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RESUMO

A producéo anual de artigos téxteis chegou a cerca de 2,16 milhdes de toneladas em
2021, implicando no lancamento crescente de efluentes provenientes da referida
atividade antrépica em aguas superficiais. Nesses efluentes, o corante indigo Blue
utilizado para o tingimento do jeans azul, tem se mostrado um potencial poluidor do
meio aquatico em fungédo da ampla utilizagao na industria téxtil, e sua larga escala de
producao. A presente pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial ecotoxicolégico
do corante indigo blue sintético e natural, por meio da exposigéo de Danio rerio adulto
em tempo crénico (21 dias), averiguando-se os aspectos qualitativos do biomarcador
histolégico brénquias. O trabalho também avaliou se peixes, apds exposigdo aos
corantes, e mantidos posteriormente em &agua de cultivo por mais 21 dias,
apresentavam reversdo biolégica de lesdes branquiais. Os resultados obtidos
demonstraram toxicidade para ambos os corantes, sendo que o indigo natural
desencadeou uma maior diversidade de lesdo e de maior intensidade quando
comparado ao indigo blue sintético e ao controle, destacando-se alteragdes como a
fusdes lamelares e a hiperplasias. Nos ensaios de recuperagéo bioldégica nao foi
observado reversibilidade das alteragées morfoldgicas dos animais expostos ao indigo
sintético, ao contrario, as lesdes foram progressivas mesmo 21 dias na auséncia do
corante, mas as laminas do corante natural apresentaram maior numero de lesdes,
em comparagao aos animais antes de reconstituigao biolégica. Tais lesbes sugerem
uma tendéncia a asfixia e morte dos individuos, além de ser uma via de exposi¢cao do
corante para demais 6rgaos, por tratar-se de uma regido amplamente vascularizada.
Diante do exposto, evidencia-se a preocupagao com a vida aquatica exposta a tais

substancias quimicas.

Palavras-chave: ecotoxicologia; Danio rerio; histologia; indigo blue; indigo sintético;

branquias.



ABSTRACT

The annual production of textile articles reached approximately 2.16 million tons in
2021, resulting in an increasing release of effluents from this anthropic activity into
surface waters. In these effluents, the dye Indigo Blue, used for dyeing blue jeans, has
been shown to be a potential pollutant of the aquatic environment due to its widespread
use in the textile industry and large-scale production. The aim of this study was to
evaluate the ecotoxicological potential of synthetic and natural Indigo Blue dye through
the chronic exposure of adult Danio rerio for 21 days, focusing on the qualitative
aspects of the gill histological biomarker. The study also assessed whether fish, after
exposure to the dyes and subsequently kept in culture water for an additional 21 days,
exhibited biological reversal of gill lesions. The results obtained demonstrated toxicity
for both dyes, with natural indigo triggering a greater diversity and intensity of lesions
compared to synthetic indigo blue and the control, including alterations such as
lamellar fusions and hyperplasia. In the biological recovery assays, no reversibility of
the morphological changes in animals exposed to synthetic Indigo Blue was observed.
On the contrary, the lesions progressed even after 21 days in the absence of the dye.
However, the natural dye-treated samples showed a higher number of lesions
compared to the animals before biological reconstitution. These lesions suggest a
tendency towards asphyxia and death of the individuals, as well as being a route of
dye exposure to other organs due to the highly vascularized nature of the gills. In light
of the foregoing, concern for aquatic life exposed to such chemical substances is

evident.

Keywords: ecotoxicology; Danio rerio; histology; indigo blue; synthetic indigo; gills.
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1 INTRODUGAO

1.1 Poluigdo dos ambientes aquaticos: Enfase para efluentes téxteis

A producédo anual de artigos téxteis chegou a cerca de 2,16 milhdes de
toneladas em 2021 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA TEXTIL E DE
CONFECCAO, 2023). A fabricagdo de vestuarios e outros itens téxteis como por
exemplo roupas de cama, mesa e banho, aumenta junto com a demanda, ou seja,
cresce em progressdo geomeétrica, junto com a populagdo mundial, implicando no
lancamento crescente de volumes provenientes da referida atividade antropica em
aguas superficiais.

A industria téxtil utiliza uma grande demanda de agua em seus processos,
gerando uma quantidade de agua residuaria que geralmente contém altas cargas de
sais dissolvidos, surfactantes, sélidos suspensos e matéria organica (SALGADO et
al., 2009). Os efluentes téxteis resultantes da produgéo, séo introduzidos diretamente
em corpos de aguas receptores, muitas vezes sem o devido tratamento,
comprometendo os multiplos usos desses recursos, caracterizando uma fonte pontual
de poluicdo. Apesar de ser a fonte poluidora mais facil de se identificar, o controle
desses langamentos ainda é deficitario no Brasil (CITEVE, 2015).

