocrinos. 2016. 100 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Ambientais) — Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sorocaba, UNESP - Univ Estadual
Paulista, Sorocaba, 2016.

RESUMO

A contaminacdo dos ambientes aquaticos por metais € uma preocupacdao mundial, pois séo
elementos bioacumulativos e persistentes. Diversos desses compostos possuem a
capacidade de alterar o sistema enddcrino (denominados interferentes enddcrinos — IE),
sendo o cadmio (Cd) e o zinco (Zn) suspeitos dessa atuacdo, segundo a literatura. Para
verificacdo dessa potencialidade algumas analises biologicas sdo indicadas como: 1) a
realizacdo do teste de dessorcéo no auxilio ao posterior célculo do fator de bioconcentragao
(FBC), para deteccdo do real valor incorporado do contaminante pelo organismo e
predicdo dos efeitos tdxicos causados; 2) analises histoldgicas de 6rgdos como as gbnadas
e o figado e 3) analise de vitelogenina (VTG) no figado de machos. Dessa forma o objetivo
deste trabalho foi averiguar a atuacdo enddcrina dos metais Cd e Zn em concentragdes
permitidas em ambientes aquaticos para a protecdo da vida aquatica por meio de: a) estudo
do tempo de dessorcéo de Cd e Zn da parte externa do organismo; b) determinacdo do FBC
de Cd e Zn em D. rerio apds exposicdo cronica; c) avaliacdo da possibilidade de Cd e Zn
provocarem alteracGes histologicas em gonada e figado de machos e fémeas de D. rerio e
d) analise da capacidade de Cd e Zn em induzir a producdo de VTG no figado de machos
de D. rerio. Para a realizacdo do teste de dessorc¢do, organismos adultos de D. rerio, foram
expostos por 72 horas a Cd (1 pug de Cd/L) e Zn (180 pg de Zn/L) seguindo-se a lavagem
do organismo-teste em &cido nitrico 2% por diferentes tempos (Oh; 5; 60; 90; 120; 150 e
180 minutos) e posterior construcdo da curva de dessorcdo. As analises de FBC, histologia
e histoquimica foram realizadas apds exposicao cronica (21 dias) em regime semi-estatico,
com troca total da solucdo a cada 72 horas, em separado a concentra¢fes permitidas por
legislacdo nacional (1 pg de Cd/L e 180 pg de Zn/L) e internacional (0,25 pg de Cd/L e
120 pg de Zn/L) para protecdo da vida aquatica. Desse modo, apo6s o final da exposicao
organismos foram levados a digestdo, leitura da concentracdo do contaminante e o FBC foi
calculado, bem como machos e fémeas foram sacrificados e passaram por procedimento de
preparo histolégico, corados com hematoxilina e eosina e analise qualitativa de génada e
figado e machos apds preparo histolégico sofreram marcacdo histoquimica para detecgédo
de VTG no figado. Pelos resultados obtidos, verificou-se que a dessorcdo dos metais
apresentou diferenca, sendo a dessor¢do de Cd realizada em 90 minutos e a de Zn em 60
minutos; a bioconcentracéo de Cd foi semelhante nas duas concentragdes de exposicao e a
de Zn foi inversamente proporcional a concentracdo exposta. As analises histoldgicas
mostraram que Cd e Zn provocam alteragdes de forma pronunciada tanto em génadas
quanto em figados de fémeas, enquanto gbnadas de machos nao sofreram graves alteracdes
e os figados apresentaram lesdes que podem comprometer o funcionamento do érgdo, além
disso, observou-se a producdo de VTG no figado de machos de D. rerio expostos a Cd e
Zn. Por fim, a unido das técnicas utilizadas comprova que Cd e Zn, mesmo em
concentracdes permitidas por legislacdo séo capazes de atuarem como IE em D. rerio,
necessitando de mudancas na legislagcéo para valores mais restritivos com a finalidade de
garantir a saude endocrina dos organismos aquaticos.

Palavras-chave: Toxicidade - Testes. Histologia. Histoquimica. Cadmio. Zinco.



viii

ALKIMIN, G. D. Cadmium and zinc toxicity in Danio rerio comparison of values
allowed in law for protection of aquatic life and potential actions as endocrine
disruptors. 2016. 100 f. Dissertation (Master’s degree Environmental Sciences) —
Institute of Science and Technology of Sorocaba, UNESP - Univ Estadual Paulista,
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ABSTRACT

The contamination of aquatic environments by metals is a global concern because they are
bioaccumulative and persistent elements. Several such compounds have the ability to
change the endocrine system (called endocrine disruptors - ED), and cadmium (Cd) and
zinc (Zn) that suspicious activity, according to the literature. To verify the potential some
biological analyzes are given as: 1) the realization of the desorption test to aid the
subsequent calculation of bioconcentration factor (BCF), for determining the real corporate
value of the contaminant by the body and prediction of toxic effects; 2) histological
analysis of organs such as the gonads and liver and 3) analysis of vitellogenin (VTG) in the
liver of males. Thus the aim of this study was to determine the endocrine actions of Cd and
Zn in allowed concentrations in aquatic environments for the protection of aquatic life
through: a) study time desorption of Cd and Zn from outside the body; b) determination of
CBF of Cd and Zn in D. rerio after chronic exposure; c) assessment of the possibility of Cd
and Zn cause histological changes in the liver and gonads of males and females of D. rerio
d) analysis of the ability of Cd and Zn in inducing the production of VTG in the liver of
males of D. rerio. To perform the desorption test, adult organisms of D. rerio were
exposed for 72 hours Cd (1 pg/L of Cd) and zinc (180 pg/L of Zn) followed by washing
of the organism under test 2% nitric acid for different times (O h, 5, 60, 90, 120, 150 and
180 minutes) and subsequent construction of desorption curve. The analyses of BCF,
histologic and histochemical were performed after chronic exposure (21 days) under semi-
static system, with complete exchange of the solution every 72 hours in separat
concentrations allowed by national legislation (1 pug of Cd/L and 180 pg of Zn/L) and
international (0.25 pg Cd/L and 120 pg Zn/L) for protection of aquatic life. Thus, after the
end of exposure organisms were taken digestion, of the contaminant concentration of the
reading and the CBF was calculated as well as males and females were euthanized and
underwent histological preparation procedure, stained with hematoxylin and eosin and
qualitative analysis of gonads and liver histological was performed and males after
preparing suffered histochemical staining VTG detection in the liver. This waythe
desorption of metals it was different, with desorption of Cd performed in 90 minutes and
Zn in 60 minutes, the bioconcentration of Cd was similar in both exposure concentration
and the Zn was inversely proportional to the concentration exposed, histological analyzes
show that Cd and Zn cause pronounced changes in both gonads, as in female livers, but the
gonads of male suffered no serious changes and livers showed lesions that can compromise
the function of organ, besides, it was observed VTG production in the liver D. rerio males
exposed to Cd and Zn. Finally, the union of techniques shows that Cd and Zn, even at
concentrations allowed by law are able to act as IE in D. rerio, requiring changes in
legislation for more stringent values in order to ensure the endocrine health organisms
water.

Keywords: Toxicity - Tests. Histology. Histochemistry. Cadmium. Zinc.
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APRESENTACAO

A qualidade dos ecossistemas, em especial 0o aquatico, vem sendo alterada nas
ultimas décadas e intensificada ao longo delas, principalmente por meio de acles
antropicas decorrentes da industrializacdo apds a revolucdo industrial. Essa alteracao
ocorre em parte pela contaminacdo dos corpos d’agua por produtos quimicos organicos ¢
inorganicos levando a perda dos seus usos multiplos e ameacando a sobrevivéncia dos

organismos aquaticos.

Dentre os elementos encontrados no ambiente aquatico pode-se destacar 0s metais
potencialmente tdxicos, que sdo divididos em duas categorias, 0s essenciais, aqueles que
apresentam funcdo bioldgica definida, e os ndo-essenciais, aqueles que ndo apresentam
significado metabolico conhecido. Porém, ambas as categorias apresentam importancia
ecologica devido ao potencial de acumulacdo biologica e possivel desencadeamento de

toxicidade em funcdo desses elementos serem persistentes no ambiente.

Recentemente as pesquisas cientificas tém destacado a possibilidade de diversas
substancias quimicas, incluindo-se metais essenciais e ndo essenciais, atuarem como
interferentes enddcrinos (IE). Por definicdo, IE é toda substancia que possui a capacidade
de afetar o sistema enddcrino do organismo causando prejuizos a ele e/ou a sua prole,
mesmo em baixas concentra¢fes e por um longo periodo de exposi¢do, considerando o
ciclo de vida do organismo (OECD, 2012a).

Nesse sentido, considerando-se que 0s metais potencialmente toxicos apresentam a
capacidade de persisténcia no ambiente, ampla distribuicdo global e concentracGes-trago
nas aguas superficiais, merecem destaque quanto a investigacdo da possibilidade de
atuarem como IE’s. Tal avaliacdo deve ser realizada com organismos-teste de diversos
niveis tréficos e em concentracGes representativas tanto de ambientes naturais, quanto com

aquelas consideradas protetivas a vida aquética, por legislacdes vigentes.

Diante do exposto, a presente pesquisa buscou contribuir com informacdes acerca
da tematica “Metais potencialmente toxicos e a (possivel) atuagdo como IE” de modo a
responder as seguintes questes: 1) 0s metais potencialmente toxicos Cd e Zn atuam como
IE em organismos representativos de agua (por meio de testes de toxicidade com o



organismo-teste Danio rerio)? e 2) as concentrag0es permitidas em legislagédo nacional e
internacional asseguram a integridade endocrina, considerando periodos cronicos de

exposicao?

Para tanto, fez-se uso do organismo-teste Danio rerio e dos metais potencialmente
toxicos, cadmio (Cd) (metal ndo essencial) e zinco (Zn) (metal essencial), como
substancias-teste.

Afim de facilitar o entendimento da pesquisa por meio dos resultados obtidos, a

dissertacdo foi estruturada na forma de capitulos-artigos, da seguinte maneira:

» Capitulo 1: Revisdo bibliografica. Neste capitulo explora-se a problemética da
contaminacdo de ambientes aquaticos por metais potencialmente toxicos,
enfatizando-se a potencial capacidade de atuarem como IE e discute-se sobre a
seguranca de exposicdo da biota em concentracdes limites estabelecidas em
legislacBes nacionais e internacionais para protecdo da vida aquética;

» Capitulo 2: Aplicacdo ecotoxicologica do fator de bioconcentracdo dos metais
cadmio e zinco sobre Danio rerio: € possivel gerar um protocolo afim de se
detectar um valor real em testes laboratoriais?. Neste capitulo sdo expostos 0s
resultados obtidos na presente pesquisa, destacando-se o0s valores de
bioconcentragcdo dos metais no organismo-teste exposto as concentracdes testadas,
com base na legislacdo nacional - CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005, Cd = 1ug/L
e Zn = 180ug/L) e internacional (Cd = 0,25ug/L - USEPA, 2001 - e Zn = 120 pg/L
- USEPA, 1995) e faz-se uma proposta metodoldgica para suprir a falta de técnicas
que se preocupem com 0 contaminante adsorvido na parte externa do organismo-
teste para célculos do fator de bioconcentracao;

» Capitulo 3: Histopatologia de figado e gbnada de Danio rerio exposto ao cadmio
e zinco em concentragdes permitidas pela legislacdo Dbrasileira e norte
americana. Apresenta os resultados qualitativos de histologia dos tecidos de
gbnada e figado de machos e fémeas de D. rerio expostos a Cd e Zn (mesmas
concentragOes testadas no capitulo 2), como biomarcadores morfologicos para
avaliar a potencial IE dos metais.

» Capitulo 4. Analise de vitelogenina por método histoquimico como indicador de
efeito estrogénico em machos de Danio rerio expostos a cadmio e zinco. Ultimo

capitulo da dissertacdo e expde dados obtidos através da realizacdo da histoquimica



do figado de machos de D. rerio para deteccdo da possivel presenca de
vitelogenina. Essa proteina é um biomarcador especifico para detectar IE quando
presente em machos. Trata-se de uma abordagem pouco utilizada na literatura, mas,
com capacidade de fornecer informacGes importantes sobre a atuacdo de

contaminantes ambientais, como IE, a baixos custos.

Por fim a dissertacdo apresenta uma concluséo geral, levando em consideragdo o
embasamento teorico apresentado no capitulo 1 e os resultados da pesquisa obtidos nos
capitulos 2, 3 e 4, fornecendo assim dados importantes sobre a atuacdo de metais como
possiveis IE e que possam contribuir com dados literarios existentes a auxiliar 6rgaos
governamentais na tomada de decisdes quanto a valores permitidos de metais na legislagéo

para protecdo da vida aquatica assegurando a integridade enddcrina dos organismos.



CAPITILO 1: Revisdo Bibliogréafica

1.1 A problematica ambiental: énfase para interferentes

endocrinos

Os mulltiplos usos das &guas, destacando-se a protecdo da vida aquética, estdo
ameacados nas proximas décadas principalmente em fungdo da contaminagdo quimica. O
ambiente aquatico € altamente susceptivel a poluicdo, em parte porque é local consideravel
e intencional de liberacdo de produtos quimicos, através de lancamentos de efluentes de
esgoto doméstico e industrial, além de receber descargas acidentais de produtos quimicos
através de derramamentos, run-off, deposicdo atmosférica, vazamento de fossas sépticas e
aterros (SUMPTER, 2005; BURKHARDT-HOLM, 2010).

Desde o século XIX até o presente, o desenvolvimento industrial crescente e a
expansdo dos grandes centros urbanos propiciou a intensificacdo e diversificacdo da
producido industrial para diferentes fins (AMERICO et al., 2012; FERNICOLA;
BOHRER-MOREL; BAINY, 2004; TUNDISI, MATSUMURA-TUNDISI, 2011). Tanto o
processo produtivo quanto o consumo de tais produtos pela sociedade tem acarretado a
entrada acelerada de residuos quimicos nos sistemas aquaticos, desencadeando impactos a
satde ambiental a curto, médio e longo prazo (HACON, 2004). Nos Estados Unidos da
América (EUA) registram-se de 1.200 a 1.500 novas substancias quimicas por ano
(FONTENELE et al. 2010) e mundialmente apenas em 2014 foram registradas mais
substancias quimicas que o periodo de 1965 a 1990 (CAS, 2015) dentre essas, algumas

com comprovada atividade hormonal e outras com auséncia desse conhecimento.

Nesse contexto, quando uma substancia ou grupo quimico atua mimetizando um
hormdnio, estimulando ou blogueando a atuagdo normal de um horménio nos sistemas
biologicos, ele é conhecido como interferente enddcrino (IE). Dessa maneira, ha grande
interesse cientifico internacional de investigar quais grupos quimicos podem atuar no
ambiente aquatico como tal (IE) (BILA; DEZOTTI, 2007).

Existem diferentes definicbes para IE. A Organizacdo Mundial da Saide — OMS
(BERGMAN et al., 2012) define como substancias exdgenas que alteram a fungdo do
sistema endocrino e consequentemente causam efeitos adversos sobre a saude de um

organismo intacto, de sua progénie e de suas populacées, definicdo essa também adotada



pela Organizacgdo para a Cooperagéo e o Desenvolvimento Econdmico — OECD (OECD,
2012a).

O Programa Internacional de Seguranca Quimica - IPCS define como substancias
ou misturas presentes no ambiente capazes de interferir nas funcdes do sistema endocrino,

causando efeitos adversos em um organismo intacto ou na sua prole (FONTENELE, 2010).

Para a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA) IE s&o substancias
quimicas capazes de mimetizar um hormonio natural enganando o corpo e o levando a
responder a estimulos em excesso ou de forma inadequada, ou ainda bloqueiam o efeito de
determinados receptores hormonais e aquelas que estimulam ou inibem diretamente o
sistema enddcrino causando superproducgdo ou subproducdo de horménios (USEPA, 2015),
ressaltando que os diversos produtos possuem efeitos variaveis (ANDRADE-RIBEIRO et
al., 2006).

De acordo com Chichizola (2003) o nimero de substancias quimicas investigadas
em relacdo a sua toxicidade hormonal, ou seja, seus efeitos no sistema enddcrino é
minimo, levando-se em consideracdo o numero de substancias com possivel efeito
enddcrino, em humanos ou animais como mostra a Figura 1 que apresenta diversas classes
de compostos quimicos como metais (DYER, 2007), horménios (VANDENBERG et al.,
2012), pesticidas (MNIF et al., 2011), fa&rmacos (CALIMAN; GAVRILESCU, 2009) e até
mesmo produtos de higiéne pessoal (WITORSCH; THOMAS, 2010) que possuem suspeita

e investigacao acerca da possivel atuacdo como IE.

Sodré et al.,, (2007) ainda destacam outros grupos de potenciais substancias
consideradas IE no meio aquatico como: a) os plastificantes (ftalatos e bisfenol-A); b) os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA); c¢) as bifenilas policloradas; d) os
estrogénios naturais e artificiais e e) os retardantes de chamas bromados. Segundo 0s
autores, tais substancias atingem os corpos de agua por meio de fontes pontuais e difusas

de poluicéo, tornando os IE um problema cronico nestes ambientes.



Figura 1 - Possiveis substancias quimicas com efeito enddcrino.
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Fonte: Adaptado de DNRPWTD (2007).

Corroborando a Figura 1, Sumpter (2005) destaca que é sabido a existéncia no meio
ambiente de muitos produtos quimicos capazes de causar perturbacdes enddcrinas, estes
podem ter diferentes tipos de atividade (por exemplo, estrogénica, anti-androgénica), e
fazer com que os seus efeitos sejam expressos através de diferentes mecanismos de acdo
(ou seja, ser agonistas ou antagonistas, endégeno a hormonios, ou afetar a sintese de

horménios e/ou metabolismo).

Além disso, os efeitos dessas substancias sobre os organismos dependem da
intensidade do estresse, do tempo de contato com o organismo, da frequéncia a que este
organismo é exposto, da biologia, da fase de vida e da etapa do ciclo reprodutivo da
espécie (KENDALL et al., 1998), sendo o periodo de desenvolvimento, gestacdo e lactagdo
0s mais susceptiveis (KAVLOCK et al., 1996).

Isso ocorre porque o sistema enddcrino € um dos componentes indispensaveis do
processo de adaptacdo do organismo as mudancas nos meios internos e externos. E um dos
sistemas mais complexo e diverso, pois possui mecanismos variados e sofisticados que

controlam diversas fungdes nos organismos. Entre essas funcdes estdo a sintese, a liberacéo



e a ativagdo hormonal, o transporte na circulacdo, bem como o metabolismo e a

distribuicéo para a superficie ou o interior das células nas quais atuam (SANCHEZ, 2006).

Esse sistema apresenta intima interacdo com o sistema nervoso, € ambos juntos
controlam a homeostase e a resposta organica as diferentes situacdes ambientais. O sistema
nervoso informa o sistema enddcrino sobre o meio externo, e o sistema enddcrino regula a
resposta organica a condicdo informada (CHACON; LUCHIARI, 2011).

Portanto, ambos controlam e regulam as func¢des organicas. As principais glandulas
que constituem o sistema sdo: hipotalamo, hipofise, tiredide, adrenais, pancreas e génadas
(CHACON; LUCHIARI, 2011) e o principal link entre elas é o eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal que é o componente mais complexo do sistema enddcrino (Figura 2).

Figura 2 - Funcionamento do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal em peixes.
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Fonte: Almeida (2013).

Dessa forma, os estimulos favoraveis (externos e internos) estimulam regides do
hipotalamo provocando a secre¢do de GnRH (horménio liberador de gonadotropina), que
estimula as células gonadotropicas da hipdfise, secretando assim 0s hormdonios
gonadotrépicos (FSH e LH) (Weltzien et al., 2004).

