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RESUMO

O Dodecilbenzeno Sulfonato de Sddio (DSS) é o principal componente dos detergentes
convencionais, cuja liberacdo frequente e em grandes quantidades por meio de aguas residuais
contamina o ambiente aquético, representando potenciais riscos ecotoxicoldgicos. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do DSS nas branquias, no sangue, no figado e no rim
do peixe Danio rerio. Dois bioensaios de exposic¢do ao DSS foram realizados, sendo o primeiro
com duracdo de 96 h e o segundo de 21 dias, sendo que os peixes foram divididos em trés
grupos: um Controle (0,0 mg/L) e dois Tratamentos (0,25 e 0,5 mg/L de DSS). Ap6s o0 término
dos bioensaios, foram realizadas analises histopatoldgicas, hematoldgicas (para a diferenciacéo
leucocitaria), histoquimicas (para a avaliacdo de células mucosas branquiais e conteddo de
glicogénio hepético) e bioguimicas (para determinacdo da atividade das enzimas de defesa
antioxidante superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) nos 6rgdos). Os resultados
revelaram efeitos histopatologicos significativos, incluindo  aumento nos disturbios
circulatérios e alteracbes progressivas e regressivas, refletidas em um indice significativo de
alteracdo histopatoldgica nas branquias, figado e rim nos grupos Tratamento de ambos 0s
experimentos. Alteraces hematoldgicas também ocorreram, detectadas pelas alteracGes no
namero de leucdcitos. A defesa antioxidante foi também alterada, e confirmada pelas mudancas
nas atividades de SOD e CAT nas branquias, figado e rim dos peixes dos Tratamentos. Os
resultados aqui obtidos indicaram que o surfactante DSS causa efeitos adversos e graves tanto
no sangue quanto nos 6rgdos internos de D. rerio, aqui avaliados, comprometendo a salde
desses animais em decorréncia da exposicdo, dados que vem a enfatizar a importancia da busca
de estratégias mais rigorosas de monitoramento, regulamentacéo e de controle para esse tipo de

surfactante.

Palavras-chave: biomarcadores, ecotoxicidade, histopatologia, resposta antioxidante,
tensoativo anionico.



ABSTRACT

Sodium Dodecylbenzene Sulfonate (SDBS) is the main component of conventional detergents,
whose frequent release in large quantities through wastewater contaminates the aquatic
environment, posing potential ecotoxicological risks. Therefore, the aim of this study was to
investigate the effects of SDBS on the gills, blood, liver, and kidney of the fish Danio rerio.
Two SDBS exposure bioassays were conducted, the first lasting 96 hours and the second 21
days, with the fish divided into three groups: one Control (0.0 mg/L) and two Treatments (0.25
and 0.5 mg/L of DSS). After the bioassays, histopathological, hematological (for leukocyte
differentiation), histochemical (for the evaluation of gill mucous cells and hepatic glycogen
content), and biochemical analyses (for determining the activity of antioxidant defense enzymes
SOD and CAT in the organs) were performed. The results revealed significant histopathological
effects, including an increase in circulatory disturbances and progressive and regressive
alterations, reflected in a significant histopathological alteration index in the gills, liver, and
kidney in the Treatment groups of both experiments. Hematological changes were also
observed, detected by alterations in leukocyte counts. Antioxidant defense was also affected,
as confirmed by changes in SOD and CAT activity in the gills, liver, and kidney of the fish in
the Treatment groups. The results obtained here indicated that the SDBS surfactant causes
severe adverse effects on both the blood and internal organs of D. rerio, compromising their
health due to exposure. These findings highlight the importance of stricter monitoring,

regulation, and control strategies for this type of surfactant.

Keywords: biomarkers, ecotoxicity, histopathology, antioxidant response, detergent.
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1 INTRODUCAO GERAL

A preocupacdo com a contaminacdo do ambiente aquatico tem suscitado questbes
ecotoxicoldgicas sobre 0 uso extensivo de surfactantes, em especial do surfactante aniénico
Dodecilbenzeno Sulfonato de Sddio (DSS). Conhecido por suas propriedades emulsificantes e
tensoativas, 0 DSS emergiu como o aditivo principal na fabricacéo de detergentes e de outros
produtos tensoativos desse tipo (Zhu et al., 2022).