Além das fontes pontuais, existem também as fontes difusas, que ocorrem em
extensas areas, no caso dos efluentes liquidos em bacias hidrograficas por exemplo,
portanto ndo acontecem somente em um determinado local, o que torna mais dificil
mensurar e identificar sua descarga, além de possuirem aportes em periodos de
chuva. As fontes ndo-pontuais (difusas), possuem notaveis graus de contaminacéo, e
elevados custos para sua redugao e quantificagcdo, o que faz a maioria dos paises
darem maior ateng&o a estas fontes. (BARROS, 2008).

Para evitar a deterioragdo dos ambientes aquaticos, bem como monitorar e
restringir o langamento de efluentes nos corpos de agua receptores (incluindo-se
efluentes téxteis), existem legislagbes que buscam controlar quimica e
ecotoxicologicamente os corpos de agua, em fungao dos usos desejados (Resolugdes
CONAMA N°357/05 e No. 430/11). Tal controle tem como base as respostas

bioldgicas, obtidas em ensaios ecotoxicoldgicos realizados com organismos-teste de



pelo menos dois niveis troficos diferentes, que nado devem apresentar toxicidade ou
potencial para causar toxicidade a vida aquatica

Considerando-se os efluentes téxteis e seu potencial para causar
ecotoxicidade, destacam-se as moléculas sintéticas de corantes, produzidas para
terem uma elevada estabilidade ambiental e consequentemente elevado poder de
interagcéo bioldgica. Dentre os corantes, os indigos s&o mundialmente utilizados em

funcao da industria do Jeans.

1.2 Corantes téxteis: énfase para o Corante indigo

Corantes sdo substancias quimicas obtidas a partir de fontes naturais ou
sintéticas que podem ser aplicados diretamente no substrato. Segundo Zanoni e
Yamanaka (2016) para fornecer a cor desejada aos produtos como o couro, tecido,
papel ou tintas de cabelo, sdo adicionados de forma solubilizada total ou parcialmente
em um meio liquido (Em casos de corantes insoluveis, aditivos s&o adicionados, para
que ocorra a solubilizagdo), ou por quebra da estrutura cristalina, e dessas maneiras
a cor sera mantida no substrato através de adsorc¢édo, solvatacéo, ligagao ibnica ou
covalente.

A produgdo mundial de corantes sintéticos chega a milhdes de toneladas e
justifica-se pelo menor custo de produgdo comparado com os corantes naturais,
infinitas possibilidades de mesclas de grupos croméforos e auxocromos que
proporcionam uma maior paleta de cores, maior grau de pureza e pela fixagado
(PAULA, 2012). A larga escala de produgdo € necessaria, pois corantes s&o
empregados em diversas industrias tais como, farmacéutica, de cosméticos, de papel,
alimenticia e téxtil, e a demanda de produgao é muito alta nessas areas (OLIVEIRA,
2010).

Existem duas maneiras de se classificar corantes téxteis, a primeira através da
estrutura quimica, que analisa o arranjo quimico ou o grupo cromoforo, que seria o
grupo que proporciona as cores ao corante, e a segunda pelo uso ou método de
aplicagao, esta classificacao € feita pelo tipo de fibra onde o corante sera aplicado, os
tipos de fibra sdo naturais e ndo naturais (CARDOSO, 2012). Por essas
especificacées, o corante indigo esta na classificacdo indigoide e a tina ou cuba

(insoluveis em agua).



Varios tipos de corantes indigoides sdo sintetizados, mas o indigo blue é o
principal. O seu grupo contém elementos que recebem e doam elétrons ligados ao
anel benzénico, o que atribui a cor azul forte e as propriedades redox ao corante.
Corantes com essas caracteristicas sao aplicados em fibras como algodao, viscose e
14, e ndo possuem uma boa fixagdo, entdo perdem a cor durante as lavagens. Além
disso, este corante tem a forma vat, pois possui carater polimérico, que confere a baixa
solubilidade em meio aquoso (ZANONI; YAMANAKA, 2016), sendo assim, no
processo de tingimento se faz necessaria uma reagao de redugao a forma leuco, com
o ditionito de sédio, alterando sua cor para o amarelo, e fazendo com que o corante
se solubilize em meio liquido, e apds o tingimento e a exposi¢ao ao ar, ele retoma sua
cor azul (BENASSI, 2021). Em funcdo de sua ampla aplicagado, justifica-se a

preocupagao ambiental em termos ecotoxicolégicos.