Estes horménios interagem com seus receptores gonadais e influenciam a producgéo
de esterdides sexuais (androgenos, progestagenos e estrdgenos), responsaveis por manter o
funcionamento gonadal. Nas fémeas, estes esterdides (estrogeno), estimulam o figado a



produzir a proteina vitelogenina (VTG) que posteriormente serd incorporada aos 06citos no
ovario, auxiliando na maturacdo e desenvolvimento gonadal, bem como no

desenvolvimento embrionario em uma etapa seguinte.

Além disso, os esteroides sexuais realizam um controle em diferentes estruturas do
eixo, como no encéfalo e hipdfise, controlando dessa forma o processo reprodutivo. Porém
esses diversos estimulos podem sofrer interferéncia de compostos quimicos, provocando

alteracdes endocrinas, ou seja, agindo como interferentes endocrinos.

As caracteristicas dos fatores abidticos (compostos quimicos), as propriedades
fisico-quimicas dos IE, bem como as condi¢cGes ambientais em que eles se encontram,
determinam o seu modo de agdo refletindo no funcionamento endécrino (TILLITTI et al.,
1998). Desta maneira, as funcbes reprodutivas, o desenvolvimento, o0 comportamento, a
imunidade e a sobrevivéncia, nos diferentes organismos, podem ser comprometidos
(NICHOLS et al., 2011).

Por outro lado, pouco se sabe sobre o mecanismo de agdo dessas substancias
(SODRE et al., 2007), fato comprovando em reviso bibliogréafica onde pode-se observar a
falta de trabalhos que elucidassem esses mecanismos, uma vez que metais ainda sdo pouco
estudados como possiveis interferentes enddcrinos. Porém, este é um fator de extrema

importancia para o entendimento dos compostos quimicos que atuam como IE.

Sabe-se que o sistema enddcrino é complexo e variavel de acordo com a espécie,
além de ser precurssor de diversas funcdes bioldgicas, dificultando assim o entendimento
dos mecanismos de agdo dessas substancias (TARRANT et al., 2005) fator chave para
prevencéo de seus efeitos.

De acordo com Crisp et al. (1998), a preocupacdo com esse tipo de substancia
quimica visando a possivel perturbacdo do sistema enddcrino de seres humanos e animais
remonta a década de 1990, e vem crescendo com o passar dos anos como mostra o Gréafico
1, onde é possivel perceber que até o ano de 1995, de acordo com o portal e periddicos da
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES apenas um
artigo havia sido publicado com o termo “ interferente endocrino” — do inglés “endocrine
disruptor” — dando um salto para mais de 3700 trabalhos apenas no ultimo quinquénio
(2011 - 2015).



Gréfico 1 - Numero de publicagdes indexadas com o0 termo “endocrine disruptor”.
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Fonte: o autor.

Tal revisdo reforca que nos Gltimos anos varios trabalhos vem sendo realizados na
tentativa de comprovar os efeitos causados a exposicdo aos IE frente a biota,
principalmente aquética, uma vez que a maioria dos compostos tem como destino final

esses ambientes.

Pode-se afirmar que pouco se sabe sobre a a¢do dos IE, e quais 0s compostos que
possuem tal capacidade. Existe a suspeita de muitas substancias, porém, poucos com acao
confirmada, sendo a comprovacdo dessas substancias dificultadas, isso porque o sistema
aquatico é uma mistura complexa de substancias, onde as mesmas podem interagir e sua
forma de acédo sofrer alguma modificacdo, podendo agir de forma agonista ou antagonista.
Vale ressaltar que no Brasil ndo existe legislacdo vigente pertinente a protecdo da vida

aquatica com vista a atuacéo endocrina de substancias quimicas.

Em relacdo a pesquisa cientifica, mais estudos precisam ser elaborados visando
esclarecer o papel dos contaminantes ambientais sobre os diversos distdrbios enddcrinos e
metabolicos, certos tipos de cancer, entre outras enfermidades, cabendo a comunidade
cientifica, por meio de suas sociedades, fornecer informacgdes seguras aos 0Orgaos
governamentais e a populagdo em geral. Assim, medidas cabiveis, como alteracdo da

legislacdo, aumento da fiscalizacdo e mudancas na forma de despejo de rejeitos quimicos
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poderdo ser empregadas de modo a minimizar 0s potenciais danos atribuiveis aos IE sobre
0 meio ambiente e a saide do homem (FONTENELE et al., 2010), uma vez que este
problema da vida moderna pode colocar a existéncia de muitas espécies em risco
(SIMOES et al., 2014).

Por fim, de acordo com Tundisi e Matsumura-Tundisi (2011) a interferéncia
enddcrina de substancias quimicas devera ser foco e um dos principais objetivos de

pesquisa cientifica dos proximos 25 anos.

1.2 Metais potencialmente téxicos: énfase para cadmio e zinco

Pesquisas sobre IE possuem o foco em compostos organicos como inseticidas,
detergentes, solventes, hormonios, retardantes de chama e outros produtos que estdo
presentes nos corpos d’agua em detrimento de compostos inorganicos, como ¢ o caso dos
metais, que também estdo presentes nos referidos sistemas e caracterizam-se por serem
persistentes, bioacumulativos e potencialmente tdéxicos, (BIANCHINI; MARTINS;
JORGE, 2009).

Assim, uma vez no ecossistema aquatico, os metais sao distribuidos nos diversos
compartimentos do ambiente, como solo, sedimento, plantas e animais (SANTANA;
BARRONCAS, 2007), sendo que a sua possivel toxicidade depende de inimeros fatores
como a sintomatologia especifica varia de acordo com o metal em questdo, a dose total
absorvida e se a exposicao foi aguda ou crénica (ADAL; WIENER, 2014), bem como a via
de exposicdo, podendo os efeitos distribuirem-se pelo organismo, afetando varios érgaos,
alterando processos bioquimicos, organelas e até mesmo membranas celulares (NAKANO,
AVILA-CAMPOS, 2009).

Dentre os metais, alguns como o ferro, zinco e cobalto sdo essenciais aos seres
vivos, pois mesmo em pequenas concentracdes apresentam importante papel no
funcionamento do metabolismo, uma vez que participam dos processos fisiol6gicos. Por
outro lado, metais como o cadmio, mercurio e chumbo (ndo-essenciais) ndo possuem
funcdo biologica conhecida e sdo geralmente toxicos a uma variedade de organismos
(MASSABNI, 2006).

A figura 2 apresenta o comportamento desses elementos no desenvolvimento dos

organismos em relacéo a concentracdo de exposicdo. Pode-se perceber que mesmo o metal
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essencial (Figura 3) em uma determinada concentracdo pode apresentar toxicidade, fato
esse corroborado por Esteves e Guariento (2011), assim como o metal ndo essencial
(Figura 3) nao apresenta fases de deficiéncia e ou concentracdo 6tima, apenas concentracao
toleravel, aquele em que o organismo consegue sobreviver sem ser afetado e a fase toxico a

qual o organismo sofre efeito da exposicao.

Figura 3 - Comportamento de metais no organismo.
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Fonte: Modificado de Martin; Sigal (1980 citado por Silva, 2002).

Legenda: A) Metal essencial e B) Metal ndo-essencial.

No ambiente aquéatico os metais podem se apresentar na forma i6nica, particulada,
dissolvida e/ou complexada distribuindo-se por diferentes compartimentos através de
varios processos, tais como: 1) interacdes ibnicas simples; 2) associagdo com particulas; 3)
nucleacdo e aglomeracdo; 4) oxidacGes e reducdes quimicas e bioldgicas; 5) complexacao
com ligantes; 6) adsorcdo e absor¢do por microorganismos, e sua disponibilidade quimica
depende também da sua forma/espécie e caracteristicas do meio como pH e o potencial de
oxi-redugdo do proprio meio (PEDROZO; KUNO, 2008; BIANCHINI; MARTINS;
JORGE, 2009; ESTEVES; GUARIENTO, 2011).

Dessa maneira, um organismo aquatico, pode apresentar dois tipos béasicos de
comportamento em relagdo aos metais: ou é sensivel & acdo toxica de um determinado
metal, ou ndo € sensivel mas o bioacumula, potencializando seu efeito nocivo através das
cadeias alimentares de forma a colocar em risco organismos situados nos topos destas
cadeias (VIARENGO, 1989), por isso, a toxicidade dos metais é algo que vem sendo
discutido e estudado a muitos anos (JULA, 1971).
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Em relacdo ao efeito de interferéncia enddcrina dos metais o0s autores lavicoli;
Fontana; Bergamaschi (2009) fazem quatro recomendacoes:
(1) identificar os mecanismos de acdo, porque no momento s6 alguns foram
elucidados. Neste contexto, a possivel presenca de hormese necessita de ser
determinado, como atualmente isso foi relatado exclusivamente para a exposicéo
Cd e arsénio (As); (2) estudar o possivel efeito aditivo, sinérgico, ou antagonista
sobre o sistema enddcrino, ap6s a exposi¢do a uma mistura de metais, uma vez
que ha uma falta de disponibilidade destes estudos, e em ambientes ocupacionais
ou gerais; (3) avaliar os potenciais efeitos adversos sobre o sistema endocrino de
exposicdes de baixo nivel para os metais, uma vez que a maioria das
informacdes disponiveis atualmente sobre os quimicos desruptores endécrinos
provém de estudos em que os niveis de exposicdo foram particularmente

elevados; e (4) avaliar os efeitos de outros metais presente no ambiente em geral
sobre os sistemas endocrino e reprodutivo (p. 206).

Na visdo de Salgado (2008), um dos metais que merece destaque é o Cd, visto que
0 mesmo é colocado em oitavo na lista prioritaria de substancias listadas como sendo

perigosas.

O Cd é um metal encontrado na natureza associado a sulfitos de minérios de Zn,
Cu e Pb. As fontes naturais de Cd na atmosfera s&o a atividade vulcéanica, a eroséo de
rochas sedimentares e fosfaticas e os incéndios florestais (CETESB, 2012a), porém as
fontes antropogénicas como mineracdo, producdo de metais, combustdo de combustiveis
fosseis e deposicdo inadequada de produtos que utilizam Cd em sua constitui¢do, por
exemplo baterias de Ni-Cd, e emissfes industriais sdo as maiores responsaveis pela

contaminacdo por Cd e 0 aumento da sua concentracdo no ambiente (UNEP, 2010).

Determinados sais e complexos de Cd sdo sollveis e apresentam significativa
mobilidade na &gua, enquanto as formas ndo sollveis ou adsorvidas ao sedimento
apresentam pouca mobilidade. O Cd adsorvido a argila ou material organico pode entrar na
cadeia alimentar, sendo o ion Cd a forma mais comum de disponibilidade para os

organismos aquaticos e sua absorcao influenciada pela dureza da dgua (SALGADO, 2008).

Ramirez (2002) destaca que o Cd é um dos maiores agentes toxicos associados a
contaminacéo industrial e ambiental porque reune caracteristicas importantes relacionadas
a possibilidade de atuacdo como elemento toxico: 1) acarreta efeitos adversos no homem e
no meio ambiente; 2) bioacumulavel; 3) persistente no meio ambiente e 4) capaz de se

locomover por grandes distancias através do vento ou de corpos d’agua.
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Os efeitos observados em animais aquaticos expostos a Cd sdo variados, como
mostra a Tabela 1, onde podemos observar efeitos como a redugdo na taxa de natacdo de
organismos aquaticos, diminuicdo enzimatica, alteracGes histoldgicas em diferentes 6rgaos

e espécies, entre outros efeitos.

A mesma Tabela ainda auxilia na percep¢do de que os efeitos toxicos provocados
por Cd dependem de diferentes fatores como a concentragdo de exposicao e a espécie em
questdo, afirmacéo corroborado por Gomes et al. (2009) quando determinada a CLso— 96h
para curimatd (Prochilodus vimboides) e piaucu (Leporinus macrocephalus), e encontra
valores de sensibilidade diferentes (CLsp — 96h de 3,16 e 7,42 mg/L respectivamente),
sendo o curimatd, aproximadamente duas vezes mais sensivel a esse elemento em relagdo

ao piaucu.

As diferentes concentracdes estudadas nas pesquisas acima podem ndo causar a
morte do organismo, mas os efeitos observados sdo prejudiciais e de modos diferentes
podem influenciar na sobrevivéncia e/ou no desenvolvimento da espécie e até mesmo na
reproducdo. Alteracdes no tecido branquial (GARCIA-SANTOS, 2007) podem diminuir a
capacidade respiratdria e consequentemente causar mudancas no comportamento do
organismo e em um periodo prolongado a morte por insuficiéncia respiratéria, assim como
a mudanca do comportamento de fuga, tornando o organismo mais susceptivel a
predadores ou alteracdes nos niveis energéticos (SORNOM et al., 2012), bem como
alteracdes nos gametas (MOREIRA, 2010) que influenciam na capacidade repodutiva.

Tabela 1 - Efeitos toxicos detectados em diferentes organismos aquéaticos quando expostos a concentragdes
de cAdmio em diferentes tempos de exposicao.

Organismo Concentracéo(des) Tempo de Efeito(s) Autor(es)
estudada exposicao observado(s)
Rhamdia quelen 170 e 340 pg/L 7el4dias | Alteragdes Pretto (2008)
(peixe) enzimaticas e
metabolicas
Dikerogammarus 500 pg/L 4 minutos e | Efeito celular | Sornom et al.
villosus (camarao) 24 horas toxico, mudangas no | (2012)

comportamento  de
fuga a curto prazo e
afetou as reservas
energeéticas

Gammarus 240 e 280 pg/L 48 horas Diminuicdo na | Morillo-Velarde
aequicauda atividade de natacdo | et al. (2010)
(anfipoda) no periodo noturno

Lymnaea luteola 32, 100, 320, 560 e 7 semanas Reducéo no | Das; Khangarot
(caracol) 1000 pg/L crescimento e nas | (2010)

taxas de consumo
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alimentar
Tanytarsus dissimilis | 3,8 pg/L 10 dias Reducédo no | Anderson et al.
(quironomideo) crescimento e na | (1980)
sobrevivéncia
Achatina fulica 500 e 1000 ug/L | 48 horas AlteracOes Chandran et al.
(caracol) bioguimicas na | (2005)
glandula digestiva e
no rim
Gymnotus carapo 30e40 uM Entre 24 ¢ Alteracbes Moreira (2010)
(peixe) 96 horas histologicas na
gbnada,

morfolégicas no
figado e no rim e
deformidade nos
espermatozoides

Oreochormis 25000 pg/L 96 horas AlteracOes Garcia-Santos

niloticus (peixe) histolégicas nas | (2007)
branquias

Ophiocephalus 630 pg/L 96 horas Alteracbes Bais; Lakhand

striatus (peixe) histolégicas nas | (2012)

branquias, figado,
estdbmago e intestino

Esomus danricus 6,36; 63,6; 636,3 ug/L | 28 dias Alteracdo Das; Gupta
(peixe) histologica no | (2013)
intestino

Fonte: o autor.

Através dos estudos acima € posivel perceber a periculosidade apresentada pelo Cd
com vista a seus efeitos toxicos, que podem ser observados em organismos bentonicos,
algas a peixes de grande porte, apresentando toxicidade diferente em relagdo aos diferentes
organismos, e concentracdo de exposi¢do. Sendo assim, e aliando a ampla distribuicdo de
Cd nos ambientes aquaticos faz-se necessario o estudo da possivel atuacdo como IE de tal

elemento para assegurar a protecdo da vida aquatica.

Além do Cd, considerado um metal ndo-essencial, sabe-se da existéncia de metais
com importancia para o funcionamento dos sistemas e apresentam fungdo bioldgica
definida, em contra partida também sabe-se que em determinadas concentra¢es podem ser
toxicos (SILVA, 2002).

Esse metal é o vigesimo quarto elemento mais abundante na crosta terrestre e pode
ser encontrado no ar, atraves de emissdes vulcanicas e incéndios florestais, na agua e no
solo através de processos erosivos, uma vez que € um metal encontrado em diversas
rochas, minerais e sedimentos carbonaticos e possui distribuicdo continua e facilitada

devido a diversidade de processos ambientais que o mesmo sofre, porém, em escala global,
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as atividades antropogénicas sdo as maiores responsdveis pelo aumento de sua
concentracdo no ambiente (ATSDR, 2005; ICZ, 2014; 1ZA, 2014).

Além disso, Zn pode combinar-se com outros elementos formando compostos de
Zn, apresentando assim muitos usos na indudstria automobilistica, de construcdo civil e de
eletrodomésticos (CETESB, 2012b). Essas industrias geram enorme quantidade de
residuos por parte da populacdo, representados pelo descarte inadequado de restos de
equipamentos acima citados. O zinco também é utilizado no processo de galvanizacéo do
aco e/ou do ferro e em cosmeéticos, como protetores solares (BIANCHINI; MARTINS;
JORGE, 2009).

Destaca-se que no Brasil existem legislacdes que dispdem sobre o descarte de
elfuentes (BRASIL, 2011), como de reriduos sélidos (BRASIL, 2010), obrigando as
insdustrias a fornecerem um destino final adequado aos seus rejeitos na tentativa de nédo

contaminacdo do ambiente, seja ele terrestre ou aquético.

Nos organismos aquéticos, em especial peixes, existem dois mecanismos distintos
pelo qual 0 Zn causa efeitos toxicos. Em concentracdes subletais (varidvel de acordo com a
espécie) pode causar hipocalcemia diminuindo funcdes renais e causando efeitos 0sseos, a
perda de Na* e CI" que também pode interferir nas fungdes renais, bem como a inibicio da
anidrase carbdnica nas branquias causando prejuizos ao transporte de CO, e nas células
sanguineas alteram o controle do pH. J& em niveis letais, 0 mecanismo de toxicidade esta
associado a hipoxia causada por dano nas branquias uma vez que elevados niveis de Zn
causam a separacdo do epitélio branquial das lamelas levando a diminuigcdo da pressdo
parcial de oxigénio do sangue adrtico, podendo resultar em morte (BIANCHINI;
MARTINS; JORGE, 2009).

Além dos efeitos citados, como é possivel observar na Tabela 2, 0 Zn, assim como
Cd, é responsavel por diversos outros efeitos em diferentes organismos, mantendo-se o
padrdo de diferentes efeitos, nos diferentes organismos. Levando-se em consideracdo a
possibilidade de atuar como IE deve-se destacar que Zn diminiu a atividade metabolica d
alga Pseudokirchneriella subcapitata (BRITO, 2011) e diminuicdo de ovos de copépodo
calanoide Acartia tonsa (IHARA; PINHO; FILLMAN, 2010), fatores que interferem

diretamente na manutencao das espécies do ambiente.
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Tabela 2 - Efeitos toxicos detectados em diferentes organismos aquaticos quando expostos a concentragdes
de zinco em diferentes tempos de exposicéo.

Organismo Concentracao(Bes) Tempo de Efeito(s) Autor(es)
estudada exposicao observado(s)
Lithobates catesbeianus | 27,8; 278 € 2780 ug/L | 13 dias Alteracbes em | Marcantonio et
(rd) parametros al. (2011)
hematolégicos
Pseudokirchneriella 392 ug/L 72h Reducédo do | Brito (2011)
subcapitata (microalga) crescimento e
diminuicao da
atividade
metabolica
Mysidopsis juniae | 19; 38; 75; 150 e 300 | 7 dias Diminuicdo  no | Figueiredo et
(misidaceo) ug/L nimero de fémeas | al. (2013)
COm OVO0S
Acartia tonsa | 500; 750; 1000; 1500; | 48 horas Diminuicdo  na | lhara;  Pinho;
(copépodo calanoide) 2000 e 2500 ug/L producéo de ovos | Fillman, (2010)
Tanytarsus  dissimilis | 38,8 ug/L 10 dias Reducédo no | Anderson et al.
(quironomidio) crescimento e na | (1980)
sobrevivéncia
Achatina fulica | 500 e 1000 pg/L 48 horas Alteracoes Chandran et al.
(caracol) bioguimicas  na | 2005
glandula digestiva
enorim
Labeo rohita (peixe) 2000 pg/L 10 e 28 dias | Alteracdes Bhatikar
morfolégicas e | (2011)
histolégicas  no
figado
Oreochromis niloticus | 2000, 4000 e 6000 | 7e28dias | AlteracGes Abdel-Warith
(peixe) pg/L histolégicas  no | etal. (2011)
figado
Carassius gibelio 100, 500, 1000, 1500 e | 96 horas Alteracoes Velcheva;
(peixe) 2000 pg/L histol6gicas  nas | Arnaudo;
branquias Georgieva
(2010)
Labeo rohita (peixe) 5000 e 10000 pg/L 5e 15 dias Alteracdo Logonathan et
histol6gica no | al. (2006)

cérebro

Fonte: o autor.