Diariamente o DSS vem sendo utilizado como agente de limpeza residencial e industrial,
e a sua liberacdo excessiva se da através de efluentes e de &guas residuais. Embora o DSS seja
biodegradavel, o descarte continuo muitas vezes extrapola 0s processos naturais de
biodegradacdo, culminando na sua deteccdo generalizada (Mclachlan et al., 2023; Sousa et al.,
2024). Esse cenario é preocupante, pois pode resultar no aumento significativo das
concentracfes desse composto nos corpos d'agua, ultrapassando os limites permitidos pelas
agéncias reguladoras (Junior et al., 2023), em contravencdo as normas que estabelecem um
limite de até 0,5 mg/L (Conselho Nacional de Meio Ambiente, 2005). Assim, 0s riscos para a

salide dos organismos aquaticos ndo devem e nem podem ser ignorados (Arora et al., 2022).

Alguns estudos que ja foram anteriormente realizados apontaram para a toxicidade
desse surfactante sobre organismos aquaticos, com foco principalmente nos efeitos sobre a
reproducdo e a sobrevivéncia de crustaceos (Coelho e Silva, 2010). Embora a investigacao
sobre os efeitos desse composto em vertebrados aquéaticos ainda seja incipiente, alguns estudos
tém sugerido a ocorréncia de cardiotoxicidade e de hepatotoxicidade em girinos (Jonas-Costa
et al., 2016; Franco-Belussi et al., 2021).

E importante destacar que os peixes desempenham um papel fundamental nos
ecossistemas aquaticos, agindo como bioindicadores sensiveis de mudanc¢as ambientais, devido
a capacidade de acumular substancias toxicas em seus tecidos ao longo do tempo. Os poucos
resultados obtidos através do desenvolvimento de pesquisas com peixes vém sinalizando
efeitos adversos do DSS no comportamento e no muco que recobre a pele da pele e as branquias
(Mustapha e Bawa-Allah, 2020; Santos et al., 2024).

Contudo, ainda existe a necessidade de se esclarecer mais detalhadamente os efeitos do
DSS sobre os peixes, especialmente sobre 0Orgdos como: branquias, sangue e figado, cujos
resultados auxiliardo no estabelecimento e na fiscalizagdo da gestdo deste surfactante no meio
ambiente, principalmente no ambiente aquatico. Nesse contexto, o peixe-zebra (Danio rerio),

pode ser considerado um modelo valioso para realizagéo de estudos ecotoxicologicos, devido a



sua fécil criacdo e adaptacdo em ambientes laboratoriais, além de possuir uma biologia
vastamente conhecida (Zhao et al., 2024). As branquias, sangue, figado e rim desses peixes,
normalmente alvos de estudos de contaminacéo, sdo fundamentais, uma vez que desempenham
papéis essenciais na respiracdo, troca de gases, metabolizacdo, entre outras funcgoes,
caracterizando-os como biomarcadores extremamente Gteis (Hema et al., 2023; Huang et al.,
2024). Nessa direcdo, o presente trabalho vem trazer a luz informacdes que contribuirdo para
o entendimento do potencial desse surfactante como agente toxico sobre a morfohistologia
interna de peixes da espécie D. rerio, informag6es que também tem como objetivo auxiliar na

tomada de medidas de controle e de monitoramento.

1.1 Surfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas que possuem uma regido hidrofilica (cabeca
polar) e uma regido hidrofobica (cauda apolar). Essa estrutura Unica confere aos surfactantes a
capacidade de se adsorverem na interface entre fases imisciveis, como &gua e 6leo, reduzindo
a energia de superficie e formando micelas em solucdes aquosas (Kume et al., 2008). As
estruturas dessas moléculas ajudam a reduzir as forcas coesivas entre as moléculas de agua,

resultando na diminuicéo da tenséo superficial (Ricardo et al., 2023).

Os surfactantes sdo comumente classificados em quatro categorias, de acordo com a
carga formal presente em sua cabeca hidrofilica: aniénicos (carregados negativamente),
catibnicos (carregados positivamente), ndo idnicos (sem carga) e anfotéricos (apresentando
cargas positiva e negativa em pH intermediario) (Bhandari e Gogate, 2017). Segundo Nakama
(2017), para a industria doméstica, os surfactantes aniébnicos mais comuns sao aqueles com um
grupo sulfato, sulfonato ou carboxilato (sabdo) ligado a eles. Para os surfactantes catidnicos, 0s
grupos de amdnio quaternario sdo amplamente utilizados e séo de longe os mais comuns. Os
surfactantes ndo iénicos sdo derivados principalmente da reacdo de alcoois, alquilfentis e
aminas com Oxido de etileno e/ou 6xido de propileno. Por fim, os tensoativos anfotéricos,
também conhecidos como tensoativos zwitteridnicos, estdo representados principalmente por

acil etilenodiaminas e alquil aminoacidos.

Embora haja essa variedade de surfactantes, os da classe dos anidnicos predominam

(50%) como aditivos na fabricagdo mundial de agentes de limpeza (Nagtode et al. 2023).