1.3 Ensaios Ecotoxicolégicos

A ecotoxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos que substancias, naturais ou
sintéticas, sobre os organismos vivos, e consequentemente a toda a cadeia alimentar,
sendo ela aquatica ou terrestre. Tal area do conhecimento passou a ser uma
ferramenta de monitoramento ambiental, pois por meio de ensaios ecotoxicologicos,
se pode evidenciar toxicidade de diversas substancias para a fauna e a flora,
desenvolver com tais dados analises de riscos e consequentemente restricbes de
certas concentragdes ambientais para usos determinados (MAGALHAES; FERRAO
FILHO, 2008).

Quando é feita a avaliagdo de toxicidade de um determinado efluente, por
exemplo, somente fazer os testes quimicos néo é suficiente, ja que este teste néo
podera dizer diretamente se os organismos sao afetados e também qual substancia
foi a causadora da toxicidade. Nesses quesitos 0s ensaios ecotoxicologicos séo
ferramentas complementares aos dados quimicos, pois com eles se pode avaliar a
mortalidade dos organismos, os efeitos crénicos causados pelas substancias,
analisando-se uma diversidade de biomarcadores como os histologicos, bioquimicos,
reprodutivos, genéticos, dentre outros, e determinar o grupo quimico de maior impacto
aos sistemas bioldgicos. (BIANCHI, 2013).



A importancia desse tipo de estudo esta na prevencdo de impactos sobre a
fauna e flora aquatica, pois a contaminagdo € um efeito domind, tem inicio
apresentando efeitos nao visiveis, até a alteracdo em um ecossistema inteiro. Se o
efeito de um grupo quimico ou de uma mistura for detectado em nivel de célula, tecido
e individuo, em escala laboratorial, serdo preventivos e previsiveis a longo prazo,
evitando-se que o dano se instale no ambiente, Os biomarcadores citologicos,
bioquimicos, histoldgicos dos individuos, ou seja as respostas diante da exposi¢cao
para cada individuo, sdo denominados biomarcadores, e por meio deles é possivel
compreender respostas adaptativas a estressores ou respostas progressivas e
irreversiveis considerando-se tempo de exposi¢cdo, sensibilidade da espécie,
concentragao e resposta biolégica (ZAGATTO;BERTOLETTI, 2006).

Diante do exposto, evidencia-se a problematica do corante indigo blue em
ambientes aquaticos, em fungdo da ampla utilizagdo na industria téxtil, e sua larga
escala de producdo. A presente pesquisa pretende compreender os aspectos
ecotoxicoldgicos dos corantes indigo blue sintético e indigo natural, por meios da
exposicao de adultos de Danio rerio aos corantes por 21 dias, bem como a capacidade
de recuperacéo bioldgica, por mais 21 dias, averiguando-se os aspectos qualitativos
da morfologia e semi-quantitativos das branquias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a toxicidade cronica do corante indigo blue sintético e indigo natural por
meio da exposicdo de peixes adultos da espécie Danio rerio em concentraciao
representativa dos corantes em efluentes téxteis (100mg/L), e a capacidade de
recuperagcdo bioldgica por igual periodo de tempo, utilizando-se o biomarcador
histolégico de branquias, por analise qualitativa e semi-quantitativa.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar testes ecotoxicolégicos cronicos (21 dias) com adultos de D. rerio, na
concentragado de 100mg/L, averiguando os aspectos da morfologia branquial,

- Realizar ensaios de recuperagéao bioldgica, utilizando-se os peixes expostos a
cada corante, que ap6s 21 dias, foram mantidos a condi¢ao controle (auséncia
de contaminante) por mais 21 dias, averiguando-se os aspectos morfoldgicos
de branquias;

- Comparar os aspectos morfoldgicos de branquias provenientes de peixes
expostos aos contaminantes com o controle e com 0 mesmo tecido de peixes
que permaneceram em ensaios de recuperagao bioldgica para interpretar

possiveis melhorias bidticas, em ambientes depurados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Organismo teste Danio rerio

A escolha da espécie Danio rerio, da-se pelo baixo custo, facil manutencéo em
laboratdrio, facilidade de obtencao, e facilidade na reproducdo tendo as condi¢des
apropriadas, elevado numero de ovos nao aderentes e transparentes, além de ser
uma espécie sensivel e com metodologias padronizadas para testes de toxicidade no
Brasil e no mundo (FRACACIO, 2001).