Assim, de modo geral os metais sdo fontes importantes de danos causados aos

ambientes aquaticos, e segundo Castro (2006) demanda acdes do poder publico e da

sociedade, no sentido de reduzir os teores desses contaminantes toxicos langados, visando

a recuperacdo do ecossistema, porém para isso € necessario adequar os niveis permitidos

pelas legislacGes nacionais e internacionais, assim como maior empenho por parte do

Estado (JULA, 1971).

Dessa forma, a legislagdo nacional - CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) e

internacional (USEPA, 1995 e 2001), estabelecem limites maximos permissiveis de

diferentes compostos para fins de protecdo da vida aquatica, considerando-se efeitos
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toxicos agudos (com base na CL50 - concentracdo letal a 50% da populagdo exposta) e
cronicos (com base nos valores de CENO — concentracgdo de efeito ndo observado e CEO —
menor concentracdo de efeito observado), valores esses distintos entre a legislacdo

brasileira e norte americana conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Valores dos contaminantes permitidos de acordo com a legislag&o.

Legislacao Agua
Metal CONAMA USEPA
(357/09) agudo Cronico
Cadmio lug/L 2,0 pg/L 0,25 pg/L
Zinco 180 pg/L 120 pg/L 120 pg/L

Fonte: BRASIL (2005) e USEPA (1995 e 2001).

Por outro lado, ndo h& na legislagio uma concentracdo permitida de metais
potencialmente tdxicos levando-se em consideracdo a integridade endocrina dos
organismos aquaticos, situacdo essa que pode comprometer a perpetuacao das espécies e
causar desequilibrios ambientais. Neste contexto algumas pesquisas cientificas abordam a
possibilidade desses elementos atuarem como possiveis IE (CHICHIZOLA, 2003;
ANDRADE-RIBEIRO et al., 2006; BILA; DEZOTTI, 2007; TOGNON, 200-?;
IAVICOLI; FONTANA; BERGAMASCHI, 2009; GEORGESCU et al., 2011; ALBE,
2013).

Dentre esses autores lavicoli; Fontana; Bergamaschi (2009) reunem em seu artigo
diversas informacOes sobre os efeitos de metais potencialmente toxicos em seres humanos
e mostram a importancia de tais estudos para a populagdo, bem como exploram a falta de
trabalhos com o enfoque de comprovar a possivel atuacdo como IE dos metais e a falta de
estudos em diferentes niveis troficos pensando no ambiente como um todo. Nesse sentido,
trabalhos que abordem os metais potencialmente toxicos com esse possiveis danos séo
necessarios de serem realizados, na tentativa de propor valores e/ou fracbes do
contaminante para seguranca da vida aquédtica e integridade enddcrina dos sistemas
bioldgicos mantendo a reproducdo e perpetuacdo das espécies no ambiente, uma vez que
determinar a toxicidade crbnica baseado apenas na sobrevivéncia da espécie ndo é
suficiente para caracterizacdo da toxicidade de algumas substancias (ARENZON et al.,
2013).
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Diante do exposto é possivel inferir que os metais em questdo possuem efeito
toxico a biota aquatica mesmo em baixas concentracdes, como foi possivel observar nas
Tabelas 1 e 2. Nas mesmas tabelas também e possivel verificar que ndo existem trabalhos
que enfoquem a possivel atuacdo de metais como IE, porém dados desse nivel poderiam
ser extraidos das pesquisas, uma vez que foram investigadas alteracdes histologicas nas
gbnadas (MOREIRA, 2010), diminui¢do do nimero de ovos (FIGUEIREDO et al., 2013) e
diminuicdo na producdo de ovos (IHARA; PINHO; FILLMAN, 2010), faltando trabalhar
os dados na perspectiva de possivel atuacdo como IE embora alguns dados ja demonstrem

essa caracteristica.

Deste modo, deve-se incentivar trabalhos com essa visdao, merecendo aten¢do dos
pesquisadores, principalmente com o avanco da tecnologia e a inovacdo de diversas
técnicas, podendo assim investigar diversos efeitos até mesmo em nivel molecular, bem
como dos governantes em relacdo aos valores permitidos no ambiente aquatico com a
finalidade de protecdo da biota aquatica. Isso porque o sistema enddcrino garante a
reproducdo e perpetuacdo das espécies, bem como o bom funcionamento da cadeia
alimentar, ndo causando, dessa forma, desastres ecoldgicos, ou seja, ndo perdendo nenhum
elo na cadeia alimentar, garantindo que todos os niveis tréficos tenham alimento suficiente

para a sobrevivéncia em equilibrio das espécies animais e vegetais.
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CAPITULO 2: Aplicacdo ecotoxicoldgica do fator de bioconcentracéo
dos metais cadmio e zinco sobre Danio rerio: € possivel gerar um

protocolo afim de se detectar um valor real em testes laboratoriais?

Resumo

Objetivo deste trabalho foi determinar o Fator de Bioconcentragdo (FBC) de Danio rerio
apos exposicdo cronica aos metais Cd e Zn e determinar o tempo de dessor¢do dos mesmos
da parte externa do organismo. Organismos adultos de D. rerio foram expostos a
concentracdes permitidas em legislacdo de Cd (0,25 e 1 pug/L) e Zn (120 e 180 ug/L) por
21 dias em regime semi-estatico, ao final da exposi¢cdo os mesmos foram digeridos e a
leitura da concentracdo dos contaminantes foi realizada e o FBC foi calculado. A dessor¢ao
dos metais da parte externa do organismo foi realizada ap6s exposi¢do por 72 horas a Cd e
Zn seguindo-se a lavagem de cada organismo-teste em acido nitrico 2% por diferentes
tempos (Oh; 5; 60; 90; 120; 150 e 180 minutos). A bioconcentracdo de Cd foi semelhante
nas duas concentracbes de exposicdo e a de Zn foi inversamente proporcional a
concentracdo exposta. Em relagdo a dessor¢cdo dos metais 0S mesmos apresentaram
diferencas, sendo a dessor¢do de Cd realizada em 90 minutos e a de zinco em 60 minutos,
comportamento que pode estar associado a caracteristica de ndo-essencialidade e
essencialidade dos respectivos metais. Dessa forma, FBC é uma ferramenta importante em
toxicologia ambiental por indicar as concentragdes incorporadas pelos organismos e o teste
de dessorcdo destaca-se como a proposta de uma nova ferramenta no auxilio a realizacdo
do mesmo, para que assim, em testes laboratoriais, seja possivel inferir a real concentracdo
do contaminante capaz de causar efeito nocivo ao organismo, auxiliando na estimativa de
concentracdo segura de exposicdo visando a protecdo da vida aquatica.

Palavras-chave: Metais potencialmente toxicos. CONAMA 357/05. USEPA. Fator de
bioconcentragdo. Dessorcéo.

2. 1 INTRODUGCAO

Uma das principais preocupac@es ambientais na atualidade refere-se a presenca de
poluentes nos ambientes aquaticos e o seu reflexo na perda dos usos desejaveis para o
referido recurso (PONS-BRANCHU et al., 2015). Nesse contexto, elementos metalicos
potencialmente toxicos e metaldides, por serem estaveis e com propriedades de se
bioacumularem na biota, tém sido amplamente estudados em termos quimicos e

toxicolégicos.

Considerando-se a presenca dos metais nos ambientes aquaticos, destaca-se o
cadmio (Cd), por ser um elemento extensivamente utilizado em atividades antropicas de
amplo alcance ambiental, tais como 1) atividades de mineragdo de metais ndo ferrosos e

refino; 2) na producdo e aplicacdo de fertilizantes fosfatados; 3) na queima de
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combustiveis fosseis e incineragdo de residuos; 4) na producdo de pigmentos e 5) na
producdo de plasticos (ATSDR, 2012). Tal elemento ndo é considerado essencial para as
atividades fisiologicas, e tem sido classificado como toxico para diferentes grupos de
organismos, em diferentes niveis tréficos (GAUTAM, et al., 2014), em baixas
concentragfes (na ordem de pg/L), destacando-se na literatura os efeitos toxicoldgicos
sobre espécies de peixes, reportados a décadas (EIFAC, 1977).

Segundo literatura  (SKIDMORE,  1964; IAVICOLLI; FONTANA;
BERGAMASCHI, 2009), outro metal que destaca-se e recomenda-se em termos de
estudos ambientais é o zinco (Zn). E sabido que esse elemento esta presente naturalmente
nos ambientes, porém, sua entrada nos corpos de &gua tem sido acelerada em funcéo de
atividades antropogénicas variadas, destacando-se dentre elas: 1) atividades de mineracéo;
2) purificacdo de minérios; 3) queima de carvdo e 4) queima de residuos (WHO, 2001;
ATSDR, 2005).

Esse elemento, apesar de ser essencial aos sistemas biologicos como, por exemplo,
sua atuacdo como cofator de mais de 300 enzimas de 50 tipos diferentes (VALLE;
FALCHUK, 1993) e cerca de 20 metaloenzimas como anidrase carbdnica e fosfatase
alcalina (WATANABE; KIRON; SATOH, 1997); além de auxiliar na prevencdo ao
estresse oxidativo, como na prevencdo da peroxidacdo de lipidios (MARTINEZ-
ALVAREZ; MORALES; SANZ, 2005, etc), pode causar efeitos toxicos em funcdo da
relacdo entre a concentracdo, o tempo de exposicdo e sensibilidade da espécie exposta. Na
literatura, tais efeitos sdo destacados para peixes, e algumas alteracdes bioldgicas relatadas
séo diminuicdo na ecloséo de ovos e atividade larval (CHEN et al., 2014), reducdo no
consumo de oxigénio pelas branquias (DOBREVA; TSEKOV; VELCHEVA, 2008),
alteracbes histoldgicas no figado (NUNES et al., 2015) e alteragbes hematoldgicas
(WITESKA; KOSCIUK, 2003).

Considerando-se que os endpoints bioldgicos sdo respostas variaveis em fungéo da
concentracdo incorporada pelos sistemas bioldgicos, o estudo da bioconcentracdo ¢ uma
ferramenta ecotoxicoldgica que pode fornecer informagdes precisas sobre a concentracdo
capaz de afetar os organismos. Segundo Davies e Dobbs (1984), fator de bioconcentragdo
(FBC) € o termo usado para quantificar a tendéncia de um composto se concentrar em um
organismo aquatico. Por meio da comparacdo do FBC, inter e intra espécies é possivel

averiguar alguns pardmetros toxicologicos, dentre eles a vulnerabilidade de diferentes
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espécies a um mesmo contaminante ou de uma mesma espécie a diferentes contaminantes,
assim, torna-se viavel predizer valores de contaminantes no ambiente aquatico que

realmente protejam a vida aquatica.

Devido a importancia deste tipo de analise para a protecdo da vida aquética
diferentes agéncias governamentais, entre elas a Organizacao para Cooperagdo Econémica
e Desenvolvimento (OECD), Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana (USEPA),
Escritorio de Seguranca Quimica e de Prevencdo da Poluicdo (OCSPP) e Ministério
japonés da Agricultura, Florestas e Pescas (JMAFF) (CRETON et al., 2013) trazem guias
normatizados para a realizacdo desse teste com diferentes espécies de peixe, entre elas
Danio rerio, Pimephales promelas, Cyprinus carpio, Oryzias latipes, Poecilia reticulata,
Lepomis macrochiru, Oncorhynchus mykiss e Gasterosteus aculeatus (USEPA, 1996;
OECD, 2012b), porém normas como a proposta da USEPA (1996) ndo contempla a forma
que o organismo deve ser utilizado, seja ele a nivel de érgdos ou inteiro e ndo faz um alerta

sobre o poluente adsorvido na parte externa do mesmo.

Desse modo, as diversas pesquisas determiam o FBC com partes do organismo, em
especial o musculo, porém os peixes mais utilizados para testes toxicoldgicos laboratoriais
com fins de predicdo da qualidade ambiental sdo peixes de pequeno porte, destacando-se
na atualidade a espécie D. rerio. Em func¢do da condicdo bioldgica anteriormente citada, a
pratica de separacdo total dos 6rgdos para o estudo do FBC torna-se de dificil manuseio e
com elevados riscos de perdas de tecidos. Dessa maneira a alternativa viavel para esse tipo
de estudo, visando minimizar os erros, seria 0 uso do organismo na integra para analise da

incorporacdo de poluentes, alternativa corroborada por Davies e Dobbs (1984).

O FBC tem uma representatividade ecoldgica importante, uma vez que o
contaminante incorporado ao organismo pode ndo causar prejuizos ao mesmo, mas em
termos ambientais pode levar a morte o seu predador e/ou pode ser transferido a estagios
de desenvolvimento mais susceptiveis, como ovas de peixe, causando prejuizos a prole.
Um fator importante que deve ser considerado ao se utilizar o organismo-teste como um
todo para a analise de bioconcentracdo em escala laboratorial, € ndo quantificar o poluente
adsorvido na parte externa do organismo. O célculo para a interpretagdo da toxicidade
individual deve ser feito com valores reais da concentracdo do contaminante de fato

incorporado no organismao.
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Por fim, destaca-se que em escala laboratorial o contaminante adsorvido a parte
externa do organismo ndo deve ser levado em consideragdo pois o0s estudos sdo feitos com
base nas respostas bioldgicas e endpoints individuais, diferente de estudos in situ, uma vez
que peixes sdo elo da cadeia trofica servindo como alimento para espécies maiores que
ingerem 0 organismo inteiro biomagnificando o0 contaminante. Neste caso a
bioconcentracdo, além de feita com o organismo inteiro também deve levar em

consideracdo o adsorvido a parte externa.

Diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivo responder as seguintes
questdes: 1) E possivel utilizar métodos de dessor¢do com banho acido para eliminar
metais da parte externa dos organismos-teste a fim de gerar o FBC efetivo? 2) Tal método
pode ser utilizado como padrdo para remover metais essenciais e ndo-essenciais?; 3)
Considerando-se exposicdo do organismo-teste Danio rerio a baixas concentracdes de
metais (ug/L) o FBC é um indicativo relevante em termos de toxicidade ambiental e 4) A
geragdo de valores permitidos por legislacdo, para a protecdo da vida aquatica devem ser

revistos diante desse indicador?

2.2 DESENHO EXPERIMENTAL

2.2.1 Bioconcentracao de cadmio e zinco em adultos de Danio

rerio

Organismos adultos de D. rerio, obtidos de forma comercial no Pet Shop Aguia de
outro na cidade de Sorocaba/SP foram submetidos a teste de toxicidade cronica com os
metais Cd e Zn, separados, por 21 dias, em regime semi-estatico (troca da solucdo a cada
72 horas), seguindo-se as recomendacdes de OECD (2010), adaptada para o tempo de
exposicdo. Utilizaram-se duas concentragdes nominais de Cd (1pug/L e 0,25ug/L) e duas
concentracdes de Zn (180pg/L e 120upg/L), preparadas a partir de sulfato de Cd
(CdS0,.8/3H,0, Dinamica®, pureza 99% - 102%) e sulfato de Zn (ZnSO,.7H,0,
Dinamica®, pureza 99% - 103%), respectivamente. As maiores concentracdes de cada
metal foram baseadas na legislacdo brasileira CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) e as
menores concentracOes, na legislacdo norte-americana (USEPA, 1995 para o zinco e
USEPA, 2001 para o cadmio), todas estabelecidas visando a protecdo da vida aquatica. O
controle experimental foi montado com a &agua de cultivo, a partir de agua de
abastecimento (ABNT, 2015) previamente desclorada e tratada com filtro de carvdo em pé

ativado. Para cada condicdo experimental utilizou-se aquérios de vidro (2L) recobertos
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com sacos pléasticos descartaveis e 5 réplicas contendo 3 organismos-teste em cada (n=15).
O experimento foi mantido em ambiente climatizado, com temperatura e fotoperiodo
controlado para 25°C+1°C e 12h:12h — claro:escuro, respectivamente. A alimentacdo foi

composta de racdo comercial (TetraMin®) “add libitum” uma vez ao dia.

Ao final do periodo de exposicdo, em média 12 organismos-teste foram
selecionados aleatoriamente, sacrificados por introducdo direta em &lcool PA e
encaminhados para estufa de secagem a 60°C, por 48 horas, de modo a assegurar um total
de 1g de peixe seco, quantidade requerida para o processo de digestdo acida e posterior
calculo do FBC. As amostras bioldgicas desidratadas foram alocadas em tubos de ensaio
seguindo-se a adicdo de 10 ml de acido nitrico (Sigma-Aldrich®, pureza >99%) e 240 ml
de agua destilada. Esse preparado foi destinado para placa aguecedora (90°C a 130°C), até
reducdo do volume para aproximadamente 2 ml. Em seguida adicionou-se 5 ml de acido
nitrico, seguindo-se a filtragem em baldo volumétrico e correcdo do volume para 25ml,
com 4&gua destilada (HSEU, 2004). As leituras do Zn foram realizadas em
Espectrofotdmetro de Absorcdo Atdmica com Plasma Indutivamente acoplado (720 series)
e as leituras do Cd foram realizadas em Espectrofotdmetro de Absor¢do Atdmica — Forno
de Grafite (Varian — 240Z). O fator de bioconcentracdo (FBC) foi calculado de acordo
com Buratini e Brandelli (2006) seguindo a Equacdo 1:

concentracdo do contaminante nos organismos (1g/g)

FBC = - 1
concentragdo do contaminante na agua (pug/ml) @

2.2.2 Teste de dessorcado para cadmio e zinco da parte externa de

Danio rerio- Proposta metodologica

Cinco aquarios foram montados com trés organismos-teste em cada, para trés
situacOes experimentais: 1) controle (apenas agua de cultivo); 2) Solucdo-teste de Cd
(1pg/L) e 3) solucgdo-teste de Zn (180ug/L) (valores maximos permitidos pela legislagéo
brasileira - BRASIL, 2005), com duracdo de 72 horas (tempo maximo entre as trocas de
solugdes-teste no experimento A, descrito acima). Em seguida os peixes foram submetidos
a um banho &cido em recipientes plasticos contendo 30 ml de &cido nitrico 2%, onde
permaneceram por diferentes tempos estabelecidos de forma prévia ( Cd - Oh; 5; 60; 90;
150 e 180 minutos; Zn - Oh; 5; 60; 120; 150 e 180 minutos). Ao final de cada tempo o0s
peixes foram removidos do recipiente e o &cido foi preservado em refrigerador (5°C) até a

leitura das concentracbes de metais (conforme descrito no item anterior). Com as
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concentracdes obtidas para cada tempo de exposi¢do, construiu-se uma curva de dessorgéo
objetivando-se avaliar o melhor tempo para remover cada metal da parte externa dos
organismos sem digerir tecidos. Nessa proposta, o ponto de estabilizacdo da concentragédo
de metal dessorvido foi utilizado como indicativo para tomada de decisdo acerca do tempo

ideal de dessorcéo do metal do exterior do corpo do organismo.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo0s a leitura dos metais no presente estudo e a realizacdo dos célculos do FBC,
para D. rerio, utilizando-se o organismo inteiro, foi possivel obter os seguintes resultados:
para Cd a concentracdo detectada nos organismos foi de 0,1037 pg/g e 0,02505 pg/g para
0S expostos a concentracdo de 1ug/L e 0,25ug/L em ordem, e o FBC foi 103,7 e 104,5
respectivamente. Para Zn o detectado no organismo foi 78,54 ug/g para as concentracfes
de 180ug/L e 120ug/L respectivamente e 0 FBC de 436,3 e 618,5 em ordem.