1.1.1 Surfactantes anioénicos de Alquilbenzeno Sulfonato Linear (LAS)
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O alquilbenzeno sulfonato linear (LAS) é um surfactante anionico que foi introduzido
no mercado em 1964 como lauril sulfato de sddio (produto comercial). A molécula de LAS
(Figura 1) é construida por uma porcéo hidrofdébica, representada por uma cadeia alquilica; e
uma hidrofilica, constituida por um anel aromatico sulfonado (Penteado et al., 2006). A cadeia
alquilica pode variar de tamanho (10 a 14 atomos de carbono), o que caracteriza a existéncia de
diferentes homologos desse composto. O anel aromaético pode ligar-se a cadeia alquilica em
qualquer posicdo (exceto nos carbonos terminais), 0 que caracteriza a existéncia de diferentes
isbmeros de LAS. Assim, o termo LAS abrange todo o conjunto de isdmeros e homdlogos do
alquilbenzeno linear sulfonado. O LAS comercial consiste numa mistura desses isdbmeros e

homdlogos em diferentes concentracdes (Franco-Belussi et al., 2021).

CH;—(CH)n—CH—(CH,)y—CH;

Onde:

i n+n"=7-11
SO;
Figura 1. Estrutura molecular do Alquilbenzeno sulfonato linear (LAS). Adaptado de Taghavi
et al. (2017).

A matéria prima béasica para producdo do LAS é o alquilbenzeno linear (LAB). O LAB
sofre um processo quimico denominado sulfonacdo, pelo qual o grupo acido sulfarico é
introduzido no composto organico, dando origem ao acido linear alquilbenzeno sulfénico, que
neutralizado por uma base d& origem ao alquilbenzeno sulfonado linear (LAS) (Menezes,
2017). O LAS se tornou um dos componentes majoritarios nas formulacdes de detergentes de
uso domestico e industrial, impulsionando anualmente no mundo todo, um consumo

aproximado de 4x108 toneladas (Chowdhury et al., 2021).

1.1.2 Dodecilbenzeno Sulfonato de Sodio (DSS)

O Dodecilbenzeno Sulfonato de Sédio (DSS) € o tipo de LAS que contém 12 carbonos,
por isso muitas das vezes é designado como LAS-C12 (Figura 2). Dentre os surfactantes
pertencentes a familia LAS, o DSS ¢é o mais comumente utilizado como aditivo em agentes de

limpeza por suas propriedades tensoativas e de facil sintese (Yi et al., 2022). A sintese do DSS
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envolve a reacdo entre o acido dodecilbenzeno sulfénico e hidréxido de sédio (NaOH) para
formar o sal de sddio do acido dodecilbenzeno sulfénico e &gua (Meng et al., 2020).

Grupo polar

Anel benzénico

Figura 2. Estruma molecular do Dodecilbenzeno Sulfonato de Sodio (DSS). As letras indicam
atomos de S: enxofre, O: oxigénio, C: carbono, Na: sédio, H: hidrogénio. Adaptado de Li et al.,
(2018).

A estrutura anfifilica do DSS, composta por uma parte hidrofilica e uma hidrofdbica,
concede-lhe a habilidade de reduzir a tensdo superficial da agua e de facilitar a dispersdo de
substancias insolUveis, além de promover a formacgdo de espuma (Chen et al. 2022). Por isso,
ele é habitualmente encontrado em lava-loucas, lava-roupas e em produtos de higiene pessoal,
como shampoos, sabonetes liquidos e cremes dentais (Li et al., 2020).

Ressalte-se que essas substancias trazem grande comodidade a vida das pessoas e a
producéo industrial, mas também poluem o meio ambiente do qual os seres humanos dependem,
principalmente quando se enfoca na descarga continua de aguas residuais (Wu et al., 2019).
Uma das estratégias para se proteger o meio ambiente do impacto negativo dos produtos

quimicos (surfactantes) é o tratamento bioldgico da estagdo de tratamento de &guas residuais.