O cultivo dos organismos teste foi realizado no Laboratério de Toxicologia de
Contaminantes Ambientais e Histopatologias (LATHIS) no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sorocaba, da UNESP, dentro das condigbes ambientais recomendadas
pela ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS NBR 15088 de 2011. A agua
destinada aos experimentos foi desclorada e filtrada, através de filtros especiais composto
de carvao ativado e tela de silk screen com abertura de malha 25um. Além disso, a
agua de cultivo foi monitorada semanalmente, para garantir que parametros quimicos
como a dureza, pH e oxigénio dissolvido, estivessem dentro dos valores ideais de

seriam 44mg/L, e acima de 4mg/L, respectivamente.

A alimentacéo do Danio rerio resumiu-se na distribuicdo da ragdo tetramim ®
com 97% de proteina bruta, “add libitum”, ofertada duas vezes ao dia. Os animais
foram mantidos em aquarios de 20L, no laboratorio, na propor¢cao de 1g de peixe por
litro de agua, o local dos aquarios permanece a temperatura ambiente de 26°C+1°C

através de um climatizador, além do foto periodo (12h de luz; 12h de escuro).

3.2 Desenho experimental

3.2.1 Teste de sensibilidade

Antes de comecar o procedimento experimental, foi avaliada a sensibilidade do
lote de peixes, utilizando o cloreto de sédio (NaCl) (ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2011).
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3.2.2 Ensaio Cronico

Partindo-se de informagdes literarias sobre a ecotoxicidade do corante indigo
blue (FISPQ Sigma-Aldrich, 2014) e da representatividade desse corante em efluentes
téxteis (Albuquerque, 2015), estabeleceu-se o valor de 100mg.L-'L para dar inicio aos
testes de toxicidade crénica com D. rerio. Neste ensaio foram submetidos, machos e
fémeas adultos (3 meses) de Danio rerio, a 21 dias em solugdo na referida
concentragao do corante, seguindo-se as recomendagdes de OECD (2010) adaptada
para avaliagdo da histologia de branquias. Foi adotado o regime semi-estatico,
realizando-se as trocas totais das solugcdes experimentais a cada 48 horas,
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2015)

Os organismos foram mantidos em aquarios com capacidade para 25 litros de
agua. Nos experimentos, 12 aquarios com 3 organismos-teste em cada, foram
montados para cada corante (indigo blue sintético e indigo blue natural),
separadamente e para o controle, contendo apenas agua reconstituida de cultivo,
obtendo-se um N=12 individuos para cada condi¢cao experimental e controle, a metade
desses organismos foram destinados a histologia de branquias apos exposigao de 21
dias e a outra metade foi introduzida nos experimentos de recuperacgéao bioldgica, onde
permaneceram em agua reconstituida de cultivo por mais 21 dias, avaliando-se ao

final, o mesmo biomarcador.

3.2.3 Histologia

Os organismos-teste apds serem expostos a 21 dias dos dois tipos de corante
indigo Blue a Natural, e também os que passaram por reconstituicéo bioldgica (21 dias
em agua de cultivo limpa), foram sacrificados através do método de diminuigcéo
gradativa de temperatura, até chegar a 0°C, em seguida foi feita a insercdo em fixador
bouin, para que pudesse ser feita a analise histoldgica. Os animais passaram pelas
etapas de desidratacdo em seriagado gradativa de alcool e xilol e incorporagao da

parafina.

Os tecidos para analise em lamina foram obtidos por cortes de 4um, com
navalha de ago, a partir de um micrétomo (micron HM340E) e corados com

hematoxilina-eosina (HE). A analise destas amostras em lamina, foram feitas em
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microscopio de luz Axio Scope A1 e caracterizadas no software ZEN, priorizando a
analise das branquias.

3.2.4 Analise dos resultados

A ecotoxicologia dos corantes foi determinada por meio da comparagao
morfologica qualitativa do tecido das branquias dos organismos teste expostos em
cada tratamento e do controle. Comparou-se também, a histopatologia do tecido das
branquias de organismos expostos aos corantes e apds 0s ensaios de recuperagao
bioldgica. Para a caracterizagdo morfoldgica qualitativa, utilizou-se para comparagao
as bibliografias: Freitas (2013); Machado (1999); Mesquita (2017); Garcia-Santos et
al. (2007); Castro et al. (2018); Winkaler et al. (2001); Cantanhéde et al. (2014); Santos
(2018).