Sendo assim, tanto para Cd quanto para Zn as concentracdes encontradas no
presente estudo, ao analisar D. rerio inteiro sdo maiores que os encontrados nos diversos
estudos apresentados na Tabela 1, principalmente pelo fato de ter sido realizado com o
organismo inteiro. Este fato entdo merece destaque e deve-se ressaltar a necessidade desse

tipo de anélise para entender a acumulacéo total do composto quimico no organismo.

Dessa forma, o FBC de Cd (103,7 — CONAMA,; 104,5 - USEPA) em ambos o0s
casos de exposicdo dessa pesquisa foi maior que o encontrado por Voigt et al. (2015),
chegando a ser 100 vezes maior quando comparado ao valor encontrado no musculo de
Geophagus brasiliensis que foi 1,0 para Cd. Em relacdo aos valores encontrados em D.
rerio, o cddmio possui FBC semelhante (103,7 — CONAMA,; 104,5 - USEPA), resultado
que pode ser atribuido pelo que se chama de “faixa toleravel” de metais nao essenciais, ou
seja, uma faixa de concentracdo que 0 organismo consegue acumular e apesar de ndo ser

um elemento essencial ele sobrevive.

Porém pode ser uma concentracdo capaz de ativar mecanismos de defesa como 0s
complexos de metalotioneina (ERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001), uma
vez gque 0S organismos sdo capazes de controlar as concentragcbes de metal em certos
tecidos corporais para minimizar o dano das formas reativas dos mesmos, bem como

controlar a utilizacao de metais essenciais (VIJVER et al., 2004).
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O FBC de Zn para o muasculo de G. brasilienses é 3040,1 (VOIGT et al., 2015),
valor maior que o encontrado no presente estudo em D. rerio (436,3 - CONAMA; 618,5 -
USEPA), essa diferenca pode acontecer por caracteristicas das espécies, ja que sdo peixes
de grupos distintos, bem como o tempo de exposicdo dos organismos que no ambiente
natural ndo pode ser avaliado. Além disso, com este resultado pode-se inferir que em altas
concentracdes Zn pode ser bloqueado pelas branquias de entrar no organismo, pois estas
tem funcdo de impedir a entrada de excesso de metais ou apds entrar no organismo ele é
metabolizado mais rapido e consequentemente seu excesso é excretado mais rapido na
tentativa de manter a homeostase do organismo (HEATH, 1995), uma vez que na menor
concentracdo de exposigdo encontrou-se o maior FBC, apresentando assim uma relagéo

inversa sobre a concentracdo no ambiente aquatico e o FBC.

A falta de informacdes sobre a concentracdo de exposi¢do ao contaminante e FBC,
como mostra a Tabela 1 fragiliza as pesquisas cientificas, por impossibilitar a comparacdo
dos valores de incorporagdo de contaminantes em organismos aquaticos e 0s respectivos
prejuizos causados. A mesma tabela também mostra a ampla utilizacdo de espécies de
peixes de porte grande, com as concentracfes de contaminantes detectadas por 6rgaos e
ndo no organismo como um todo. Porém, diversas normas internacionais (OECD, 1992;
OECD, 2000; ABNT, 2015) preconizam a utilizacdo também de espécies de porte pequeno
como bioindicadoras da qualidade ambiental, em especial D. rerio. Dessa maneira a
separacdo em Orgaos € passivel de erro por danos nos tecidos e o0 FBC deve ser calculado
com base no contaminante acumulado pelo organismo todo.

Tabela 1 - Estudos da concentracdo de metais em organismos aquéticos, seus valores e Fator de
Bioconcentragdo (FBC).

Espécie Parte do Concentracdo do Concentracédo do Fator de Autor(es)
organis. metal em cada metal no ambiente | bioconcentragdo
parte do organis." aquético’
Cd Zn Cd Zn Cd Zn
Danio rerio Inteiro 0,1037 78,54 0,001 0,18 103,7 436,3 Este estudo
0,02505 74,22 0.00025 0,12 104,5 618,5
Masculo | 0,002° 23,11° 1,0 3040,1 Voidt et al
G. brasiliensis | Branquias | 0,05° | 80,25 | 0,0026 - 19,0 | 10.506 0'290165 al
Figado 0,17°% 47,66° 64,4 6070,1 ( )
Musculo 0,0004 19,62
Brénquias | 0,036 80,42
Figado 0,177 93,14
. . Rim 0,893 120,4 Jovici¢ et
Silurus glanis - =2 b0 T 0,001 | 33.73 NI NI NA NA |l (2015)
Gonada 0,008 134,3
Vertebra 0,005 67,34
Baco 0,042 74,83
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Coragéo 0,006 106,6
Moela 0,011 84,3
Sardinella . Ahmed et
gibbosa Musculo 0,65 6,59 NI NI NA NA al. (2015)
Merluccius Misculo ND 3,69
merluccius Branquias ND 29,4
Lophius Mdsculo ND 5,88
budegassa | Branquias ND 14,47 Olgunoglu;
, Artar;
Helicolenus Modsculo ND 4,5 NI NI NA NA Olgunoglu
dactylopterus | granquias | ND 32,96 (2015)
Chlorophthalm | Msculo ND 5,37
us agassizi Branquias ND 33,84
g:rraa;;'ﬂs <0.002 | 6,757° PuYang;
Cienobharn Musculo 0,197° 0,005% NA NA Gao, Han
pharyng <0,002 5,75 (2015)
odon idella
Plotosus Tecidos | 0,15 43,03
canius
Orﬁﬁgg;ﬁ?'s Tecidos | 022 | 47,70 Idriss;
Lobotes NI NI NA NA Ahmad
; . Tecidos 0,10 23,73 (2015)
surinamensis
Nemapteryx .
caelatus Tecidos 0,18 51,77
Penaeus
indicus Misculo il NI NI NA | Na | Gir Singh
Mystus gulio 0,054 55,46 (2015)
Labeo rohita 0,08 64,39
Clarias Branquias Omozokpi
arieninus , intestino 1,5a 118,16a 0,015a 0,34a NA NA aetal.
gariep e tecidos (2015)
Micromesistius . ) i Ronggui et
poutassou Musculo 0,04a 13,60a NI NI al. (2015)
Musculo ND 55,86
Pelecus Figado 0,05 63,32
cultratus Branquias ND 81,25
Gonadas ND 45,05
Musculo ND 33,80
Gymnocephalu | Figado 0,72 76,6 ) i Suboti¢ et
s cernua Branquias ND 67,31 102 14.350 al. (2015)
Gonadas ND 130,38
Misculo ND 18,89
Perca Figado ND 77,66
fluviatilis Branquias ND 64,82
Gonadas ND 68,06
Liza . a a Bastami et
Klunzingeri Tecidos 1,35 25,4 NI NI NA NA al. (2015)
Carassius <0,05 50,52
auratus, Zhang et
Cyprlr_]us Musculo <0,05 35.1° NI NI NA NA al. (2015)
caspio
Channa argus <0,05 275

Fonte: o autor.

!Valores expressos em pig.g por peso seco

2 Valores expressos em mg/L

# Valores médios em relagdo aos apresentados no artigo
NI — ndo informado
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NA — ndo analisado

Outra critica em relacdo a determinacdo da concentracdo de metal em peixes com
partes do organismo é que o valor encontrado é algo do momento em que o mesmo foi
sacrificado, pois fisiologicamente sabe-se que por metabolizagdo do metal, 0 mesmo pode
sofrer uma dindmica e ser transportado para outro compartimento biolégico ou ser
excretado (OGA; FARSKY; MARCOURAKIS, 2008).

Além disso, anélises posteriores, como histologia, histoquimica e bioquimica sdo
importantes, pois assim teremos um respaldo da real concentragdo capaz de causar efeito
prejudicial ou ndo ao organismo e elencar 0s possiveis danos, ja que existem substancias,
como os interferentes enddcrinos, que ndo causam a morte do organismo, mas podem
interferir na reproducdo e/ou na prole, podendo levar uma determinada espécie a ser extinta
do local, destacando a possibilidade de metais atuarem dessa maneira (KORTENKAMP,
2011).

Apesar de ser importante complementar os estudos que demonstrem a relacdo do
FBC com o efeito, uma problematica metodolégica que deve ser considerada, é a
impregnacdo de metais na parte externa dos organismos. Nesse sentido, quando digere-se
organismos inteiros, parte dos metais ndo incorporados acaba sendo contabilizada e
associada aos efeitos, causando uma interpretacdo errbnea. Desta maneira, o teste de
dessorcdo € uma proposta metodolégica nova e necesséria para investigar a real
concentracdo de incorporacdo dos poluentes nos organismos aquaticos usados em testes

toxicoldgicos usando organismos inteiros, tentando assim suprir essa problematica.

No Grafico 1 observa-se a curva de dessor¢cdo para 0 metal Cd, onde evidencia-se
um crescimento exponencial na concentracdo do referido metal até o tempo de 90 minutos.
Nos tempos subsequentes, observa-se uma estabilidade nos valores detectados, ateé 180
minutos onde apresenta uma queda. Esses resultados indicam que para a realizacdo de toda
a dessorcdo de Cd da parte externa do organismo, de modo a ndo interferir no calculo do
FBC, um banho de acido nitrico (2%) de 90 minutos deve ser utilizado. Outro ponto a ser
destacado no Gréafico 1 é o inicio da queda da concentracdo removida da parte externa do
organismo aos 180 minutos, indicando a tendéncia a remogéo total do Cd uma vez que é
um metal ndo-essencial e os primeiros 6rgaos a serem digeridos sdo as escamas (quando
for o caso) e a pele, 6rgdos esses que ndao contém Cd, portanto a queda nos niveis do

mesmo, ja que o Cd fica preso no organismo, principalmente na corrente sanguinea e nos
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rins no complexo Cd-metalotioneina que funciona como protec¢do a toxicidade do elemento
(RAMIREZ, 2002).

Grafico 1 - Curva de dessorcdo de Cd da parte externa de adultos de D. rerio, apds banho &cido
(&cido nitrico 2%) em diferentes tempos.

Curva de dessor¢ao do Cd
0.6

0.5 -

0.4

0.3

0.2

Concentragdo (pg/L)

0.1

0 50 100 150 200

Tempo (min)
Fonte: o autor.

Por outro lado, Zn é um metal essencial, por isso apresenta comportamento
diferente do Cd. Dessa forma no Gréfico 2 e através do comportamento da curva, podemos
dizer que 60 minutos é o tempo ideal de banho acido para remoc¢do do Zn da parte externa
do organismo-teste em questdo, uma vez que nesse tempo e nos tempos subsequentes (120
e 150 minutos) o padrdo de remocdo, em termos de concentracdo, € semelhante,
apresentando ligeiro aumento em 150 minutos e crescimento exponencial em 180 minutos
que pode ser entendido como o inicio da digestdo do organismo ja que Zn é um metal
essencial e esta presente nas escamas (quando for o caso), na pele e no masculo, apéndice
epidérmico e Orgdos que possuem Zn em sua composicdo natural. Apds 150 min
provavelmente o &cido nitrico (2%) faz contato inicial com os referidos orgéos liberando
Zn desses tecidos e ndo mais o adsorvido. Portanto, pensando em reducdo de custos e
tempo, 60 minutos é adequado para dessor¢cdo de Zn de D. rerio e posterior utilizacdo em

andlises de bioconcentracéo para averiguar efeitos bioldgicos em testes laboratoriais.
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Grafico 2 - Curva de dessorcdo de Zn da parte externa de adultos de D. rerio, apds banho acido (acido
nitrico 2%) em diferentes tempos.

Curva de dessor¢ao do Zn
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Fonte: o autor.

A analise feita apresenta praticidade para realizacdo, utilizacdo de poucos materiais,
tempo curto de execucdo e respostas iniciais adequadas. Dessa forma o teste de dessorcéo
mostrou-se como uma ferramenta a ser empregada anteriormente a digestdo dos
organismos-teste para fins de célculo do FBC na tentativa de definir valores reais que
possam causar danos a biota aquatica levando-se em consideracdo o organismo de forma
individual, podendo assim ser gerado um protocolo (Apéndice A) para anélise de FBC em
laboratério que analise a real concentragdo incorporada no organismo e outros testes para
deteccdo de efeitos nocivos possam ser utilizados e suas respostas obtidas com maior grau

de confiabilidade a partir dessa real concentracao.

Por fim, as andlises aqui apresentadas, FBC e dessor¢do, causam implicacdes
laboratoriais e ambientais, principalmente no que tange 0 meio académico e
governamental, isso porque, Danio rerio € um organismo modelo, utilizado nas mais
diversas pesquisas, por diversas agéncias de protecdo ambiental internacionais no auxilio a
tomada de decisbes ambientais, como a proposi¢do de valores para a protecdo da vida
aquatica.

2.4 CONCLUSOES

Comparando-se os metais estudados o Zn bioconcentrou-se de maneira mais intensa
do que o Cd. Para as duas concentragdes de Cd testadas, o FBC apresentou-se com valores

semelhantes, enquanto o Zn apresentou-se com valores inversamente proporcionais as
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concentragfes de exposicdo. Dessa forma conclui-se que esta analise é um indicativo
relevante de toxicidade ambiental e deve ser empregado nas pesquisas cientificas com mais

frequéncia;

O método de dessorcdo testado para os metais Cd e Zn apresentou-se como uma
possivel ferramenta para avaliar a real concentracdo do contaminante em D. rerio em testes

laboratoriais indicando tempos de lavagens diferentes para cada metal.

Evidenciou-se que metais essenciais e nao-essenciais apresentam diferencas tanto
na incorporacao bioldgica (concentracdo total e FBC) como na sua remocdo da parte
externa dos organismos, fator que influencia diretamente na possivel toxicidade do

elemento e consequentemente nos possiveis danos causados ao organismo.

Recomenda-se a realizacdo de pesquisas sobre métodos de dessorcdo incluindo
diferentes &cidos, tempos de banho e contaminantes, como outros metais, e diferentes
compostos organicos, por fim, sugere-se a revisdo dos valores de metais permitidos em

ambientes aquaticos pelas legislacbes estudadas na presente pesquisa.
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CAPITULO 3: Histopatologia de figado e génada de Danio rerio exposto
ao cadmio e zinco em concentracfes permitidas pela legislacdo brasileira

e norte americana

Resumo

A contaminacdo dos ecossistemas aquaticos por metais € uma preocupacdo mundial, pois
sdo elementos bioacumulativos e que ndo se degradam no ambiente, tornando-se um grave
problema ambiental. Recentemente levantou-se ainda a suspeita para a atuacdo dos metais
como interferentes enddcrinos, ou seja, serem capazes de provocar danos no sistema
enddcrino. Dentre as ferramentas indicadas para a verificacdo dessa possibilidade
encontra-se a realizacdo de analises histologicas, por exemplo, em Danio rerio, organismo
aquético utilizado como bioindicador. Dessa forma, o objetivo da presente pesquisa foi
avaliar a possibilidade de caddmio e zinco atuarem como substancias interferente
enddcrinas, ap6s exposicdo cronica (21 dias) de D. rerio a concentragBes permitidas em
legislacdo nacional (1 pug de Cd/L e 180 ug de Zn/L ) e internacional (0,25 pg de Cd/L e
120 pg de Zn/L), através de andlises histologicas de gonada e figado de machos e fémeas.
Apdbs exposicdo e andlise de resultados foi possivel observar alteracfes histologicas de
forma pronunciada tanto em génadas quanto em figados de fémeas. Gonadas de machos
apresentaram alteracbes pontuais e os figados apresentaram lesGes que podem
comprometer o funcionamento do 6rgdo. Conclui-se que Cd e Zn em concentracdes
permitidas por legislacdo sdo capazes de provocar efeitos enddcrinos em machos e fémeas
de D. rerio ap6s exposi¢do cronica.

Palavras-chave: CONAMA 357/05; USEPA:; Interferente enddcrino; Metal
potencialmente toxico. Histologia.

3.1 INTRODUCAO

Apesar dos metais estarem naturalmente presentes nos ambientes aquaticos o
aumento populacional e a economia crescente, por meio de a¢des antropogénicas, propicia
sua entrada acelerada nesses sistemas (SPARKS, 2005; TCHOUNWOU et al., 2012),
tornando-se, assim, problema social e ambiental (GAUTAM et al., 2014). Uma das
preocupacfes com a presenca de metais antropogénicos nos ambientes aquaticos refere-se
a tendéncia de serem persistentes no ambiente (VAROL; SEN, 2012) e com a sua
capacidade de bioacumularem na cadeia alimentar (GAO; CHEN, 2012), causando danos
aos organismos aquaticos devido a sua toxicidade e consequentemente podendo levar ao
desequilibrio ambiental (BABY et al., 2010).

Os aspectos toxicoldgicos relacionados a exposi¢do bioldgica aos metais pode ser

atribuida a disfuncdo fisioldgica que ocorre a partir da interacdo dos metais com estruturas
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celulares inapropriadas (DEB, 1999). Essa atuacdo toxicolégica depende de diversos
fatores como a concentragdo do poluente metélico no meio ambiente, vias de exposicéo,
outras espécies quimicas presentes, bem como a idade, sexo, genética e o estado
nutricional do individuo exposto (TCHOUNWOU et al., 2012).

Dessa forma, h& décadas a problematica da contaminagcdo ambiental por metais é
discutida e sabe-se que tais elementos sdo toxicos. Sendo assim, 0s estudos devem ndo
apenas tratar sobre a toxicidade do mesmo, mas também devem buscar encontrar
concentracdes seguras que protejam o ambiente aquatico e ndo afete nenhum dos seus
maltiplos usos (KATZ, 1973).

Além dos diversos efeitos toxicos causados por metais j& comprovados, 0S mesmos
passaram a receber atencdo dos cientistas quanto a possibilidade de atuarem como
interferentes endocrinos (IE) (DIAMANTI-KANDARAKIS, 2009), abrindo caminho para
um novo ramo de pesquisa no que tange a problematica metais, poluicdo ambiental e

efeitos enddcrinos causados.

Assim, IE é toda substdncia quimica exdgena (ndo natural) ou mistura de
substancias que interfere em qualquer aspecto na acdo hormonal sobre o sistema bioldgico
(GORE at al., 2014). A preocupacdo com esse tipo de substancia remonta a década de 1990
(CONNOR; PETERSON, 2012), uma vez que as mesmas podem afetar os organismos e
causar danos como: a) ma formacéo no desenvolvimento, b) aumento no risco de cancer, c)
interferéncia na reproducdo e d) distdrbios nas funcdes dos sistemas imune e nervoso
(USEPA, 2015), sendo seus efeitos relatados em uma variedade de peixes e populagdes de
animais selvagens (MPCA, 2008).