No entanto, muitas vezes esses procedimentos sdo realizados de forma equivocada
(Mungray e Kumar, 2009). A maior parte dos surfactantes que é langada no ambiente acabaria
por ser degradada por microrganismos, mas devido as emissdes continuas e em grandes
volumes, esse processo torna-se impotente, pois a taxa de entrada dessas substancias geralmente
excede a taxa de sua eliminacgdo, levando consequentemente a ocorréncia de riscos a vida
aquatica (Bhandari e Gogate, 2017; Sakai et al., 2017; Franco-Belussi et al., 2021).
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Nesse contexto, 0 monitoramento ambiental do DSS é imprescindivel. Estudos vém
apontando que as concentragdes nos corpos d’agua variam, atingindo faixas na ordem de mg/L
(Mungray e Kumar, 2009). Como exemplo, a Agéncia Ambiental do Estado de Sao Paulo,
mostrou que as concentracdes resultantes da emissdo de esgoto variaram de 3 a 6 mg/L,
enquanto os descartes da industria de detergentes poderdo chegar a 2.000 mg/L em efluentes
liquidos (Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo, 2017). O fato é que esta substancia
tende a se acumular no ambiente aquético e resulta em concentragdes muito elevadas, superando
valores de 10 mg/L (Junior et al., 2023). Isto € extremamente preocupante, pois essas estatisticas
excedem os limites tolerados por érgdos reguladores, como pelo Conselho Nacional de Meio
Ambiente, Resolucdo CONAMA n° 357 de 2005, que permite até 0,5 mg/L (Trajano et al.,

2022) e, sobretudo, pela possibilidade de trazerem problemas para esses ambientes.

Dentre as consequéncias decorrentes do acimulo do DSS nos recursos hidricos
destacam-se: a) diminuicdo da concentracdo de elementos necessarios para a vida aquatica,
como o oxigénio dissolvido, devido a diminuicdo da tensdo superficial agua/ar; b) diminuicéo
da permeabilidade da luz, por manter as particulas em suspensdo (Zhou et al., 2018) e c)
aumento da concentracdo de compostos xenobi6ticos, como bifenilos policlorados e
hidrocarbonetos policiclicos arométicos presentes nos sedimentos por solubilizagdo micelar
(Singer e Tjerdema, 1993).

Nesse sentido, faz-se necessario analisar quais sdo 0s impactos causados diretamente
aos organismos aquaticos expostos a esse tipo de surfactante, visto que o risco de reducdo da
riqueza de espécies pode refletir na perda da biodiversidade, levando ao desequilibrio de um
ecossistema. Dados disponiveis na literatura, apontam para a sua ecotoxicidade, porém, grande
parte dos estudos disponiveis restringe-se a obter resultados dos efeitos de toxicidade aguda
sobre microalgas e invertebrados (Sibila et al., 2008; Baderna et al., 2015; Caracciolo et al.,
2017). Além disso, a maioria dos estudos tem focado nos impactos gerados por detergentes e
ndo pelo composto LAS e/ou pelos seus tipos de modo isolado (Sobrino-Figueroa, 2013;
Mustapha e Bawa-Allah, 2020; Gouda et al., 2022), o que fomenta a necessidade de mais
conhecimento sobre esses efeitos. Nos ecossistemas, 0s peixes tém importante papel, além de
serem fonte de recursos proteicos para a alimentagdo humana (Ouriveis et al., 2020). Logo, suas
caracteristicas os tornam modelos experimentais valiosos para pesquisas ecotoxicoldgicas,
principalmente quando direcionadas a contaminantes que oferecem riscos aos sistemas

aquaticos (Yancheva et al., 2015; Santos et al., 2024).
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1.2 O peixe-zebra (Danio rerio)

O peixe-zebra € um teledsteo da familia Cyprinidae que habita &gua doce em regides
tropicais. Originario de Bangladesh, Nepal e India, é popularmente vendido como peixe
ornamental (Wyl et al., 2023). Sua caracteristica mais marcante é o padréo de listras pretas e
brancas ao longo do corpo (Figura 2) (Kondo; Watanabe; Miyazawa, 2021). E uma espécie que
possui nadadeiras anal e caudal e, em geral, os machos sdo mais delgados e escuros do que as
fémeas (Lawrence, 2007).

Segundo a classificacdo de Hamilton-Buchanan (1822), a espécie ocupa a seguinte
classificacdo sistematica:

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Classe: Actinopterygii
Ordem: Cypriniformes
Familia: Cyprinidae
Género: Danio

Espécie: Danio rerio

Figura 2. Peixes Danio rerio. (A) Fémea e (B) Macho. Fonte: https://www.istockphoto.com/br.

Essa espécie vem sendo utilizada como organismo modelo em pesquisas cientificas,
sendo pela primeira vez estudado por George Streisinger na década de 1970, visto ser um
organismo mais simples que um rato e de facil manipulacdo genética. A justificativa por tras de
seu uso é o fato de o peixe-zebra ter uma semelhanca fisiologica e genética com os humanos

(Irion e Nissleinvolhard, 2019). Além disso: a) tem pequenos tamanhos, baixo peso corporal e
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baixo custo, b) exige pouco espago para ser mantido, ¢) tem rapido desenvolvimento e ciclo
bioldgico, d) é de facil manipulacdo e observacdo comportamental em ambiente controlado
(Wyl et al., 2023).