A analise semi-quantitativa foi realizada por meio de dois calculos, no primeiro
foi avaliando a frequéncia em que as lesdes apareceram durante todo o experimento,
com todos os ensaios juntos, e a frequéncia em que as lesbes mapeadas no
experimento ocorrem para cada ensaio. O segundo calculo foi feito utilizando o
método descrito por Vélez (2013), comparando os individuos expostos ao indigo Blue
e natural, antes e depois da tentativa de reconstituicao bioldgica.

O método semi-quantitativo utilizou a classificacdo das alteragcbes nas
brénquias do D. rerio, utilizando dois fatores: Estadiamento (E) e Fator de Importéncia
(FI) em relagéo a saude do peixe. O Fator de Importancia € definido da seguinte forma:

e 0= Sem alteragdes;

e 1 =Leve alteragcdo: Pode ser facilmente revertida, dependendo da gravidade e
da extens&o da lesao;

e 2 = Alteragdo moderada: refletem danos nos tecidos, podem ser reversiveis ou
irreversiveis;

e 3 = alteragdo grave: geralmente irreversivel e a sua persisténcia e progressao

pode levar a uma perda parcial ou total da fungao do 6rgao.

O tipo de lesdo ou estadimento, foi adaptado para alteragdes histologicas

somente das branquias, e foi dividido em |, Il e lll segundo a tabela 1, a seguir:
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Tabela 1 - Estagio e tipos de lesdo

Alteracoes histologicas das

Estagio (E) branquias

Descolamento do epitélio lamelar

Fusao lamelar
Hipertrofia e hisperplasia do eptélio
lamelar

Proliferacao celular
Hemorragia e ruptura do epitélio lamelar
Aneurisma lamelar
I Desordem celular
Vasodilatacio
Fonte: Elaborada pelo autor (2023) com dados adaptados do método descrito por Vélez (2013).

Cada tipo de contaminante estudado, antes e apds a reconstituicao bioldgica,
e 0 grupo controle, foram avaliados separadamente, e foi calculado o Estagio (E) que
indica em qual fase estavam as lesdes dos grupos determinados na tabela 1, exemplo
no grupo | o Estadiamento ird apresentar se o descolamento do epitélio lamelar ocorre
para os tipos de corante, e em qual grau ele esta, se foi leve, moderado ou grave.
Também foram medidos o indice patoldgico total do peixe (Tp) e indice patolégico
total do grupo experimental (Tg), que foram comparados com o valor encontrado para
o controle, que seria o indice patoldgico ideal, assim os indices que tiveram valores
mais distantes do grupo controle, sdo os que sdo mais toxicos aos organismos teste.
Os grupos experimentais avaliados foram: Controle, indigo Blue antes e pos
reconstituicdo bioldgica e indigo Natural antes e pds reconstituicdo bioldgica. As
equacoes utilizadas e a descrigao dos elementos estdo apresentadas, a seguir:
Ea=3 (Y xFI) (1)
Tp= EI+ EllI+ EIll (2)
Tg=>TP/n (3)

Onde:

E: Estagio

a: estagio I, Il ou 11l

Y: auséncia de alteragao (0) ou presenga (1)

Fl: fator de importancia



n: numero total de individuos analisados por grupo
Tp: indice patologico total do peixe

TG : indice patoldgico total do grupo experimental.

15
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4 RESULTADOS

Com os resultados obtidos, foi possivel avaliar a toxicidade do corante indigo

Blue natural e sintético, antes e apds a reconstituicao biologica.

4.1 Controle

As branquias de um dos animais que fez parte do controle, estdo nas Figuras
1 onde se pode observar lamelas secundarias bem desenvolvidas, com tecido epitelial
simples pavimentoso justaposto que estdo dentro dos padrdes encontrados na
literatura, como mostra o trabalho de Freitas (2013), onde as lamelas sdo os
filamentos continuos, sem “inchacos” e sem proliferacdo de células, e os espacgos

interlamelares sdo adequados para as trocas gasosas.