Dentre os metais, o cadmio (Cd) merece destaque, pois encontra-se no ambiente
aquatico atraves de diferentes fontes. As naturais incluem a dissolucdo de rochas e
minerais e as antropogénicas incluem: a) operac6es de mineracéo e fundicdo, b) operagdes
industriais, ¢) queima de combustiveis fosseis, d) aplicacdo de fertilizantes e €) lixiviagdo
de aterros sanitarios (NSE, 2008). Alem disso, Cd ndo é essencial para o crescimento e
desenvolvimento dos organismos e possui uma diversidade de efeitos toxicos destacando-
se nefrotoxicidade, carcinogenicidade e teratogenicidade (GOERING; WAALKS;
KLAASSEN, 1995) alem de comprovada toxicidade enddcrina (DENIER et al., 2009;
JIMENEZ-ORTEGA et al., 2012; PAPA et al., 2015).
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Por outro lado, zinco (Zn) é um metal essencial, ou seja, apresenta funcao definida
nos sistemas bioldgicos, por exemplo, importante atuacdo na reproducdo de machos e
fémeas relacionados a ejaculacdo e desenvolvimento ovocitario (BEDWAL;
BAHUGUNA, 1994), € indispensavel a vida e esta duas vezes mais presente em todos os
tecidos quando comparado ao ferro (Fe) (GEORGESCU et al., 2014). O Zn encontra-se em
todos os compartimentos ambientais e as atividades antropogénicas sdo as maiores
responsaveis pelo aumento no seu nivel de contaminacdo (ATSDR, 2005) que vem
aumentando ao longo dos anos, assim como a preocupacgdo com os efeitos tdxicos por ele

causado.

Sendo assim, analises histolégicas sdo recomendadas como um dos biomarcadores
seguros para a deteccdo de efeitos causados por possiveis IE (OECD, 2010), isto porque
respostas histoldgicas sdo relativamente faceis de serem reconhecidas, desde que, dados de
referéncia e controle estejam disponiveis (HINTON, 1994). As alteragdes detectadas a
nivel celular/morfolégico nos individuos sdo mais preditivas em termos ambientais, e

consequentemente mais protetivas a longo prazo.

Esse conhecimento, embora ndo utilizado para gerar limites de exposicdo segura a
vida aquatica, reflete a atuacdo imediata do poluente. Sempre que ocorre a toxicodindmica,
ou seja, o efeito bioldgico diante da exposicdo a agentes toxicos, significa que houve uma
interacdo do contaminante com a célula e consequentemente modificacBes fisioldgicas e
morfologicas diversas que a longo prazo podem implicar em perda de capacidade
reprodutiva dentre outros efeitos, que culminam com a perda de espécies (FATIMA;
USMANI; HOSSAIN, 2014).

Dessa forma, alteracfes histologicas com efeitos enddcrinos vém sendo relatadas na
comunidade cientifica (TRAMUJAS et al, 2006; AMEL; MYRIAM, 2010;
DUMITRESCU et al.,, 2010; ARAUJO, 2012; MENDEZ, 2012; KELLOCK, 2013;
ARMILATO, 2014) e a utilizacdo de tal técnica recomendada por organizacdes
governamentais (USEPA, 2008; OECD, 2010), ressaltando a importancia de realizar esse
tipo de analise na predi¢do de efeitos nocivos das substancias quimicas para assegurar
concentragOes limites restritivas dessas substancias e garantir a integridade endocrina nos

organismos com fins a protecédo da vida aquatica.
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Dentre 0s organismos utilizados para esse tipo de analise, as organizagdes
governamentais, como a Organizacdo de Cooperagdo e de Desenvolvimento Econdmico —
OECD recomenda a utilizacdo de peixes pequenos, entre eles Danio reio (OECD, 2010),
popularmente conhecido como paulistinha ou zebrafish, este que € um excelente modelo
bioldgico para se estudar o efeito de possiveis interferentes endocrinos (SEGNER, 2009;
TRUONG et al., 2013), porém, tem seu potencial ainda pouco explorado (SEGNER,
2009).

Apols 0 exposto a presente pesquisa tem como objetivo responder as seguintes
questdes: a) a exposicdo cronica a Cd e Zn em valores permitidos por legislagdo sdo
capazes de provocar efeito enddcrino em D. rerio?; b) Cd e Zn provocam alteragdes
histoldgicas no desenvolvimento gonadal de fémeas e machos de D. rerio?; ¢) Cd e Zn sdo
capazes de provocar alteragdes histoldgicas no figado de fémeas e machos de D. rerio? e d)
O uso de gbnada e figado como biomarcador histolégico € uma ferramenta atil para
deteccdo de substancias com potencial de atuacdo como interferente enddcrino?

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Animais

Adultos de D. rerio obtidos de forma comercial do Pet Shop Aguia de Ouro na
cidade de Sorocaba/SP foram aclimatados e mantidos em condi¢des laboratoriais
controladas de acordo com norma (ABNT, 2015), utilizando-se agua de abastecimento
publico previamente filtrada (filtro de carvdo ativado e por tela do tipo silk screen com
abertura de malha de 25 pm) e desclorada, alimentados uma vez ao dia com ragéo
comercial tetramim® com 97% de proteina bruta, “add libitum” e mantidos em

temperatura de 26°C * 1°C e fotoperiodo controlado de 12h:12h claro:escuro.

3.2.2 Quimicos

Foi utilizado no preparo das solucdes de trabalho de Cd(ll) e Zn(lIl) sulfato de Cd
(CdS0,.8/3H,0, Dindmica®, pureza 99% - 102%) e sulfato de Zn (ZnSO,.7H,0,
Dindmica®, pureza 99% - 103%) respectivamente e a concentracdo estudada foi somente a

do respectivo metal em cada sal.
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3.2.3 Exposicdo

Machos e fémeas adultos (entre 3 e 4 meses) de D. rerio foram submetidos a um
teste de exposicdo cronica (21 dias) seguindo-se recomendacdes de OECD (2010 —
adaptado para o tempo de exposi¢do) em regime semi-estatico (troca total da solucédo a
cada 72 horas) aos metais Cd e Zn de forma separada para duas concentracbes nominais de
Cd (1pg/L e 0,25ug/L) e duas concentracfes de Zn (180ug/L e 120ug/L) permitidas pela
legislacdo brasileira CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) e norte americana (USEPA, 1995
e 2001) respectivamente, além disso, um controle experimental foi montado com a agua de
cultivo, a partir de agua de abastecimento (ABNT, 2015).

Para cada condicdo experimental utilizou-se aquérios de vidro (2L) recobertos com
sacos plasticos descartaveis. Os organismos foram mantidos separados por sexo e cinco
réplicas contendo 3 organismos-teste em cada (n=15) foram montadas para machos e 4
réplicas contendo 3 organismos-teste (n=12) para as fémeas, mantendo-se as mesmas

condicdes de cultivo descritas acima.

De acordo com instrucBes recebidas da Comissdo de Residuos do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Sorocaba/UNESP a solucdo-teste de cada troca foi descartada
descartada como residuo comum, decisdo essa tomada pois as concentracdes estudadas se
enquadram dentro da legislacdo brasileira e sdo menores que as encontradas nos rios do
Estado de Séo Paulo ndo acarretando em maiores prejuizos ao ambiente em comparacao

aos que ja acontecem.

3.2.4 Teste de Reproducao

Dos organismos expostos, 6 machos e 3 fémeas, aleatoriamente escolhidos, foram
introduzidos em aquarios de acasalamento 0s quais possuiam &gua contaminada com 0s
metais estudados e suas respectivas concentragdes, em separado, mantendo-se as
concentragOes utilizadas na exposicdo crénica. Cada aquario teve a propor¢do de 2 machos

para 1 fémea, totalizando 3 recipientes de acasalamento, ou seja, 3 réplicas.

Para a montagem dos aquarios foram utilizadas rede de nailon como protegédo de
fundo para que ap6s a postura dos ovos os adultos néo tivessem contato com 0S mesmos
evitando assim a predacdo, bem como aquecedores aumentando a temperatura em até 2°C

da temperatura que os mesmos foram mantidos durante todo o teste.
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A unido dos casais aconteceu no final da tarde e a separa¢do no dia seguinte, logo
pela manha, ap6s aproximadamente 30 minutos do inicio do periodo de luz (ABNT, 2015).

Na sequéncia os adultos eram sacrificados, conservados em formol 10% durante 18
horas, lavados e posteriomente tranferidos para alcool 70%. Os ovos eram peneirados,
lavados e tranferidos para placas de petri onde permeneciam até o sexto dia poés-
fertilizacdo e entdo os parametros, 1) a quantidade de ovos postos por fémeas, 2) taxa de
ecloséo e 3) sobrevivéncia das larvas eclodidas até o sexto dia foram analizados. Durante
esses seis dias os ovos fungados eram descartados e as larvas separadas para uma segunda

placa de petri.

3.2.5 Histologia

Apds a exposicdo seis machos e seis fémeas de cada condicdo experimental foram
escolhidos aleatoriamente, sacrificados por introducédo direta em alcool PA, sendo a cabeca
e a nadadeira caudal foram cortadas e o restante fixado em formol 10% por 18 horas em
temperatura ambiental, seguindo-se a lavagem em &gua corrente, desidratacdo e incluséo
em parafina. Os cortes (4um) foram obtidos com navalha de aco, em micrétomo (micron
HM340E) e corados com hematoxilina-eosina (HE). A analise qualitativa dos tecidos foi
em microscopio de luz e as alteragdes gonadais baseadas em OECD (2010) e as hepaticas
em Takashima e Hibiya (1995).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com o teste de reproducdo ndo sofreram analises estatisticas,
pois, apesar de repetir o mesmo duas vezes ndo foi possivel obter nimero de réplicas
suficientes, dessa forma os resultados serdo apresentados na forma de porcentagem com 0s
dados obtidos. Apesar da primeira tentativa de realizagdo do teste ter sido validada com a
postura de ovos pelas fémeas do controle nos tratamentos houve morte de fémeas. Elas
ficarem presas a rede de separacéo dos ovos ou pularam do aquario e ainda ultrapassaram a
rede de separacdo e se alimentaram dos ovos e 0 segundo teste ndo foi validado uma vez

que o controle ndo produziu ovos.

No teste foram analisados trés parametros, o numero de ovos por fémea, a taxa de

eclosdo dos ovos viaveis e as larvas sobreviventes até o sexto dia.
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Em relacéo a postura de ovos (nimero bruto) obtivemos os seguintes valores, 542
(controle), 504 (Cd-USEPA), 800 (Cd-CONAMA), 187 (Zn-USEPA) e 151 (Zn-
CONAMA) e para 0 nimero bruto de larvas, 509 (controle), 362 (Cd-USEPA), 567 (Cd-
CONAMA), 149 (Zn-USEPA) e 145 (Zn- CONAMA). Resultados esses que nao foram

analisados estatisticamente por ndo apresentarem namero suficiénte de réplicas.

Fazendo-se uma analise critica, existe a escassez de resultados que envolvam a
reproducdo (nimero de ovos e larvas) afetada por metais nas diferentes bases de pesquisas
como Scopus, Google Académico, Portal de Periodicos CAPES e ScienceDirect. Foi
possivel perceber nesse caso que parte dos trabalhos versam sobre o efeito do
contaminante diretamente no ovo, como acumulo, efeitos na casca e/ou desenvolvimento e
tempo de eclosédo, e em larvas, (mé) formacdo e sobrevivéncia, esquecendo-se da postura

dos ovos que também é um padréo reprodutivo importante.

Além disso, esses dados sdo comprovados quando analisamos 0s anais do maior
evento brasileiro da area (XIlI Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia) realizado no ano
de 2014, o qual na sessdao “Desreguladores enddcrinos” apenas um trabalho (MERIDES;
FRACACIO, 2014) trata a problematica dos metais como IE, sendo o mesmo realizado

com Ceriodaphinia dubia e em fase de adapta¢cdes metodoldgicas.

Ainda sobre o evento, outra sesséo que poderia abrigar trabalhos relacionados seria
“Efeito de contaminantes inorganicos” e apesar da mesma apresentar diversos trabalhos
sobre o efeito de metais nos mais diferentes organismos, aquaticos ou terrestres, nenhum

deles tem foco na reproducdo e ou possivel atuagdo como IE.

Como ressaltado anteriormente e fato possivel de ser observado em tais anais, as
atuais pesquisas sobre o tema estdo focadas em compostos organicos, como farmacos,

horménios (sintéticos e naturais), pesticidas e outras substancias organicas.

A taxa de eclosdo porém, apresenta a hipotese de que seja um caso de hormese, que
é um fendmeno adaptativo dose-resposta caracterizado por apresentar efeitos opostos
observados em baixa concentracdo, quando comparado a altas concentra¢des para 0 mesmo
parametro analisado (CALABRESE; BALDWIN, 2002; CALABRESE; BLAIN, 2011), ou
seja, nesse caso as respostas opostas, como é possivel observarmos no Grafico 1, ficam por
conta do aumento da taxa nas concentracbes mais altas dos metais (contaminantes)

estudados em relacdo as concentragdes mais baixas.
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Gréfico 1 - Comparacéo da taxa de eclosdo entre controle e tratamentos.
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Fonte: o autor.

Como ressaltado por lavicoli; Fontana; Bergamaschi (2009), casos como esse de
hormese necessitam de maior elucidacdo e investigacdo ja que sdo mais comuns do que
podemos imaginar. Como reportam em seu estudo Calabrese e Blain (2004) destacam que
casos de hormese sdo geralmente relatados entre o mais toxico dos metais e até mesmo nos
mais sensiveis orgao-alvo. Os mesmos autores fizeram um levantamento e relataram no
banco de dados sobre hormese a presenca de 24 e 9 endpoints envolvendo

reproducdo/desenvolvimento para Cd e Zn respectivamente.

Dessa forma esses resultados apesar de ndo serem conclusivos e possuirem um n
amostral para aplicacdo de andlises estatisticas ressaltam a necessidade de atencdo para
esses metais e para a realizacdo de pesquisas com abordagem de observacao de possiveis
efeitos a prole. Isso porque como é possivel observar no grafico 1 a eclosdo os ovos em
que a geracdo parental foi exposta aos metais na concentracdo permitida pelo CONAMA
estimularam a eclosdo em comparacdo aqueles expostos as concentraces permitidas pela
legislacdo norte americana. Destaca-se também que para CONAMA a ecloséo foi maior

até mesmo que o controle.

As analises histologicas das gonadas das fémeas do controle (Figura 1) revelam um
padrdo normal de distribuicdo e maturagdo gonadal, mostrando células gonadais em
diversos estddios de maturacdo gonadal de acordo com OECD (2010) e conforme

caracteristicas da espécie, uma vez que D. rerio apresenta desova assincronica dos o4citos
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(CONNOLY et al., 2014), ou seja, em condicBes favordveis apresenta desova continua
conforme maturacdo das células germinativas. Dessa maneira, para garantir a eficécia
reprodutiva as fémeas precisam apresentar os diversos estadios de maturacdo, desde a fase
I (células germinativas), inicio da maturacdo gonadal, até a fase V (odcito com

vitelogénese completa), estadio final de maturacdo, em que estéa apto a ser desovado.

Figura 1- Corte histoldgico de gbnada de fémea adulta de Danio rerio ap6s teste cronico de 21 dias -
controle.

Fonte: o autor.

Legenda: A) ovario apresentando odcitos em diferentes fases de desenvolvimento ovocitario e B) ovario
apresentando odcitos em diferentes fases de desenvolvimento e estruturas, | — Ovogonia (células
germinativas — Fase 1), Il — odcitos estoques de reserva (Fase Il), 111 - o6cito com vitelogénese lipidica (Fase
1), IV — odcito com vitelogénese lipidica e proteica, V — o6cito com vitelogénese completa (Fase V), N —
ndcleo, n — nucléolo, AC — Alvéolo cortical, ZR — Zona radiata e EV — envelope vetelogénico.
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Por outro lado, os organismos expostos cronicamente aos metais (Cd e Zn)
sofreram alteracdo no padrdo de maturacdo gonadal. Na Figura 2 tem-se cortes histol6gicos
de fémeas expostas ao Cd (0,25ug/L) onde € possivel observar predominio de estadios
intermediarios e finais de maturacdo, oocito com vitelogénese lipidica (Fase IlI), odcito
com vitelogénese lipidica e proteica (Fase 1V), odcito com vitelogénese completa (Fase V)
e até mesmo foliculos atrésicos (FA) que, em hipoOtese, podem ser consequéncia de
mudancas fisiologicas causando degeneracdo nos odcitos, caracteristica essa comumente
observada nos ovarios em estadio de maturacdo, maduros ou esvaziados parcial ou
completamente (VAZZOLER, 1996).

O aumento da presenca de foliculos atrésicos também foi observado em
Oreochromis niloticus, quando expostos a 0,7 mg/L de acetato de chumbo de forma
crénica em 21 dias de exposi¢do (DOAA; HANAN, 2013), além do aumento no nimero de
foliculos atrésicos causado pela exposicdo de 45 dias a cloreto de cadmio (6 e 9 mg/L),
alteracbes como predominio de fases iniciais de desenvolvimento foram observadas em
Heteropnuestes fossilis (SHARMA et al., 2011), diferentemente do estudo em questdo com

D. rerio, diferencas que podem estar relacionadas a biologia das espécies.

Dessa maneira o predominio de estadios finais de maturacdo pode causar efeitos na
perpetuacdo de D. rerio. Em um determinado tempo 0s organismos ndo terdo oécitos para
amadurecer, desovar e continuar a reproducdo de acordo com seu ciclo normal de

reproducéo.



41

Figura 2- Corte histoldgico de gbnada de fémea adulta de Danio rerio ap6s teste cronico de 21 dias de
exposic¢ao a 0,25 pg/L de cadmio.

Fonte: o autor.

Legenda: A e B) ovério apresentando o6citos em diferentes fases de desenvolvimento ovocitario
evidenciando o predominio de fases intermediarias e avangadas de maturacdo, Il - o6cito com vitelogénese
lipidica (Fase I1), IV - — o6cito com vitelogénese lipidica e proteica (Fase 1V), V — odcito com vitelogénese
completa (Fase V), FA — Foliculo atrésico e A — artefato da técnica provocado pela navalha de aco.

O avanco dos efeitos nocivos a exposi¢do ao Cd pode ser observado na Figura 3, a

qual mostra cortes histologicos de gbnadas de fémeas de D. rerio expostas a 1ug/L de Cd,
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valor permitido pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2005), a qual evidencia o predominio
de odcitos com vitelogénese lipidica e proteica (Fase IV) e odcitos com vitelogénese
completa (Fase V), bem como o aumento da presenca de foliculos atrésicos, onde quase
ndo é possivel observar ovogobnias (Fase I) e odcitos estoque de reserva (Fase Il) que
seriam utilizados para continuar o ciclo reprodutivo assincronico de D. rerio,
comprometendo assim a capacidade reprodutiva da espécie e sua perpetuagdo no ambiente.
Podemos assim dizer que quanto maior a concentracdo de Cd no ambiente maior serd o
estimulo para o desenvolvimento ovariano de D. rerio, ndo sendo esse um estimulo
normal, j& que impede a maturacdo gonadal de forma assincronica, podendo resultar em
desordens ambientais, uma vez que organismos como D. rerio sdo considerados elo da
cadeia alimentar e sua falta/auséncia pode provocar efeitos nos diferentes niveis troficos.
Nos niveis troficos superiores a auséncia de alimento, por exemplo, e nos niveis troficos

inferiores a falta de predacéo, podendo levar a uma superpopulacéo.
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Figura 3- Corte histoldgico de gbnada de fémea adulta de Danio rerio ap6s teste cronico de 21 dias e
exposicdo a 1 pg/L de cadmio.

Fonte: o autor.
Legenda: A e B) ovério apresentando odcitos em diferentes fases de desenvolvimento ovocitario

evidenciando o predominio de fases avancadas de maturagdo IV — o6cito com vitelogénese lipidica e proteica
(Fase 1V) e V — o6cito com vitelogénese completa (Fase V).

Assim como Cd, bisfenol A, plastificante amplamente utilizado na inddstria e que

mesmo banido ainda encontra-se presente no ambiente aquéatico, sua toxicidade possui
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semelhanca com a de Cd uma vez que com 0 aumento da concentracdo de exposicao leva
ao aumento da presenca de oocitos em estadio final de maturacdo e diminuigdo do nimero
de odcitos em estadio inicial dificultando a ovogénese (YON; AKBULUT, 2014), podendo

provocar efeitos na reproducao.