A partir dessas informacgdes ficou estabelecido que o peixe-zebra é um importante
sistema modelo utilizado em varios campos de pesquisa, como biologia do desenvolvimento
(Roper e Tanguay, 2018; Grossi et al., 2023) farmacologia e toxicologia (Zanandrea et al., 2020;
Zhou et al., 2023), ecotoxicologia (Canedo e Rocha, 2021), ciéncias veterinarias (Fukushima et
al., 2020), biologia da evolucéo (Parichy, 2015), nanotecnologia e nanomedicina (Cascallar et
al., 2022), seguranga alimentar (Bailone et al., 2019), entre outros. O peixe-zebra também é um
modelo de triagem pré-clinica usado in vivo para medicina personalizada (Baxendale; Eeden;
Wilkinson, 2017) e na resposta inflamatoéria (Johnston et al., 2023). Esse modelo biologico
também vem sendo considerado ideal nas pesquisas conduzidas na area de toxicologia para
identificar efeitos adversos em modelos animais expostos a produtos quimicos (Wyl et al.,
2023). Seu uso foi recomendado pela Environmental Protection Agency para testes de

toxicidade aguda com embrides e peixes adultos (EPA, 1996).

O peixe-zebra vem ganhando aten¢do nos ensaios toxicoldgicos devido a sua resposta
fisioldgica e as caracteristicas histoldgicas semelhantes aquelas dos mamiferos, reduzindo
potencialmente o ndmero de animais (roedores) utilizados na rotina laboratorial. A
sensibilidade dos érgdos do peixe-zebra aos compostos toxicos torna possivel avaliar através
da andlise histopatoldgica a seguranca de substancias potencialmente bioativas (Porretti et al.,
2022). Portanto, as alteracdes teciduais (histopatoldgicas) sdao uma ferramenta Util para se
avaliar como um composto pode exercer seu potencial toxico no animal (Santos et al., 2020),
porém, ressalte-se a importancia em se escolher os érgdos mais adequados para se obter as

corretas respostas ecotoxicologicas.

1.3 Testes ecotoxicologicos e biomarcadores

Os testes ecotoxicologicos que fazem uso de peixes, e particularmente da espécie D.
rerio, desempenham um papel crucial no contexto das regulamentacdes de substancias
quimicas, pois fornecem “insights” valiosos para a formulacdo de politicas apropriadas,
considerando as respostas ecoldgicas desencadeadas por essas substancias (Padilla e
Glaberman, 2020; Penha et al., 2021; Zulfahmi et al., 2023). Tais testes compreendem

procedimentos de exposi¢do padronizados que podem ser realizados em multiplos niveis
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tréficos para testar hipoteses sobre o impacto de contaminantes, obtendo dados que poderdo ser
aplicados também para outras espécies e para o ecossistema como um todo (Segner e Baumann,
2016).

Os procedimentos de exposicao geralmente requerem testes de toxicidade aguda e testes
crénicos ou subcronicos. O primeiro permite identificar os danos morfofuncionais em um grupo
de organismos expostos a condicdes controladas a agentes provavelmente tdxicos por um
periodo relativamente curto, tipicamente avaliados em 96 horas. O teste de toxicidade cronica
ou subcrdnica, como o proprio nome indica possibilita avaliar os danos morfofuncionais a longo
prazo, desde que sejam utilizadas concentragdes subletais (Thoré et al., 2021). Esta exposicéo
pode ndo resultar em mortalidade imediata, mas pode induzir distarbios morfofisiologicos e/ou

comportamentais (Toussaint et al., 1995).

Nesse cenario, 0s biomarcadores tém sido considerados ferramentas Uteis na
quantificacdo de reac6es causadas por poluentes, possibilitando apds a exposicdo, a mensuracao
das respostas adaptativas dos variados parametros biologicos, enfatizando ainda que os
principais 6rgédos relacionados com a absorcdo de contaminantes, transporte e metabolizagdo

nos peixes sdo as branquias, o sangue, o figado e o rim (Dey et al., 2016).