Figura 1 - Branquia de peixe exposto ao controle

e A A 3 R ¥ o
Legenda Figura 1: Setas (= ) Lamelas secundarias, Circulo

pontilhado ( ) Tecido epitelial justaposto, Circulo laranja ( )
Seio Venoso central integro ¢ Quadrado ([_]) Espagamento adequado
entre as lamelas.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

4.2 indigo Natural
Pode-se observar claramente os efeitos nocivos do corante natural as
branquias dos peixes nas figuras 2 e 3, que mostram esses efeitos em dois peixes

expostos ao Indigo natural.
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Na Figura 2, as setas indicam hiperplasia nas extremidades das lamelas
secundarias (aumento do tecido por grande numero de células), mas sem alterar o
tamanho das células (GARCIA-SANTOS et al., 2007), neste mesmo peixe
encontramos fusdo lamelar, entdo duas ou mais lamelas branquiais se uniram, e
também podemos ver proliferagédo celular (Quadrados). Ja no Circulo, podemos ver
dilatagdo do seio venoso central. Tais alteragbes foram observadas em todos os
organismos expostos a referida condigao experimental.

Seguindo na Figura 3, podemos ver alteragdo em outro organismo-teste do
experimento, novamente se pode identificar fusdo de lamelas secundarias
(Quadrado) e dilatagao do seio venoso central (Circulo), e por fim as setas indicam
desprendimento do epitélio branquial (CASTRO et al., 2018).

Figura 2 - Lamina indigo Blue Natural peixe 2

Legenda Figura 2 - Setas () Hiperplasia na
extremidade da lamela secundaria,
Quadrados ([]) fusao lamelar e proliferacéo
celular e Circulo ( ) Dilatacdo do seio
venoso central. central.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 3 - Lamina indigo Blue Natural peixe 3

| 400 pm |

Legenda Figura 3 - Setas ( -»)
desprendimento do  epitélio  branquial,
Quadrado ([]) Fuséo lamelar e Circulo ()
Dilatacéo do seio venoso central.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

4.3 indigo Natural apés reconstituigdo biolégica

Na Figura 4 e 5 estdo dois peixes que foram expostos ao indigo natural e em
seguida passaram por reconstituigao bioldgica. Em 4, foi identificado com o circulo
hiperplasia levando a fuséo de lamelas secundarias (WINKALER et al., 2001). Ja em
5, houve novamente dilatagao do seio venoso central (Quadrado), e também
hiperplasia levando a fuséo de lamelas secundarias indicado com um circulo
(CANTANHEDE et al., 2014).

Figura 4 - Lamina indigo Natural ap6s Reconstituicdo bioldgica peixe 4

Legenda Figura 4 - Circulo () hiperplasia
levando a fuséo de lamelas secundarias.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 5 - Lamina indigo Natural ap6s Reconstituicdo biolégica peixe 5

Legenda Figura 5 - Quadrado ( [ )
Dilatacdo do seio venoso central com
congestionamento de células sanguineas e

Circulo () hiperplasia levando a fuséo de
lamelas secundarias.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

4.4 indigo Blue Sintético

As Laminas das branquias de outros dois animais, porém agora expostos ao
indigo blue sintético, estdo na figura 6 e 7, podemos ver com clareza os prejuizos
trazidos pela toxicidade do corante.

Na Figura 6, esta indicado com setas hiperplasia nas extremidades das
lamelas secundarias, e exposto com o circulo a fusao lamelar que é consequéncia
da hiperplasia das ulas epiteliais das lamelas e dos filamentos branquiais. O estagio
da fusao vai depender da intensidade e localizagado da hiperplasia. Na area indicada
pelas setas, houve hiperplasia parcial, jA que ocorreu somente em uma parte da
lamela, na extremidade, ja na area do circulo, ocorreu hiperplasia total
(CANTANHEDE et al., 2014).

Em outro peixe exposto ao indigo Blue sintético que esta na Figura 7, pode-se
observar a mesma lesédo, fusdo lamelar, porém com desordem (Retangulo), e
somente fusdo lamelar indicado no circulo, mas também exposto pelas setas
hiperplasia na extremidade das lamelas secundarias, sendo assim pode-se dizer que
esse tipo de lesdo é recorrente para peixes expostos a esse corante.
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Figura 6 - Lamina indigo Blue Sintético peixe 6

Legenda Figura 6 - Setas ( » ) Hiperplasia na
extremidade da lamela secundaria e Circulo ()
fuséo das lamelas secundarias.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Figura 7 - Lamina indigo Blue Sintético peixe 7

Legenda Figura 7 - Setas ( -» )Hiperplasia na
extremidade das lamelas, Retangulo ( [] )
Fusao lamelar com desordem e Circulo ()
Fuséo das lamelas secundarias.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

4.5 indigo Blue sintético apés Reconstituigio biolégica

ApOs a exposicdo ao corante sintético, alguns animais passaram por
reconstituicao bioldgica, o resultado esta nas Figuras 8 e 9.