O Zn também causou alteracfes histoldgicas nas génadas de fémeas de D. rerio.
como mostra a Figura 4, observa-se que 0s organismos apresentam as diferentes fases de
maturacdo, com predominio de oocito com vitelogénese lipidica e proteica (Fase 1V) e
odcito com vitelogénese completa (Fase V), mas também apresentam fases iniciais (menos
evidente) como ovogdnia (células germinativas — Fase |) e odcitos estoques de reserva
(Fase I1). Na figura 4-A podemos observar foliculos atrésicos indicando assim a alteracéo

na maturacao gonadal das fémeas expostas a Zn (120 pg/L).
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Figura 4 - Corte histol6gico de gbnada de fémea adulta de Danio rerio apds teste cronico de 21 dias e
exposicao a 120 pg/L de zinco.
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Fonte: o autor.

Legenda: A e B) ovéario apresentando oocitos em diferentes fases de desenvolvimento ovocitario
evidenciando o predominio de fases intermediarias e avancadas de maturacdo, | — Ovogonia (células
germinativas — Fase 1), Il — odcitos estoques de reserva (Fase 1), 111 - o6cito com vitelogénese lipidica (Fase
1), IV — o6cito com vitelogénese lipidica e proteica (Fase V) e V — o6cito com vitelogénese completa (Fase
V)

O cromo, que também é um elemento metalico, também é capaz de interferir no

desenvolvimento gonadal e consequentemente na maturacdo de peixes. Em Channa
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punctatus, expostos durante 30 dias a 4 mg/L, o0 mesmo retardou o crescimento do ovario
em comparacgdo ao controle e provocou diminuicdo do didmetro dos odcitos em fases
iniciais (MISHRA; MOHANTY, 2008), mostrando assim que metais, em geral, podem

afetar as gonadas de peixes fémeas.

Entre as duas concentragdes testadas de Zn nédo foi possivel observar diferengas no
padrdo de alteracdo na maturacdo gonadal de fémeas de D. rerio. Observa-se, na Figura 5,
que apresenta cortes histoldgicos obtidos das fémeas expostas cronicamente a 180 ug/L de
Zn, que o padrdo de maturacdo € semelhante ao encontrados nas fémeas expostas a 120
ug/L (Figura 4), apresentando predominio de odcito com vitelogénese lipidica (Fase I11),
odcito com vitelogénese lipidica e proteica (Fase 1V) e o6cito com vitelogénese completa
(Fase V), alguns foliculos atrésicos e de forma menos evidente ovogonia (células

germinativas — Fase ) e odcito estoques de reserva (Fase 11).
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Figura 5 - Corte histologico de gonada de fémea adulta de Danio rerio apds teste cronico de 21 dias e
exposi¢do a 180 pg/L de zinco.
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Fonte: o autor.

Legenda: A e B) ovério apresentando o6citos em diferentes fases de desenvolvimento ovocitario
evidenciando o predominio de fases intermediarias e avangadas de maturacdo, Il - o6cito com vitelogénese
lipidica (Fase IlI), IV — odcito com vitelogénese lipidica e proteica (Fase 1V), V — odcito com vitelogénese
completa (Fase V) e A — artefato da técnica causado pela navalha de aco.
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Outro metal essencial capaz de causar danos a gbnada feminina é o niquel
Oreochromis mossambicus, expostos a 0,5 e 1 mg/L de sulfato de niquel por 30 dias,
apresentaram predominancia de foliculos atrésicos e odcitos pré-vitelogenicos (SIOSON;
HERRERA, 1996).

Além dos efeitos aqui apresentados os metais podem ser responsaveis por provocar
reducdo no numero de odcitos e diminuicdo da qualidade dos mesmos, efeitos que podem
ser causados de forma direta ou indireta pela acdo do metal provocando mudancas
fisioldgicas que alterem esse padrdo (BRRAICH; JANGU, 2015). Além disso, também
podem provocar elevada atresia de odcitos, deformacdo na zona radiata odcitos necréticos,
tanica albuginea quebrada (EL-MORSHEDI et al., 2014), vacuolizag¢do do citoplasma e
fragmentacdo dos odcitos com forma alterada (MAGAR; BIAS, 2013), levando a

problemas tanto no sucesso quanto na taxa reprodutiva.

Em relacdo aos machos, a analise histoldgica gonadal do controle (Figura 6),
mostra um padrdo normal de desenvolvimento ovocitario (assincronico), sem alteracdes,
apresentando todas as fases das células germinativas, espermatogénia (fase inicial de
diferenciacdo), espermatocito, espermatide e a fase final (desenvolvimento completo),
espermatozoide apto a ser lancado no ducto espermatico e liberado no ambiente. Além
disso, apresenta células de Leydig, maior fonte de hormbnios esteroides em peixes
(NOBREGA; BATLOUNI; FRANCA, 2009) e células de Sertoli, que facilitam a
sobrevivéncia e desenvolvimento das células germinativas de modo que a espermatogénese
possa fornecer células suficientes para garantir a fertilidade (SCHULZ et al., 2015), assim

como apresenta cistos em pleno desenvolvimento.
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Figura 6- Corte histoldgico de gdnada de macho adulto de Danio rerio apos teste cronico de 21 dias -
controle.

Fonte: o autor.

Legenda: SG — espermatogobnia; SC — espermatdcito; ST — espermatide; SZ — espermatozoide; CS — células
de Sertoli; CL — células de Leydig; NS — nicho espermatogonial; DE — ducto espermatico; TC — tecido
conjuntivo; FB — fibroblasto; CT - cisto e VS — vasos sanguineos.

Em relacdo aos organismos expostos ao Cd, nas concentracfes estudadas (0,25 e 1
Mg/L) observa-se pequenas regides em degeneracdo como mostra a Figura 7, porém esta
ndo é uma alteracdo dréstica e representativa que possa comprometer o desenvolvimento
gonadal e a maturacdo sexual de machos de D. rerio ou a eficiéncia reprodutiva do
mesmo, uma Vvez que 0S organismos apresentam todas as fases de maturacao

espermatogonial em desenvolvimento.

Salienta-se que essas degeneragcdes podem ser progressivas conforme aumento do
tempo de exposicdo, bem como aumento da concentracdo de exposicdo, ja que em
ambientes naturais as concentracfes de maneira geral encontram-se em desacordo com o
permitido em legislacdo, onde os valores de metais encontrados no ambiente costumam ser
mais altos do que o permitido (GOHER et al., 2014).
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Figura 7 — Corte histologico de génada de macho adulto de Danio rerio ap6s teste cronico de 21 dias e
exposi¢do ao de cadmio.

Fonte: o autor

Legenda: A — GOnada de macho exposta a 0,25 pg/L de cadmio; B - Génada de macho exposta a 1 pg/L de
cadmio. SG — espermatogdnia; SC — espermatocito; ST — espermatide; SZ — espermatozoide; CS — células de
Sertoli; CL — células de Leydig; NS — nicho espermatogonial; DE — ducto espermatico; VS — vasos
sanguineos e RD — regido em degeneragéo.

Por outro lado a exposicdo a 143,78 ug/L de Cd foi capaz de aumentar o nimero de

espermatides imaturas em tilapia do Nilo (Oreochromis miloticus) apds 30 dias de
exposicdo (LUO et al., 2015) e reduzir o nimero de espermatogonias, alterar a forma dos
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tibulos seminiferos, aglomerar espermatocitos e aumentar o numero de espermatides, em
machos de Xiphophorus helleri, apds cinco dias de exposi¢do a 100 e 500 pg/L de Cd
(YON et al., 2015), deve-se ressaltar que a concentragdo capaz de causar alteragdes em
tilapia do Nilo e Xiphophorus helleri é cem vezes maior que a mais alta concentracdo a que
D. rerio foi submetido nesta pesquisa, sendo essa uma hipdtese para Cd causar danos em
tildpia do Nilo e Xiphophorus helleri e ndo em D. rerio.

Em ambiente natural, machos de Oreochromis niloticus, coletados no lago Manzala
no Egito, regido com alta concentracdo de Cd, alteracdes como degeneracdo no epitélio
germinativo, vacuolizagdo na proliferacdo de células germinativas, declinio nas células
espermaticas e na densidade de espermatozoides foram observadas (SHALABY; ABD-EL
MIGEED, 2012).

Quando comparamos 0s organismos expostos ao Zn (Figura 8), nas concentracfes
testadas (120 e 180 pg/L) com o controle (Figura 6), percebe-se que o desenvolvimento
gonadal encontra-se normal, apresentando as diversas fazes se desenvolvimento das células
germinativas, desde espermatogonias até espermatozoides, assim como células de Sertoli e
de Leydig que ajudam no funcionamento do testiculo e de forma pontual apresentam
regides em degeneracdo nos testiculos. Estas que ndo sdo representativas para
comprometer a reproducédo do organismo, pois, sdo alteracdes que ndo comprometem todo
0 Orgdo, porém, as mesmas servem como indicativo de que o Zn, em concentracdes
permitidas para a protecdo da vida aquética a longo prazo e em exposicao continua, podem
provocar danos morfoldgicos em D. rerio que comprometa a capacidade reprodutiva, uma
vez que no ambiente natural sdo encontradas concentragcdes mais altas de metais do que o

permitido.
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Figura 8 — Corte histologico de génada de macho adulto de Danio rerio ap6s teste cronico de 21 dias e
eXxposi¢do ao zinco.

Fonte: o autor.

Legenda: A — Gbnada de macho exposta a 120 pug /L de zinco; B - Gonada de macho exposta a 180 pg/L de
zinco. SG — espermatog6nia; SC — espermatocito; ST — espermatide; SZ — espermatozoide; CS — células de
Sertoli; CL — células de Leydig; NS — nicho espermatogonial; DE — ducto espermatico; VS — vasos
sanguineos e RD — regido em degeneracéo.

Resultado diferente foi observado em machos de Astyanax aff. bimaculatus

expostos por 96 horas em cinco concentragOes diferentes de Zn ( 3, 5, 10, 15 e 20 mg/L)
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apresentando ruptura de cisto, retardo no desenvolvimento das células da linhagem
germinativa, ndcleo picnotico, aglomerado celular, deslocamento da parede do cisto e
vacuolizacdo sendo as observacbes mais pronunciadas conforme o aumento da
concentracdo de Zn (SANTOS et al., 2015). Ressalta-se que a concentracdo inicial de
exposicao de A. aff. bimaculatus é 16 vezes maior que a concentracdo de exposi¢do de D.
rerio, sendo uma hipétese para o possivel dano provocado em Astyanax aff bimaculatus e

nao em D. rerio.

Por zinco ser um metal essencial poucas pesquisas, apesar da ampla distribuicdo no
ambiente, levam em consideracdo a sua possivel toxicidade ou mesmo a possibilidade de
atuacdo como IE. Assim, determinar padrdes de protecdo para a vida aquéatica em relacdo

a0 Zn é uma tarefa dificil.

Da mesma forma, a literatura que aborda efeitos histolégicos de metais em gbénadas
de peixe é escassa e insuficiente para atender a atual necessidade de informacGes, uma vez
que estudos que possuem como foco a capacidade de interferéncia enddcrina de diferentes
substancias quimicas estdo em ascensdo no mundo académico, mostrando assim que essa
area de atuacdo é um campo promissor para novas pesquisas com tendéncia a crescimento,
ja que metais estdo dispersos no ambiente aquatico como um todo. Ressaltando-se assim, a
necessidade ndo s6 de estudos histolégicos como também histoquimicos e moleculares,
bem como revisdo de valores permitidos em legislacdo, ja que, como demonstrado neste
estudo, mesmo esses valores sdo capazes de causar efeito nocivo nas gdnadas de peixe

podendo comprometer a reproducéo.

Assim, fica dificil a criacdo de um banco de dados com informacdes acerca de
danos histolégicos de metais em gdnadas de peixes com predicdo a potencial atuacdo como
IE, 0 que é de extrema importancia ja que a perpetuacdo das espécies depende de um bom
funcionamento do sistema enddcrino. Banco de dados esse que poderia auxiliar os
governantes na tomada de decisdo quanto a valores de metais permitidos por legislagdo no

ambiente aquatico.

Outro importante 6rgdo para o funcionamento de todo sistema bioldgico é o figado,
0 mesmo apresenta diversas funcbes vitais para a sobrevivéncia dos organismos e estdo
envolvidos de forma direta na sintese e quebra de moléculas, assim como no processo de
desintoxicacdo do organismo (BRUSLE; ANADON, 1996). Dessa forma, estudar suas
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alteracOes estruturais e morfologicas leva a compreender outras alteracGes apresentadas
pelos organismos, entre elas alteracdes relacionadas a satde enddcrina.

A organizacdo estrutural do figado envolve um complexo arranjo de corddes
hepaticos, garantindo a integridade do 6rgao, hepatdcitos e nucleo integros e evidentes,
vasos e células sanguineas que irriguem e alimentem o sistema, para que dessa forma as
fungdes do 6rgdo possam ser desempenhadas sem prejuizo a outras fun¢Ges bioldgicas que
dependem do mesmo. Essas evidéncias podem ser encontradas na Figura 9, a qual
representa o corte histologico de um figado de macho adulto de D. rerio (controle). Por
outro lado o controle de fémeas (Figura 10), j& apresenta vacuolizacdo e algumas regides
em degeneracdo, porém este controle ndo foi eliminado uma vez que como demonstrado a

seguir a exposicdo aos metais estudados provocou progressao nessas alteracoes.

Figura 9 — Corte histolégico de figado de macho adulto de Danio rerio apos teste cronico de 21 dias -
controle.

Fonte: o autor.

Legenda: VS — vasos sanguineos; CH — cordfes hepéticos; CS — células sanguineas; HP — hepatécito e N —
nlcleo.
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Figura 10 — Corte histolégico de figado de fémea adulta de Danio rerio apos teste cronico de 21 dias -
controle.

Fonte: o autor.

Legenda: VC — vacuolicacdo; RD — regido em degeneracéo.

A exposicdo cronica de machos D. rerio a 0,25 (Figura 11-A) e 1 pg de Cd/L
(Figura 11-B) foi capaz de provocar alteragcbes no tecido hepatico, inicialmente com
vacuolizagdo dos hepatdcitos progredindo a degeneragdo do tecido e consequentemente um
desarranjo dos cordBes hepéticos. Além disso as alteracBes foram progressivas com o
aumento da concentragdo de exposicdo, ou seja, em geral organismos expostos a 1 pg/L de
Cd apresentaram vacuolizacdo, degeneracdo e desarranjo dos cordfes hepaticos mais
pronunciados, além de apresentarem hipertrofia dos hepatocitos, ou seja, aumento do
tamanho das células, comprometendo funcbes bésicas do figado, relacionadas a quebra e
sintese de moleculas, interferindo nas reacdes anabdlicas e catabdlicas que dependem do

figado, podendo promover desordens no sistema biolégico como um todo.
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Figura 11 — Corte histolégico de génada de macho adulto de Danio rerio ap6s teste cronico de 21 dias e
exposicao ao cadmio.

Fonte: o autor.

Legenda: A) Figado de macho exposto a 0,25 pg/L de cadmio; B) Figado de macho exposto a 1 pg/L de
cadmio. VC — vacuolizacdo dos hepatécitos; RD — regido em degeneracdo; DCH — desarranjo dos corddes
hepéticos e HF — hipertrofia dos hepatécitos.

Em fémeas (Figura 12 e 13) as alteracbes provocadas por Cd foram mais
pronunciadas nas duas concentracdes estudadas, provocando, além de vacuolizacdo,
degeneracdo e desarranjo dos corddes hepaticos (também encontrado no controle) a
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hiperplasia dos hepatdcitos, relacionados aos estimulos e a maior necessidade de
desintoxicacdo do figado e agravando-se para um quadro final de necrose, provocando

todo desarranjo do tecido hepéatico e comprometendo as funcdes basicas.

As alteracbes encontradas podem ndo sO comprometer questdes endocrinas
provocando problemas relacionados ao desenvolvimento sexual e reprodugdo, mas também
outros problemas fisioldgicos, como alteragdes no metabolismo energético, uma das
funcbes do figado (RUI, 2014), dificultando a sobrevivéncia do organismo e o0
desenvolvimento de funcbes que fagcam uso de energia como as desenvolvidas pelo

coragdo, cérebro e tecido muscular.
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Figura 12 — Corte histologico de figado de fémea adulta de Danio rerio ap6s teste cronico de 21 dias e
exposicao a 0,25 pg/L de cadmio.

Fonte: o autor.

Legenda: Figado de fémea exposta a 0,25 pg/L de cddmio. VC — vacuolizagdo dos hepatdcitos; RD — regido
em degeneracdo; DCH — desarranjo dos corddes hepaticos e HL — hiperplasia dos hepatdcitos



59

Figura 13 - Corte histoldgico de figado de fémea adulta de Danio rerio apos teste cronico de 21 dias e
exposicao a 1 pg/L de cadmio.

Fonte: o autor.

Legenda: A e B) Figado de fémea exposta a 1 pg/L de caddmio. VC — vacuolizagdo; RD — regido em
degeneracdo; DCH — desarranjo dos corddes hepéticos; HL — hiperplasia dos hepatocitos; NE - necrose.

Em Ophiocephalus striatus expostos a 630 pg/L de Cd por 96 horas o referido
metal foi capaz de causar diversas alteragcdes no figado, entre elas, degeneragdo, necrose e
hipertrofia das células hepéticas (BAIS; LOKHANDE, 2012). A exposicdo por 45 dias a

800 ug/L de cloreto de Cd provocou modificacdes na estrutura do figado, aparecimento de
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células com ndcleo picnotico, dilatacdo e congestionamento de vasos sanguineos intra-
hepaticos, inflamacdo leucocitéria, vacuolizacdo e necrose celular em Channa striatus
(RADHAKRISHNAN; HEMALATHA, 2010).

Em Acrossocheilus fasciatus a exposicao a 50, 500 e 5000 pg/L de cloreto de Cd
por 12, 24, 36 e 48 horas causou um aumento na vacuolizacdo celular e no blogueio de
vasos sanguineos relacionados ao aumento da concentracdo e do tempo de exposi¢do (LIU
et al., 2015). O Cd também procovou alteragdes no figado de Sparus aurata expostos a
1000 pg/L de cloreto de Cd por 2, 10 e 30 dias, sendo elas deletérias e progressivas, mais
pronunciadas a partir do décimo dia de exposicdo, incluindo vacuolizacdo, migracdo do
nacleo para a periferia do hepatécito chegando aos 30 dias de exposicéo a apresentar perda
na organizacdo celular, impossibilitando até mesmo a diferenciacdo dos corddes hepaticos,
aumento no tamanho dos vacuolos e aumento de células sanguineas no limen dos vasos
(GUARDIOLA et al., 2013).

As alteragBes histoldgicas no figado podem ser utilizadas como indicador de efeito
dos contaminantes ambientais e refletir sobre a saude geral da populacdo no ecossistema
(ClJI; NANDAN, 2014), porque é um orgao alvo para muitos pardmetros bioldgicos e
ambientais e considerado um excelente modelo para estudo das interacbes de
contaminantes ambientais e estruturas e funcdes hepéaticas (BRUSLE; ANADON, 1996).

Apesar do Zn ser um metal essencial para o funcionamento do sistema bioldgico, o
mesmo pode ser tdxico de diversas formas (ATSDR, 2005), afirmacdo que pode ser
comprovada analisando-se a Figura 14, onde observa-se figados de machos de D. rerio
expostos a 120 e 180 pg/L de Zn. Individuos expostos a 120 pg/L de Zn (Figura 14-A),
concentracdo permitida pela legislagdo americana (USEPA, 1995), apresentaram em seus
figados alteragdes como vacuolizagdo, degeneracdo dos hepatdcitos, desarranjo dos
corddes hepaticos e hipertrofia, aumento do tamanho do hepatdcito em relagdo ao controle,

aumento esse que acontece por estimulos devido a maior demanda funcional da célula.