1.3.1 Branquias como biomarcadores

As brénquias séo consideradas biomarcadores chave, uma vez que devido ao alto teor
de perfusdo permitem, via epitélio, a absorcdo de poluentes, os quais chegam até a corrente
sanguinea (Paulino et al., 2012). Esses 6rgdos estdo compostos por quatro arcos branquiais
bilaterais e podem ser vistos na orofaringe ventral (Figura 3). Os arcos branguiais séo
sustentados por tecido ¢sseo e cartilaginoso, além de musculo esquelético. Eles sdo ricamente
inervados pelos nervos craniano facial, glossofaringeo e vago; sdo cobertos por um epitélio
mucinoso continuo com o da orofaringe (Zawisza et al., 2024). Estendendo-se de cada arco
branquial estdo dois filamentos branquiais primarios emparelhados denominados de lamelas
primarias (Laurent e Dunel, 1980; Dalum et al., 2021). Os distarbios morfoldgicos e funcionais
no epitélio branquial, os quais sé&o relativamente frequentes, devido seu contato direto com agua
poluida, o tornam um modelo apropriado para estudar o impacto de estressores ambientais (Dar
etal., 2022).
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Figura 3. Desenho esquematico da estrutura das branquias. (A) Presenca de 4 pares de arcos
faringeos em cada lado da cavidade faringea. (B) De cada arco branquial partem
perpendicularmente duas fileiras de filamentos branquiais. (C) Setas representam o fluxo
d’agua em A e B; Em C as setas representam o fluxo sanguineo contracorrente para trocas
gasosas. Fonte: Machado (1999).

As lamelas primérias estdo sustentadas por cartilagem, que muitas vezes é chamada de
raio cartilaginoso, facilmente visualizados nas lamelas primarias, além dos grandes seios
venosos centrais. Perpendicular a cada lamela priméaria estdo as lamelas secundarias que
aumentam a area de superficie e representam um local para a captacdo de oxigénio e para a
liberacdo de didxido de carbono e amonia. As lamelas secundarias estdo revestidas por células
escamosas/pavimentosas (Carmona et al., 2004; Dalum et al., 2021). Estas representam 90%
do total celular do epitélio, enquanto as células pilares, células cloreto (ricas em mitocéndrias)
e as células mucosas, juntas representam apenas 10% do total (Xiang et al., 2018). As células
pavimentosas localizadas sob o rastro branquial tém microssulcos densos e arredondados e
caracteristicas semelhantes a hastes asperas que aumentam a capacidade de bloquear a agua
(Chen et al., 2023). As células pilares geralmente desempenham sustentacdo e manutengéo da

circulacdo sanguinea nesta lamela secundaria.

As células cloreto possuem muitas mitocdndrias, que sdo fundamentais para o
fornecimento de energia utilizada no transporte ativo de ions, e um grande nimero de Na+/K+-
ATPases localizados no sistema de microtibulos da célula, conforme descrito por Chen et al.
(2023). Essas células desempenham um papel crucial na regulacdo do equilibrio acido-base
(Dahle et al., 2020).
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Em relacdo as células mucosas, estas tém como fungdo a producdo de muco, mecanismo
de defesa natural, tendo como produto de sua secre¢do a mucina, uma glicoproteina contendo
um ou mais dominios proteicos com extensos sitios de ligacdo O-glicana. Além disso, as
secrecfes mucosas contém uma complexa mistura de proteinas, ions e lipidios que fornece

protecdo contra patdgenos (Chen et al., 2023).

Vale enfatizar que a analise histopatolégica se torna importante na avaliacdo de
alteracdes morfoldgicas das branquias (Tlenshieva et al., 2022). Dentre os principais tipos de
alteracbes que ocorrem nesses 6rgaos podem ser destacados: a) descolamento do epitélio, b)
necrose, c) fusdo lamelar, d) hipertrofia das células epiteliais, e) hiperplasia ou fusdo lamelar
por crescimento celular, diminuindo a area de superficie respiratéria, f) ruptura das células
epiteliais, g) hipersecrecdo de muco, h) aneurisma lamelar, i) congestdo vascular, j) proliferacdo

de células secretoras de muco e de células de cloreto, conforme ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema obtido a partir de imagens histol6gicas mostrando as principais patologias
que podem ser observadas nas brénquias, segundo Machado (1999 com modificacGes). A:
lamela normal apresentando, lamina basal (Ib), célula mucosa (mu), célula-cloreto (cc), célula
pilar (pi), célula epitelial da lamela (ce), sistema de circulacdo na lamela (svl), canal sanguineo

marginal (csm). B-F: lamelas apresentando alteracGes (descritas na prépria figura).

1.3.2 Sangue como biomarcador
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O sangue também pode fornecer informagGes precisas sobre o efeito de contaminantes
quando estes estdo presentes no ambiente. Na maioria dos casos, 0s parametros hematoldgicos
fornecem um sinal de alarme inicial que € indicativo de condicao fisioldgica alterada em peixes

devido ao estresse e a exposicao a agentes toxicos (Sinha et al., 2022).