No circulo da Figura 8, as lamelas estao totalmente fundidas, ja no quadrado
ocorreu vasodilatacdo das lamelas branquiais (GARCIA-SANTOS et al., 2007). Na

segunda imagem (9), dentro do circulo observa-se o rompimento do epitélio branquial
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por hiperplasia, e também houve fusdo das lamelas (Quadrado) por hiperplasia
(SANTOS, 2018).

Figura 8 - Lamina indigo Blue Sintético apds Reconstituicdo Bioldgica Peixe 8

Legenda Figura 8 - Quadrado ([]) Vaso
dilatacéo e Circulo () Fuséo lamelar.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Figura 9 - Lamina indigo Blue Sintético apds Reconstituicéo Bioldgica Peixe 9

> 4 A

Legenda Figura 9 - Quadrado ( []) Fuséao
lamelar por hiperplasia e Circulo ( )
Rompimento do epitélio branquial por
hiperplasia.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Sendo assim, comparando as Figuras de 2 a 9, com a 1 (Controle), podemos

notar a visivel diferenga entre as branquias do controle e as expostas aos corantes.
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Na Tabela 2, temos o compilado e frequéncia de todas as lesbes separado por
exposi¢cado, como descrito na metodologia, a Frequéncia de lesbes por ensaio, mede
quantas das lesbes mapeadas neste estudo aparecem em cada exposi¢ao, ja a
Frequéncia de cada lesdo no experimento mede em quantas das exposicoes cada
lesao aparece.

Tabela 2 - Compilado de lesdes obtidas a partir da exposicéo de peixes aos corantes indigo Blue

sintético e natural e apds as condigdes de reconstituicdo biolégica

) Reconstituicio ] ll{)‘i?:l?;z:ul:g:o Frequéncia de
Lesoes/ Exposicao Indigo Natural biologica pos Indigo Blue e ) cada lesao no
Indigo Natural I“‘?‘g‘,’ I.!lue experimento todo
sintetico
Fus3o Lamelar X X X X 100%
Rompimento do eptélio X 25%
Hiperplasia X X X X 100%
Dilatag3o do seio venoso central X X 50%
Desprendimento de eptélio X 25%
Vasodilatagio X 25%
Desordem X 25%
Frequéncia de lesdes por ensaio 57% 43% 43% 57%

Fonte: Autoria propria (2023).

Na Tabela 3, temos o resultado dos calculos dos indices patolégicos para
cada um dos ensaios, utilizando o método de Vélez (2013), descrito na metodologia.

Sabendo que foram analisados 2 organismos de cada ensaio para obtencéao dos
resultados.

Tabela 3 - indice patoldgico obtido por meio da analise das lesdes encontradas em todo o

experimento

Ea=3 (YxF] Tp= EI+ EIl+ EIII Tg=>TP/n
e .. s Indice patologico
e EstagioI Estagio Estagio tI(::;c;oia;O;Zigxliz total do grupo
(Ep IIEmn IIIEm experimental
(Tp)
(Tg)
Controle 0 0 0 0 0
Indigo Natural 2 2 0 4 2
Pos Rec bio 1 1 0 2 1
Indigo Bhue 3 1 2 6 3
Pos Rec bio 3 6 2 11 5

Fonte: Autoria propria (2023).



Onde:

E: Estagio

a: estagio I, Il ou 11l

Y: auséncia de alteragao (0) ou presenga (1)

FI: fator de importancia

n: numero total de individuos analisados por grupo
Tp: indice patoldgico total do peixe

TG : indice patoldgico total do grupo experimental.

23
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5 DISCUSSAO

As branquias sao excelentes 6rgédos para serem avaliados em ensaios
ecotoxicoldgicos, ja que sdo a porta de entrada para xenobidticos presentes no
ambiente aquatico. Este 6rgdo realiza as trocas gasosas entre o animal e a agua,
levando os possiveis estressores para todos os érgaos do corpo através do sangue.
Sendo assim, se existe algum poluente na agua, ndo sé a respiragao do peixe sera
prejudicada, mas todas as demais funcgdes vitais (VIANA, 2020).

O que pode ocorrer diretamente nas branquias apds o contato com poluentes,
seriam as toxinas penetrarem nas lamelas branquiais e competirem com os sais que
sdo absorvidos para o controle da osmorregulagéo, obstruindo as vias das células,
evitando as trocas gasosas e a osmorregulagao (FREITAS, 2013).