Essas alteracbes mostraram-se progressivas em relacdo ao aumento da concentracéo
de exposi¢cdo ao Zn, isso porque além das alteracdes ja citadas, quando expostos a 180
pMg/L de Zn (Figura 14-B), o quadro de alteracdo evoluiu para uma severa e total
desorganizacdo do tecido (necrose), causando comprometimento do funcionamento do

Orgdo como um todo.
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Figura 14 — Corte histologico de figado de macho adulto de Danio rerio apds teste cronico de 21 dias e
exposi¢do ao zinco.

Fonte: o autor.

Legenda: A) Figado de macho exposto a 120 pg/L de zinco; B) Figado de macho exposto a 180 pg/L de
zinco. VC - vacuolizagdo dos hepatocitos; RD — regido em degeneracdo; DCH — desarranjo dos corddes
hepéticos; HF — hipertrofia dos hepatécitos; HL — hiperplasia dos hepatocitos; NE - necrose e A — artefato da
técnica causado pela navalha de aco.

Assim como para o figado de machos de D. rerio, 0 metal Zn mostrou-se toxico
para o figado de fémeas (Figura 15 e 16), causando aumento progressivo de vacuolizagéo,

degeneracéo e desarranjo dos corddes hepaticos em relacdo ao controle e as concentra¢des
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testadas e em estégio final, a necrose de todo tecido hepéatico, impossibilitando a distin¢éo
dos hepatdcitos, comprovando a morte do tecido e consequentemente falha das suas

funcdes.

Figura 15 — Corte histol6gico de figado de fémea adulta de Danio rerio ap0s teste cronico de 21 dias e
exposi¢do a 120 pg/L de zinco.

Fonte:o autor.

Legenda: A e B) Figado de fémea exposta a 120 pg/L de zinco. VC — vacuolizacdo dos hepatdcitos; RD —
regido em degeneracdo; DCH — desarranjo dos corddes hepéticos; HL — hiperplasia dos hepatdcitos e NE —
necrose.
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Figura 16 — Corte histologico de figado de fémea adulta de Danio rerio ap6s teste cronico de 21 dias e
exposicao a 180 pg/L de zinco.

Fonte: o autor.

Legenda: A e B) Figado de fémea exposta a 180 pg/L de zinco. VC — vacuolizagdo dos hepatdcitos; RD —
regido em degeneracdo; DCH — desarranjo dos corddes hepéticos; HL — hiperplasia dos hepatdcitos e NE —
necrose.

A exposicao a 600, 900 e 1800 pg de Zn/L durante 3, 7, 14 e 28 dias provocou
inchagco nos nucleos, degeneragéo e perda do nucleo dos hepatdcitos no figado de Puntius
parrah (ClJI; NANDAN, 2014). Também foram encontradas alteracbes no figado de
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Schizothorax niger coletados no lago The Dal no vale do Kashmir na india, regido com alta
concentracdo de Zn, e consequentemente alta concentracdo de Zn no figado dos
organismos (variacdo em torno de 70 ppm), dentre as alteracdes encontradas destaca-se
ruptura dos corddes hepaticos, congestionamento dos tubulos, degeneracdo do hepatdcito
e hiperplasia da células de Kupffer, variando de acordo com a época do ano em que 0S
organismos foram coletados (YOUSUF et al., 2012).

Por outro lado, Synechogobius hasta apresentou correlacdo inversa as alteracfes
apresentadas em relacdo as concentracdes estudadas. O estudo teve a duracéo de 12 dias e
coletas foram realizadas em 0, 4, 8 e 12 dias e as concentrac¢des estudadas foram 350, 9700
e 19200 pg/L de Zn. Na menor concentracdo estudada (350 pg/L de Zn) o figado dos
organismos testados apresentou congestdo da veia central, convergéncia dos sinusoides
pelas células vermelhas e vacuolizacdo citoplasmatica e sindrome do figado gordo com
hepatdcitos ocupados por grandes goticulas de lipidio em contrapartida, na maior
concentracdo (19200 pg de Zn/L) todas essas alteracbes forma menos pronunciadas
(ZHENG et al., 2011).

Os dois metais estudados (Cd e Zn) induziram alteracGes no figado de Oreochromis
mossambicus expostos durantes 6, 12, 18, 24 e 96 horas e 28 dias a concentracfes de 18 g
de Cd/L e 160 pg de Zn/L e 30 pg de Cd/L e 300 pg de Zn/L (em mistura) provocando
grandes mudancas histologicas, incluido hialinizacdo, congestdo dos vasos sanguineos,
aumento da vacuolizacdo associado ao acimulo de lipidios, e inchacgo celular (VAN DYK;
PIETERSE; VAN VUREN, 2007).

O figado é um 6rgdo chave para o funcionamento do metabolismo dos peixes
controlando fungdes vitais e desempenhando um papel proeminente na fisiologia dos
mesmos - anabolismo e catabolismo (BRUSLE; ANADON, 1996), portanto, altera¢des no
figado podem desencadear respostas fisioldgicas e alterar diversas respostas bioldgicas
provocando efeitos decorrentes desse desencadeamento, como alteracdes endocrinas e
consequentemente efeitos sobre o desenvolvimento e maturacdo sexual do organismo,

COmMO na taxa e no sucesso reprodutivo.

As concentracdes estudadas nas pesquisas com figado aqui apresentadas sao
concentracdes elevadas em comparacdo ao permitido por legislagbes ambientais para

protecdo da vida aquatica, fato esse que deve ser levado em consideracdo ao utilizar-se
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desses valores como base para tomada de decisdes governamentais, uma vez que os valores
permitidos atualmente sdo capazes de provocar alteragdes graves que comprometem o
funcionamento do 6rgéo e colocam em risco a sobrevivéncia de D. rerio, resultados que se
extrapolados para ambiente natural podem provocar morte de algumas espécies e

consequentemente um desequilibrio ambiental.

Fazendo um cruzamento (Tabela 1) dos dados obtidos entre as alteragdes
encontradas nas génadas de D. rerio com as encontradas no figado, fica claro a influéncia
do mesmo sobre o sistema biolégico como um todo. Em machos as altera¢fes no figado
foram menos pronunciadas, assim como as alteracbes nas gonadas, por outro lado em
fémeas as alteracbes encontradas no figado foram bastante pronunciadas, chegando ao grau
de necrose, refletindo assim sobre o desenvolvimento gonadal, pois 0 mesmo também
sofreu efeitos, os quais podem comprometer a reproducdo da espécie. Sendo assim fica
claro que a associacdo de dados histolégicos referente a gonada e figado de peixes é uma
ferramenta Util e importante para deteccdo de substancias com potencial de interferéncia

enddcrina.
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Tabela 1 — Cruzamento dos dados obtidos através das analises histologicas de fémea e machos adultos de
Danio reio apds exposicdo de 21 dias ao cadmio e ao zinco.

Sexo do Orgao Gonada (efeitos Figado (efeitos
organismo | Metal - observados) observados)
concentracao

Cadmio — 0,25 pg/L | Predominio de fases | RegiGes em
intermediéarias e | degeneracdo;
avangadas de | vacuolizagéo;
maturacdo (Figura 2) | hiperplasia e necrose

(Figura 12)

Cadmio — 1 pg/L Predominio de fases | Regides em
avancadas de | degeneracéo;
maturacao (Figura 3) | desarranjo dos

corddes  hepaéticos;
vacuolizacao,

Fémeas hiperplasia e necrose
(Figura 13)

Zinco — 120 pg/L Apresenta todas as | Regides em
fases de maturacdo | degeneracdo;
com predominio de | desarranjo dos
fases intermediarias e | cordGes  hepaticos;
avancadas (Figura4) | vacuolizagéo;

hiperplasia e necrose
(Figura 15)

Zinco — 180 pg/L Apresenta todas as | Regifes em
fases de maturacdo | degeneracdo;
com predominio de | desarranjo dos
fases intermediarias e | corddes  hepaticos;
avancadas (Figura5) | vacuolizacgdo;

hiperplasia e necrose
(Figura 16)

Cadmio — 0,25 pg/L | Regibes em | Regides em
degeneracdo (Figura | degeneracéo;

7-A) desarranjo dos
corddes hepaticos e
vacuolizacdo (Figura
11-A)

Cadmio — 1 pg/L Regioes em | Regi0es em
degeneracdo (Figura | degeneracéo;

7-B) desarranjo dos
corddes  hepaéticos;
vacuolizacdo e

Machos hipertrofia  (Figura
11-B)

Zinco — 120 ug/L Regides em | Regibes em
degeneracdo (Figura | degeneracéo;

8-A) desarranjo dos
corddes  hepaéticos;
vacuolizacao e
hipertrofia  (Figura
14-A)

Zinco — 180 pg/L Regides em | Regides em
degeneracdo (Figura | degeneracao;

8-B) desarranjo dos
corddes  hepaéticos;

vacuolizacdo;
hiperplasia e necrose
(Figura 14-B)

Fonte: o autor.
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3.4 CONCLUSOES

Ap0s a analise dos resultados pode-se afirmar que Cd e Zn, nas concentraces
permitidas por legislagdo, agem de forma diferente nas gonadas de D. rerio. Em fémeas 0s
metais provocaram alteracdes que podem comprometer a capacidade reprodutiva da

espécie, ja em machos esse efeito ndo foi observado.

Em relacdo ao figado, Zn mostrou-se mais tdxico do que Cd, tanto para machos
quanto para fémeas de D. rerio, levando ao aparecimento de graves alteracdes histoldgicas
como a necrose do tecido hepatico. O biomarcador histologico (figado e gdbnadas) mostrou-
se como uma ferramenta Gtil na detec¢do de substancias com potencial de atuacdo como

interferentes enddcrinos, reiterando-se a utilizagdo de outras técnicas em conjunto.

Ao integrar-se os resultados obtidos pode-se afirmar que Cd e Zn em concentragdes
permitidas por legislacdo para protecdo da vida aquatica, sdo capazes de provocar efeitos

endocrinos em D. rerio.

Dessa forma, com base em biomarcadores sensiveis da espécie D. rerio, deve-se
atentar para a revisao de valores permitidos de metais no ambiente aquéatico para protecdo
da vida aquatica uma vez que a presente pesquisa detectou potencial enddcrino e

consequente comprometimento do sucesso reprodutivo para manutencao das espécies.
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Capitulo 4: Analise de vitelogenina por método histoquimico como

indicador de efeito estrogénico em Danio rerio exposto a cadmio e zinco

Resumo

Diversos compostos quimicos presentes no ambiente aquatico possuem a capacidade de
alterar o sistema enddcrino dos organismos aquaticos, entre eles os metais, sendo o cadmio
(Cd) e o zinco (Zn) suspeitos dessa atuacdo. Uma das ferramentas utilizadas para analisar
esse efeito em machos € a deteccdo de vitelogenina (VTG), proteina com funcao definida
na precursdo do vitelo e posterior auxilio ao desenvolvimento embrio-larval, produzida
apenas pelas fémeas. Esta proteina pode ser detectada por métodos simples e baratos, como
a marcacdao através do método histoquimico. Desse modo, esta pesquisa teve como
objetivo analisar a capacidade de Cd e Zn em induzir a producdo de VTG em machos de D.
rerio e determinar se 0 método de marcacdo histoquimico ¢ um método eficiente para
estudar efeitos estrogénicos em machos de D. rerio. Para tanto machos adultos de D. rerio
foram expostos cronicamente (21 dias) a 0,25 e 1 pg/L de Cd e 120 e 180 pg/L de Zn,
valores permitidos por legislacdo para protecdo da vida aquatica. Posteriormente 0s
organismos passaram por método de preparo histolégico e marcacdo de VTG por método
histoquimico para posterior analise qualitativa dos dados. Apds analise foi possivel
observar que Cd e Zn, nas concentracOes estudadas, sdo capazes de induzir a producdo de
VTG em machos de D. rerio, necessitando de revisdo dos valores permitidos em legislacéo
para protecdo da vida aquéatica e confirmando a eficiéncia do método de marcacdo
histoquimica para deteccdo de VTG e uso como indicador de efeito enddcrino de
compostos quimicos em machos.

Palavras-chave: Cadmio. Zinco. Histoquimica. Interferente enddcrino. Danio rerio.

Histologia.

4.1 INTRODUCAO

Muitos compostos quimicos organicos e inorganicos usados diariamente pela
sociedade tém o potencial de afetar o sistema enddcrino dos vertebrados, que regula os
processos vitais, incluindo o desenvolvimento, crescimento, metabolismo e a reprodugéo.
Nas ultimas décadas, a investigacdo sobre a identificagdo e os efeitos biologicos desses
compostos tem se tornado uma importante area das ciéncias da saude humana e ambiental
(HIRAMATSU et al., 2005) e tende a continuar sendo foco de pesquisas cientificas
(TUNDISI; MATSUMURA-TUNDISI, 2011).

Um ndmero cada vez maior de produtos quimicos, respectivos subprodutos de
degradacdo e produtos gerados apds complexacdo, estdo sendo reconhecidos como
estrogénicos, sendo absorvidos e bioacumulados em concentra¢es na ordem de ng/L. Essa

ordem de grandeza, segundo literatura, tem demonstrado ser suficientes para induzir
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respostas fisioldgicas principalmente nos grupos de peixes, que sdo indicativas de
interferéncia endocrina (SUMPTER; JOBLING, 1995). Tal condigdo tem aumentando a
necessidade de ensaios e analises biologicas precisas, em nivel celular, e testes robustos
para avaliacdo dos produtos quimicos responsaveis pelos efeitos toxicos causados (ORN et
al., 2003).

Os produtos quimicos chamados de interferentes endocrinos (IE) (HIRAMATSU et
al., 2005) podem atuar nos organismos de diferentes formas: I) imitando os efeitos dos
horménios endogenos; 1) antagonizando os efeitos dos horménios endogenos; I11)
interrompendo a sintese e 0 metabolismo de horménios enddgenos, ou 1V) perturbando a
sintese dos receptores de hormonios especificos, levando a desregulacdo do sistema
endécrino em mdltiplos niveis nos organismos expostos (ARIS et al., 2014;
DZIEWECZYNSKI; HEBERT, 2013), alguns pesquisadores ainda afirmam que qualquer
elemento toxico é capaz de causar efeitos toxicos enddcrinos secundarios (PICKERING;
SUMPTER, 2003).

Recentemente, o grupo quimico de metais essenciais e ndo-essenciais, como 0
zinco (Zn) e o cadmio (Cd), respectivamente, tem sido apontados como poluentes
potenciais para atuarem como IE (IAVICOLI; FONTANA; BERGAMASCHI, 2009). Tais
elementos sdo facilmente assimilados por organismos aquéticos e sdo fortemente ligados
ao sistema bioldgico por grupos sulfidrila de proteinas, ligacdo esta que altera a estrutura e
as atividades enzimaticas de proteinas e causa efeitos toxicos evidentes em todo o
organismo (HODSON, 1988 ).

Alguns trabalhos avaliam endpoints relacionados a interferéncia enddcrina de
metais, como é o caso de Moreira (2010) que detectou alteracdes histologicas nas gdnadas
de machos de peixe (Gymnotus carapo) expostos a concentracdes de Cd e a dimunigdo no
namero de ovos por fémeas de Mysidopsis juniae, quando expostas a Zn (FIGUEIREDO et
al., 2013). Além desses efeitos em animais, a exposi¢do aos IEs esta associada com a
reducdo do sucesso reprodutivo, diminuicdo na taxa de sobrevivéncia, alteracdo na
proporcdo sexual da prole, desenvolvimento de anomalias (teratogénese) e efeitos
celulares e moleculares (AIT-AISSA et al., 2003). Tais efeitos vistos de forma individual,
em escala laboratorial, podem refletir os efeitos em nivel populacional, destacando-se tos
irreversiveis da capacidade reprodutiva, ja relatados na literatura para uma variedade de

peixes e animais selvagens (MPCA, 2008).
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Porém, o sistema enddcrino é complexo, envolvendo processos que operam em
varios niveis de organizacdo bioldgica e essa complexidade é frequentemente subestimada
e simplificada pela avaliacdo de apenas anomalias reprodutivas e de desenvolvimento,
levando a conclusdes enviesadas sobre a causa de certos efeitos adversos. Devido a isso,
diversos biomarcadores devem ser utilizados para uma avaliacdo mais realista dos efeitos
dos IEs (COSTA et al., 2010).

Dessa maneira, os danos provocados pelos IEs sdo descritos na literatura com
énfase para espécies de peixes (nivel individual) e um dos principais endpoint é a producéo
de vitelogenina (VTG) que é uma fosfolipoglicoproteina, precursora do vitelo (reserva
energeética nos ovos), sintetizada em todos vertebrados oviparos e langada do figado para a
corrente sanguinea para auxiliar no desenvolvimento de ovos (6vulos/odcitos) e
posteriormente no desenvolvimento embrio-larval (WALLACE, 1985). Sua producdo é
controlada pelo horménio 17B-estradiol, produzido principalmente em ovarios em
desenvolvimento (JONES et al., 2000), apresenta massa molecular variando entre 300kDa
e 600kDa e € uma proteina que carrega tanto compostos lipidicos quanto idnicos (por
exemplo, célcio, zinco, cadmio, ferro, etc) (HIRAMATSU et al., 2006).

Por apresentar funcdes relacionadas a producdo de ovos e propiciar alimento
durante o desenvolvimento embrio-larval, machos e juvenis de peixes, apesar de possuirem
0 gene para producdo de VTG, o mesmo € inativo e tal proteina ndo €, consequentemente,
sintetizada (DENSLOW et al., 1999). Quando detectada a VTG nos organismos acima
citados, ha um indicativo de exposicdo e acdo enddcrina, portanto, trata-se de um
biomarcador para exposi¢do estrogénica (OECD, 2012c; ORN et al., 2003), tornando-se
uma ferramenta Gtil para esta finalidade (WESTER et al., 2003). E importante destacar que
tal biomarcador fornece informacdes precisas e rapidas sobre a atuagdo de IEs , no entanto,
anélises complementares de outros biomarcadores como as alteragcbes morfoldgicas sdo
requeridas para melhor compreensdo da dindmica da atuacdo de potenciais IES
(HIRAMATSU et al., 2006).

Para deteccdo da producdo de VTG existem diversos métodos, entre eles
hibridizagdo “in situ”, imunohistoquimica (ELISA e western blot), cromatografia, Reagdo
em Cadeia da Polimerase em tempo real (PCR em tempo real) e histoquimica. Alguns sdo
capazes de quantificar a VTG presente no figado (ex.: cromatografia) e outros apenas

detectam a presenca ou auséncia, como a histoquimica (VAN DER VEN et al., 2003).
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Portanto, realizar a andlise de VTG através de histoquimica torna-se uma
alternativa viavel para a detecgdo dessa alteragdo fisiol6gica, porque apresenta baixo custo
e facilidade de realizagcdo. Alem disso, pode-se observar alteragdes morfoldgicas pois esta
associada a realizacdo da histologia do organismo, possibilidade essa que 0s outros
métodos ndo fornecem, além de serem técnicas mais complexas de serem realizadas e mais

caras.

Outro motivo para a recomendacdo da analise de VTG por histoquimica € a
preocupacdo com meio ambiente, isso porque a quantidade produzida de VTG ndo é o
resultado mais importante e sim se ela esta ou ndo sendo expressa em machos, sendo que
qualquer sinal de sua producédo em machos é um indicativo de interferéncia enddcrina e seu
potencial efeito na reproducdo, colocando em risco a espécie em questdo e

consequentemente o equilibrio ecoldgico.