Ao contrario dos mamiferos, 0s 0ssos do peixe-zebra ndo possuem cavidade medular.
O tecido hematopoiético esta localizado no estroma do bago e no intersticio do rim (Mahjoub
et al., 2022). No peixe-zebra adulto, a hematopoiese ocorre principalmente nos intersticios das
regides anterior e posterior do rim. As células-tronco hematopoiéticas ficam situadas no interior
de um estroma de tecido reticulo endotelial, semelhante ao da medula 6ssea em mamiferos
(Menke et al., 2011). As células endoteliais revestem numerosos seios, atraves dos quais o
sangue da veia porta renal passa para filtracdo de células efémeras e para a adicdo de novas

celulas sanguineas a circulagdo (Ellet e Lieschke, 2010).

As células sanguineas no peixe-zebra classificam-se em: eritrdcitos, leucdcitos e
trombdcitos, e sdo vitais no desempenho das fungdes de transporte de gas, defesa imunolégica
e coagulacdo (Grzelak et al., 2017; Megarani et al., 2020). Especificamente os eritrécitos sdo o
principal veiculo de transporte de oxigénio e, em menor escala, de didxido de carbono (Liang
et al., 2023). Em contraste com o eritrocito de mamifero, o eritrocito do peixe-zebra é oval e
nucleado e usa metabolismo aerébico em vez de metabolismo anaerdbico para gerar trifosfato
de adenosina (ATP) (Menke et al., 2011; Megarani et al., 2020).

Os trombdcitos desempenham um papel importante na coagulacdo do sangue
(Mohandass et al., 2022). Ao contrario do que ocorre nos mamiferos, os trombadcitos do peixe-
zebra sdo nucleados, mas compartilham caracteristicas estruturais e funcionais com as plaquetas
(Huarng e Shavit, 2015; Zhu e Su, 2022).

O peixe-zebra possui tipos de células imunes inatas, como macréfagos e granulécitos,
que se assemelham funcionalmente as suas contrapartes de mamiferos (Stream e Madigan
2022). Como nos mamiferos, os leucécitos no peixe-zebra desempenham um papel importante
na defesa contra doencas infecciosas e materiais estranhos. Dois tipos de granuldcitos foram
identificados, a saber, os neutrofilos e os eosindfilos (Lieschke et al. 2001), sendo o neutrofilo
mais abundante e caracterizado por possuir citoplasma palido e nucleo multilobado, alem de
segmentado. Esta célula tem morfologia semelhante a dos neutrofilos dos mamiferos (Menke
etal., 2011).
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O eosindfilo é caracterizado por possuir citoplasma eosinofilo e um nucleo pequeno,
ndo segmentado e localizado perifericamente (Lieschke et al., 2001). Sua aparéncia difere
consideravelmente da dos eosinofilos de mamiferos, e ainda precisa ser elucidado se o
eosinofilo do peixe-zebra tem funcdo semelhante a do eosinofilo de mamifero (Bennett et al.,
2001), tendo inclusive sido sugerido que esta célula fosse andloga a uma combinacdo de
eosinofilos/mastocitos.

Os monacitos formam cerca de 5-15% da populagéo de leucdcitos circulantes no peixe-
zebra (Murtha et al., 2003). Morfologicamente, sdo muito semelhantes aos mondcitos de
mamiferos e sob circunstancias apropriadas, se diferenciardo em macréfagos maduros. Os
macrofagos sdo mais evidentes nas seccdes de rim e de bago do peixe-zebra adulto (Bennett et
al., 2001; Lieschke et al., 2001). Séo células grandes com grandes fagossomos, alta relacdo
citoplasma-nucleo, citoplasma agranular/vacuolizado e cromatina nuclear difusa (Menke et al.,
2011).

Nos peixes sdo encontradas células fisiologicamente equivalentes aos linfécitos B e T,
estando presentes no sangue circulante, sistema linfatico, timo, rim e baco. No peixe zebra, 0s
linfocitos representam cerca de 71-92% da populacéo de leucdcitos circulantes (Murtha et al.,
2003).

Para deteccdo de alteracOes aplicam-se testes hematol6gicos que fornecem uma riqueza
de informagGes sobre o estado de saude do animal (Megarani et al., 2020). A contagem
diferencial de leucdcitos circulantes no sangue esta entre os parametros hematoldgicos mais
utilizados, pois desempenham funcGes imunoldgicas e auxiliam na descri¢do das exigéncias
homeostaticas (Roriz et al., 2015). Dentre os principais leucocitos atuantes na defesa do
individuo, os neutréfilos agem contra infecgbes, 0s mondcitos sao migratérios e vao até o foco
inflamatdrio, enquanto os linfocitos desempenham resposta imune ap6s o reconhecimento de

antigenos (Tavares-Dias e Moraes, 2004; Siwicki e Kubes, 2023).