Como exposto nos resultados, o grupo controle teve bons resultados
comparado com a literatura, entio o lote de peixes utilizado para o experimento estava
em boas condigdes e iguais aos animais saudaveis presentes na natureza, validando
mais ainda o experimento.

Agentes irritantes dissolvidos ou suspensos na agua, podem entrar por
exposi¢cao oral ou durante as trocas gasosas, no processo respiratério. O agente
estressor pode deixar vestigios pelos caminhos por onde este percorreu dentro do
corpo do organismo, impedindo que agentes sélidos essenciais para a vitalidade dos
peixes percorram os filamentos branquiais, causando-lhe danos. Sendo assim, é
quase inevitavel que com altas concentragdes de soélidos na agua, a morfologia das
branquias nao seja alterada (MACHADO, 1999).

Lesbes como desprendimento do epitélio, hiperplasia (parcial ou total) e fusdo
lamelar como houveram nos peixes expostos aos dois corantes e se mantiveram apos
a reconstituicao bioldgica, sdo defesas das branquias dos peixes quanto sdo expostas
a poluentes, e estes tipos de lesdes dificultam as trocas gasosas do animal e sua
sobrevivéncia. (CASTRO et al., 2018).

Mesmo com a tentativa de reconstituicdo biolégica, os resultados nao se
mostraram reversiveis, ainda foi possivel observar que as branquias ficaram com
aspectos morfoldgicos ainda com alteragdes no caso do corante natural, porém com
menor frequéncia, ja no indigo sintético, apesar da expectativa de melhora do animal,
houve uma progressiva lesdo nos tecidos branquiais, gerando até dificuldade de

identificacdo do 6rgéo nos cortes analisados ao microscopio éptico.
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Visto que as branquias sdo uma ampla area superficial para o fluxo de diversos
compostos entre o sangue do peixe e a agua, mesmo apos tirarmos o contato entre o
peixe e o corante indigo natural, os efeitos continuam sendo nocivos ao animal, ja que
a desordem das células ficou bem mais clara apés a reconstituicdo bioldgica
(WINKALER et al., 2001). As condi¢cbes progrediram negativamente provavelmente
pelo longo prazo de exposicdo do animal ao poluente (CANTANHEDE et al., 2014).

Na Tabela 2 dos resultados, temos o compilado de todas as lesées, podemos ver
que o corante indigo Natural causa mais danos as branquias a curto prazo, e estes
diminuem apds a reconstituigao bioldgica. Para o indigo Blue sintético, a curto prazo
nao causa tantos danos quanto o Natural, mas apds a reconstituicdo bioldgica, o
numero de lesdes cresce muito. Além disso, as lesdes fusao lamelar e hiperplasia
ocorreu em 100% dos ensaios, enquanto vaso dilatagéo, levantamento e rompimento
de epitélio e desordem somente em 25%. Porém apesar das frequéncias de lesdes
serem mais intensas no corante indigo Blue sintético, todas as situacdes indicaram
toxicidade.

Os resultados dos indices patoldgicos, dispostos na Tabela 3 dos resultados,
atestam os valores de frequéncia, ja que temos um indice maior para o indigo Natural
e baixo apds a reconstituicdo bioldgica, e para o indigo sintético o indice é grande,
mas aumenta apds a recuperagéo bioldgica, todos em relagdo ao controle, que seria
o indice ideal igual a zero.

Apesar da nao efetividade da reconstituicdo biolégica no tempo de 21 dias
estudado na presente pesquisa, outros tempos, apos tratamentos dos corantes,
devem ser investigados.

Na literatura, ainda existem alguns dados que consideravam no passado, como a
de Silva (2007), que em raras exce¢oes e em altos niveis de exposi¢ao o corante pode
ser toxico aos peixes, mas neste experimento, com 100mg/L é possivel ver lesdes de
grandes propor¢des para o tecido em estudo, e principalmente, nenhuma recuperagéo

apos retirarmos o organismo do contato com o corante por 21 dias.
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6 CONCLUSAO

Tanto o indigo blue sintético como o natural mostram-se toxicos por meio da
avaliagao qualitativa e semi-quantitativa de branquias, apés exposi¢ao de 21 dias a

100 mg.L-1 de cada corante;

No tempo de 21 dias para o estudo de recuperagdo biologica, ndo foram
observadas reversibilidade das lesdes branquiais, considerando-se o0s peixes
provenientes da exposicdo de cada tipo de corante, demonstrando a toxicidade dos
corantes estudados e a intensidade da atuacéo ecotoxicologica, com base na espécie

de peixe estudada.
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