Portanto a presente pesquisa busca responder a duas principais questdes: a)
ConcentracOes permitidas por legislagbes nacional e internacional dos metais Cd e Zn
demonstram potencial de interferéncia enddcrina considerando-se a producdo de VTG em
machos de D. rerio?; b) o método de marcacdo histoquimico € um método eficiente para

estudar efeitos estrogénicos em machos de D. rerio?;

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Peixes e manutencao

Adultos de D. rerio obtidos de forma comercial no Pet Shop Aguia de Ouro na
cidade de Sorocaba/SP foram aclimatados e mantidos em condi¢des laboratoriais
controladas (ABNT, 2015), utilizando-se agua de abastecimento publico previamente
filtrada (filtro de carvao ativado e por tela do tipo silk screen com abertura de malha de
25um) e desclorada, alimentados um vez ao dia com ragdo comercial tetramim® com 97%
de proteina bruta, “add libitum” e mantidos em temperatura de 26°C+1°C e fotoperiodo
controlado de 12h:12h claro:escuro.

4.2.2 Substancias quimicas

Para o preparo das solugdes de trabalho de Cd(Il) e Zn(Il) foi utilizado sulfato de
Cd (CdS0,.8/3H,0, Dinamica®, pureza 99% - 102%) e sulfato de Zn (ZnSO,.7H,0,
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Dinamica®, pureza 99% - 103%) respectivamente, sendo estudada somente a concentracdo
do respectivo metal em cada sal.

4.2.3 Exposicao

Machos e fémeas adultos (entre 3 e 4 meses) de D. rerio foram submetidos a um
teste de exposicgdo cronica (21 dias; OECD, 2010 — adaptado para o tempo de exposic¢ao)
em regime semi-estatico (troca total da solucdo a cada 72 horas) aos metais Cd e Zn, em
separado, para duas concentracdes de Cd (1ug/L e 0,25ug/L) e duas concentracdes de Zn
(180ug/L e 120pg/L) permitidas pela legislagdo brasileira (BRASIL, 2005) e norte
americana (USEPA, 1995 para o zinco e USEPA, 2001 para o cadmio) respectivamente.
Além disso, um controle experimental foi montado com a agua de cultivo, a partir de agua
de abastecimento (ABNT, 2015).

Para cada condicdo experimental e separados pelo sexo utilizou-se aquarios de
vidro (2L) recobertos com sacos plasticos descartaveis e 3 réplicas contendo 3 organismos-
teste em cada (n=9) foram montados, mantendo-se as mesmas condi¢bes de cultivo

descritas acima.

De acordo com instrucdes recebidas da Comissdo de Residuos do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Sorocaba/UNESP a solugéo-teste de cada troca foi descartada
descartada como residuo comum, decisdo essa tomada pois as concentracfes estudadas se
enquadram dentro da legislacdo brasileira e sdo menores que as encontradas nos rios do
Estado de Séo Paulo ndo acarretando em maiores prejuizos ao ambiente em comparacao

aos que ja acontecem.

4.2.4 Andlise histoquimica

Ap0s exposicdo as concentracdes testadas de Cd e Zn seis machos de cada condigéo
experimental foram escolhidos aleatoriamente, sacrificados por introducdo direta em alcool
PA, a cabeca e a nadadeira caudal foram cortadas, retiradas e o restante fixado em formol
10% por 18 horas, seguindo-se a lavagem, desidratacdo e inclusdo em parafina. Os cortes
(4pm) foram obtidos com navalha de aco, em microtomo (micron HM340E) e sofreram
marcacgdo histoquimica para VTG de acordo com metodologia proposta por Van der Ven et
al., (2003), em duas etapas: 1- os cortes foram desparafinizados em séries graduadas de
xilol e etanol e lavados em &gua destilada. As laminas com os tecidos foram incubados em

10 mM/L de cloreto de ferro hexaidratado, por 1 hora (temperatura ambiente) para que as
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fosfoproteinas presentes nas moléculas de VTG fiquem complexadas ao ferro IlI; 2-
Coloracdo com o método de pearl’s prussian blue, o qual cora o complexo de ferro (1)
formado no passo 1 e confere tons de azul a VTG presente no figado. Os procedimentos
foram realizados de acordo com o Apéndice B e os tecidos analisados qualitativamente em

microscopio optico Zeiss — Scope Al.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de marcagdo histoquimica para deteccdo de VTG em organismos machos
e consequentemente a deteccdo de efeito estrogénico de substancias contaminantes € uma
técnica descrita ha mais de 10 anos no meio cientifico. Apesar do método nao ser
especifico para deteccdo de VTG, leva vantagem pela alta concentracdo de grupos fosfato
presente na mesma, sendo assim uma técnica recomendada (VAN DER VEN et al., 2003).

Como descrito na metodologia apés método histoquimico a VTG secretada pelas
células do figado apresentar-se-4 em tons de azul, dessa forma, pode-se observar na Figura
1 — A o controle de machos adultos de D. rerio, que normalmente ndo produzem VTG, a
auséncia de regiGes em tons de azul, o contrario acontece com fémeas (Figura 1 — B,
controle) onde a producdo de VTG ¢é intensa para o auxilio na qualidade dos ovos e
posterior desenvolvimento embrio-larval das proximas geracoes e observa-se a dominancia

da cor azul na imagem.

Na sequéncia, pode-se observar cortes de figado de machos adultos de D. rerio
expostos a concentragdes testadas de Cd (0,25 pg/L de Cd - Figura2 — A e 1 pg/L de Cd -
Figura 2 — B), onde é possivel observar a coloracdo azul, resultado da reacdo ocorrida pela
técnica empregada, método histoquimico, comprovando a presenca de VTG no figado de
machos de D. rerio causada pela exposicdo cronica ao Cd, em comparagdo aos controles,
tanto macho (Figura 1 — A) quanto a fémea (Figura 1 — B). O mesmo acontece com 0S
organismos expostos as concentragdes de Zn (120 pg/L de Zn - Figura 3 — A e 180 pg/L de
Zn - Figura 3 — B) onde as imagens também demonstram secre¢des das células do figado
em tons de azul, indicando a producéo de VTG pela influéncia a exposicéo ao Zn.

Conforme marcacéo e observagéo dos cortes (Figura2 — A e B e Figura 3 — A e B),
percebe-se que em todos os casos, desde a menor até a maior concentracdo estudada os
metais Cd e Zn provocaram efeitos fisiologicos nos machos induzindo a producédo de VTG,

ou seja, um efeito enddcrino no organismo que pode afetar a capacidade reprodutiva da
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espécie e comprometer sua perpetuacdo, ndo apresentando diferenga entre metais nao-
essenciais (Cd) e essenciais (Zn). Destaca-se ainda que as concentragdes estudadas sdo
permitidas no ambiente aquatico por legislacdes para protecdo da vida aquatica, mas nao
preservam a integridade enddcrina dos organismos. Dessa forma, o método histoquimico
para marcagdo de VTG mostra-se de forma eficiente como um endpoint a ser analisado
para deteccdo de substancias com potencial atuagcdo como IEs.
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Figura 1 - Cortes histologicos de figado controle de D. rerio apds marcacao histoquimica.

Fonte: (A) Van der Ven et al. (2003); (B) o autor.

Legenda: A) Figado de macho controle (sem vitelogenina); B) Figado de fémea controle (presencga abundante
de vitelogenina); A — artefato da técnica provocado pela navalha de aco, VTG — vitelogenina.
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Figura 2 — Corte histolégico de figado de D. rerio exposto cronicamente ao cadmio.

Fonte: o autor.

Legenda: A) Figado de macho exposto a 0,25 pg/L de cddmio B) Figado de macho exposto a 1 ug/L de
cadmio; VTG - vitelogenina.
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Figura 3 — Corte histolégico de figado de D. rerio exposto cronicamente ao zinco.

Fonte: o autor.

Legenda: A) Figado de macho exposto a 120 ug/L de zinco B) Figado de macho exposto a 180 ug/L de
zinco; VTG - vitelogenina.
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A producéo de VTG néo foi apenas detectada em D. rerio, mas também em outras
espécies de organismos aquéticos. Falfushynska et al. (2016), atraves de quantificacdo por
ELISA, detectou a producdo de VTG em machos de rés da espécie Pelophylax ridibundus,

quando expostas a 100 pg/L de Zn durante 14 dias.

Comparando-se esses dados descritos com os resultados da presente pesquisa, a
concentracdo de Zn testada e o tempo de exposi¢cdo foram menores ao que D. rerio foi
submetido, indicando ndo s6 a eficiéncia do metodo histoquimico, pois mesmo sem
quantificar foi capaz de detectar a producdo de VTG, como a necessidade de revisdo dos
valores permitidos em legislacdo para protecdo da vida aquética, porque mesmo em baixas
concentracfes os elementos quimicos sdo capazes de causar alteracBes enddcrinas em

diferentes espécies, detectadas através do mesmo endpoint (VTG) por diferentes métodos.

O cadmio também foi capaz de estimular a producéo de VTG em peixes machos de
Rutilus rutilus, quando injetados com 0,1, 0,5 e 2,5 mg de cloreto de Cd por quilograma de
peso do peixe e 0s niveis de VTG analisados através de PCR em tempo real apds 8 dias de
exposicdo (GERBRON et al., 2015).

Além disso, peixes da espécie Petroleuciscus esfahani, capturados ao longo do rio
Zayandeh Roud no Ird, através de PCR em tempo real, também foram detectados com a
producdo de VTG (GILANNEJAD et al., 2016), assim como em gbnada e figado de
crocodilos (Crocodylus niloticus) coletados em uma fazenda de criacdo préximo ao rio
Crocodile na Africa do Sul, também utilizando o método de PCR em tempo real
(ARUKWE et al., 2016). Estudos ainda relacionam os dados de produgdo de VTG a alta
concentracdo de poluentes organicos, entre eles os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

e elementos metalicos no ambiente (dgua e sedimento).

Metais ndo induzem mudangas fisiologicas e consequentemente a producdo de
VTG apenas em vertebrados, como demonstrado por Hwang et al. (2010). Esses elementos
também podem provocar a inducdo de VTG em invertebrados, copépodos da espécie
Paracyclopina nana, a partir de 24 horas de exposic¢do a Cd (0,1 mg/L), cobre (0,4 mg/L) e
arsénio (2 mg/L) quantificados através de PCR em tempo real e em larvas de Chironomus
riparius, expostas por 96 horas a diferentes concentrac6es de Cd (0,2; 2 e 20 pg/L), onde
os resultados também foram obtidos através de PCR em tempo real (PARK; KWAK,
2012).
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Trabalhos que relatem a deteccdo de VTG por histoquimica sdo escassos ha
literatura cientifica, o que pode ser comprovado pela auséncia dessa técnica nos trabalhos
anteriormente citados (HWANG et al., 2010; PARK; KWAK, 2012; GERBRON et al.,
2015; ARUKWE et al., 2016; FALFUSHYNSKA et al. 2016; GILANNEJAD et al., 2016),
nos quais destaca-se o0 uso de ELISA e principalmente PCR em tempo real, formando uma
lacuna de dados no meio cientifico, ressaltando a necessidade de pesquisas que abordem a
utilizacdo também dessa técnica para averiguacao de efeito enddcrino causado por metais

para que.

Além disso, € possivel a associar esta técnica com a avaliagdo de efeitos
histoldgicos, possibilitando em uma Unica técnica a verificacdo de respostas fisioldgicas e
morfologicas frente a exposicdo a um contaminante ambiental, reforcando a possibilidade
de sua utilizacdo em estudos que busquem concentracdes seguras de quimicos no ambiente

para a protecdo da vida aquética. (ZHONG et al., 2014).

4.4 CONCLUSOES

Através dos resultados conclui-se que mesmo em concentragdes permitidas em
legislacdo para protecdo da vida aquatica Cd e Zn sdo capazes de provocar efeitos
fisiolégicos induzindo a producdo de VTG no figado de machos de D. rerio, comprovando
a atuacdo dos referidos metais como interferentes enddcrinos, podendo assim, afetar a

capacidade reprodutiva da espécie.

Dessa forma fica claro que o método por marcacdo histoquimica é um método
eficiente para deteccdo de efeito estrogénico em machos de D. rerio e pode ser utilizado
como um endpoint em pesquisas ambientais que visem a protecdo da vida aquética e
auxilie 6rgdos governamentais na tomada de decisOes e reestruturagdes na legislacao para a
permissdo de concentracOes de contaminantes ambientais mais restritivos no ambiente

garantindo a integridade enddcrina dos organismos aquaticos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo inicial desse trabalho foi responder a duas questdes principais e ao final
das avaliacGes é possivel dizer que 0 mesmo foi alcancado com sucesso. Quanto aos testes
realizados, iniciamos pelo uso da técnica de dessorcdo que é a proposta de metodologia
para auxilio em testes laboratoriais visando determinar a concentracdo real de incorporacao
de contaminantes pelo organismo que pode ser capaz de provocar efeitos toxicos. A mesma
mostrou-se como uma possivel ferramenta quando utilizada com Cd e Zn em D. rerio,
recomendando-se a realizacdo de tal metodologia com outros elementos. Na sequéncia, 0
FBC trouxe resultados importantes, mostrando que Zn é mais incorporado pelo organismo
do que Cd, mas em contrapartida Zn se incopora de maneira inversamente proporcional a
concentracdo de exposicdo, o que pode ser um fator de influéncia na toxicidade do

elemento.

Para avaliar os efeitos causados por Cd e Zn em D. rerio exposto crdnicamente a
concentracdes de Cd e Zn permitidas por legislagdo nacional e internacional para a
protecdo da vida aquatica foi realizada analise morfoldgica de gbnada e figado de machos e
fémeas através de observagdes histoldgicas. Observou-se que as concentra¢fes permitidas
por legislacdo de Cd e Zn sdo capazes de causar efeitos tdxicos proporcionais a
concentracdo de exposicdo em gobnadas de fémeas expostas cronicamente, afetando o
desenvolvimento gonadal e possivelmente a reproducdo, diferentemente de gbonadas de
machos que apresentaram apenas regides pontuais em degeneracdo, que parecem ndo
interferir no desenvolvimento gonadal, mas caso a exposicdo se prolongue as alteracdes

podem aumentar e gerar danos no desenvolvimento e no sucesso reprodutivo

O figado de D. rerio foi o 6rgdo que mais sofreu com a exposicdo a Cd e Zn, sendo
as alteracGes mais pronunciadas nos organismos expostos ao Zn, 0s quais apresentaram
necrose evidente do tecido hepéatico, comprometendo o funcionamento do 6rgdo. Nesse
momento, a bioconcentragdo de Zn que ocorreu de forma inversamente proporcional a
concentracdo de exposicdo ndo causou modificacdes significativas quanto as andlises
histolégicas, uma vez que quanto maior a concentracdo de exposicdo, mais alteracdes

foram observadas.

A Ultima anélise realizada foi a deteccdo de VTG em figado de machos de D. rerio

através de marcacdo histoquimica, na qual evidencia-se a capacidade de Cd e Zn
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provocarem alteracOes fisiologicas nos organismos, induzindo os machos a producéo de
VTG, resultado de interferéncia enddcrina, colocando em risco a reproducdo da espécie.
Assim, a analise de VTG, por marcacdo histoquimica, mostrou-se como um endpoint

adequado para deteccao de possiveis IE.

Com o conjunto de anélises apresentado fica claro que as concentra¢@es de Cd e Zn
permitidas por legislacdo nacional e internacional ndo asseguram a integridade endocrina
de D. rerio, assim como evidencia o potencial de tais metais atuarem como IE no

organismo em questéo.

Dessa forma, as andlises de FBC, histologia (génada e figado) e histoquimica
(figado de machos), aléem de formarem um conjunto diferenciado de respostas biologicas
para deteccdo de substancias com possivel atuacdo como IE também formam um conjunto

de parametros biologicos adequado para 0 mesmo proposito.

Portanto, recomenda-se uma revisdo das legislacdes para protecdo da vida aquética
para abordarem valores permissiveis mais restritivos e que sejam baseados ndo somente em
testes de sobrevivéncias, mas também em outros testes e analises, como por exemplo,
aqueles apresentados neste trabalho, garantindo além da sobrevivéncia a integridade

enddcrina das espécies, preservando-as e mantendo o equilibrio ecolégico.

Por fim, sugere-se que seja realizadas pesquisas com concentragcdes menores que a
utilizada no presente estudo até que o efeito do(s) metal(is) em questdo ndo seja observado,
sendo essa entdo a concentracdo recomendada ambientalmente, levando em consideracéo,

além da sobrevivéncia e integridade enddcrina e biolégica do organismo.
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APENDICE A — PROCEDIMENTOS BASICOS PARA REALIZAGAO
DO TESTE DE DESSORCAO DE METAIS DA PARTE EXTERNA DE
DANIO RERIO

Destaca-se que de acordo com cada metal o tempo de dessor¢do pode variar, por
iIsso recomenda-se a realizacdo de um teste piloto para determinacdo do tempo ideal de
banho acido de acordo com o metal estudado. Dessa forma fica garantida a remocao do
mesmo da parte externa do organismo.

Para realizacdo do teste de dessorcao os seguintes passos devem ser seguidos:

Passo Procedimento
1 Exposigéo dos organismos
Sacrificio dos organismos (introducdo direta no acido)

Retirada dos organismos do acido

Realizagéo da digestdo dos organismos

2
3
4 Armazenamento da solucdo acida para posterior leitura e construcéo da curva
5
6 Leitura da concentragdo de metal incorporada pelo organismo

7

Observagoes:

1) Para o teste piloto o temo de exposicdo deve ser o mesmo utilizado entre as trocas no
teste de exposicdo definitivo;

2) A retirada dos organismos para o teste final deve ser feita de acordo com o tempo obtido
no teste piloto;

3) O passo de nimero 4 deve se apenas realizado no teste piloto;

Ressalta-se ainda que inicialmente o teste foi proposto pensando em Danio rerio,
mas pode ser adaptado para outros peixes utilizados como modelo experimental em testes

ecotoxicoldgicos laboratoriais.



APENDICE B — PROCEDIMENTOS PARA MARCAGAO

HISTOQUIMICA DE VITELOGENINA (VTG)

Antes de iniciar o procedimento as laminas com os cortes devem ser levados e

estufa histologica a 60°C por mais ou menos 20 minutos.

Utilizar cortes de figado de aproximadamente 4um, quanto mais espesso o corte
mais dificil da coloragdo adentrar e isso resultard em modificagcBes nos procedimentos a

sequir.

Apbs retirar da estufa seguir os procedimentos abaixo:

Passo Procedimento

1 Xilol 1

2 Xilol 2

3 Alcool PA 1

4 Alcool PA 2

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

6 Agua

7 Solucdo Prussin Blue

8 Agua

9 Solucéo de vermelho neutro

10 Agua

11 Alcool PA 1

12 Xilol 1

13 Montar
OBSERVACOES:

1 — A solucdo de cloreto de ferro pode ser preparada no dia anterior, manter em frasco

ambar. Solugéo toxica, ndo descartar na pia.

2 — Solucéo Prussian Blue, misturar em quantidades iguais as soluces A e B. As solucbes

A e B podem ser preparadas no dia anterior e obrigatoriamente guardadas em frasco

ambar.

Tempo
2 min
2 min
10X
10X
60 min
15X
10 min
10X/3min
1 min
~1min
15X
15X
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Solugdo A — Ferrocianeto de potassio (2%)
10g de ferrocianeto de potassio em 500ml de agua destilada

Solugdo B — Acido cloridrico (2%)

10 ml de HCI concentrado em 500ml de agua destilada

Solucao tdxica, ndo descartar na pia.

3 — Solucéo de vermelho neutro

Vermelho neutro (cc 50040 — 75%) 1,09
Agua destilada 100ml
Acido glacial acético 1,0ml

A solucdo de vermelho neutro pode ser preparada no dia anterior e obrigatoriamente

estocada em frasco ambar.
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