Os trombdcitos nos peixes sdo multifuncionais, uma vez que participam primariamente
no processo de coagulacdo e, secundariamente, no mecanismo de defesa (Tavares-Dias e
Moraes, 2004; Nagasawa et al., 2015) de forma que estdo em constante movimentacao entre os
Orgaos hematopoiéticos e a circulagdo. Em peixes, estd demonstrado que os trombacitos podem
realizar fagocitose quando estimulados por fatores relacionados aos leucocitos (Nagasawa et

al., 2015) e apresentam alteragdes quando expostos a contaminantes.
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1.3.3 Figado como biomarcador

O figado é a maior glandula do corpo dos vertebrados, sendo basicamente formado por
corddes de hepatdcitos, células com alto potencial mitético cujas fungdes sdo a de sintese,

secre¢do, armazenamento, biotransformacéo e metabolismo (Costa et al., 2012).

No peixe-zebra o figado localiza-se na regido mediana da cavidade celomética com
aspecto denso, homogéneo, levemente amarronzado e muito vascularizado. Esta dividido em
trés lobos, sendo dois laterais e um ventral (Menke et al., 2011; Ota e Shiojiri, 2022). Na por¢éo
ventral se localiza a vesicula biliar, alongada, em forma de saco e de coloracdo esverdeada. As
células epiteliais biliares transportam a bile produzida pelos hepatdcitos para a vesicula biliar e
para o intestino (Oderberg e Goessling, 2023).

O hepatocito € a unidade funcional do figado e esta organizado na forma de corddes
celulares anastomosados entre si, e separados por capilares sanguineos do tipo sinuséide. Os
hepatdcitos sdo células poliédricas com um ou dois nucleos esféricos. As funcdes dessas células
incluem: hemostasia, ligacdo lipidica, reducdo da oxidacdo, metabolismo de aminoacidos,
armazenamento de energia, sintese e transporte de acidos biliares (Oderberg e Goessling, 2023).
Presenca de hepatocitos binucleados é comum no figado do peixe-zebra (Menke et al., 2011) e

relata-se também a presenca de vacutolos no citoplasma.

O figado é um dos oOrgdos que tém recebido atencdo especial em estudos
ecotoxicoldgicos relacionados a contaminacdo por agentes quimicos organicos e inorganicos
em diferentes espécies de peixes devido a sua sensibilidade e a sua funcdo no metabolismo de
poluentes (Hinton et al., 1992; Tlenshieva et al., 2022). Para a identificacdo das alteracdes de
carater morfoldgico e estrutural no figado, a histopatologia é amplamente utilizada, pois permite
que os tecidos sejam analisados microscopicamente, obtendo respostas importantes sobre o
nivel de contaminacdo (Sharma; Chadha; Borah, et al., 2018).

Quando a concentracdo de substancias toxicas aumenta, a capacidade de desintoxicagdo
do figado fica comprometida e surgem alteracdes histopatoldgicas (Vali et al., 2022) como:
perda da integridade citoplasmatica, perda do limite celular, deformacéo nuclear, vacuoliza¢ao
citoplasmatica, congestdo, desorganizacdo do tecido e degeneracdo hidropica, necrose,
presenca de nucleos picnoticos, acumulo lipidico no citoplasma, decréscimo de glicogénio e
inflamacéo (Oliveira-Lima et al., 2021; Nataraj et al., 2023; Hamed et al., 2024).

1.3.4 Rim como biomarcador
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Em peixes, o rim é considerado um 6rgédo alvo dos poluentes em casos de exposicao,
pois recebe grande fluxo sanguineo e compdem a principal rota de excre¢do dos metabdlitos
derivados dos xenobidticos (Chaudhary; Javaid; Bughio, 2023). Esse 6rgdo em peixes de agua
doce, elimina produtos quimicos durante o curso de formacdo da urina, por meio da filtracao

glomerular ou pela reabsorcao ou pelos processos de secrecao tubular (Martinez, 2017).

As caracteristicas morfolégicas do rim de teledsteos sdo marcadas pela posi¢édo dorsal e
por suas divisdes em porcdes anterior e posterior. A porcdo anterior estd integrada ao tecido
hematopoiético, tecido linfoide e ao sistema enddcrino dirigente das respostas ao estresse. A
porcdo posterior é constituida por néfrons, para a realizacdo da excrecdo e a manutencdo

homeostatica (Martinez, 2017).

As substancias toxicas presentes no sangue devem ser removidas pela filtragdo
glomerular, entretanto, esses compostos podem se ligar a proteinas plasmaticas e ficarem
retidas no glomérulo durante o processo de eliminacdo (Pritchard e Bend, 1984). As lesbes
renais podem seguir diversos padrdes dependendo do agente quimico envolvido no processo,
por isso, esse 6rgdo tem se tornado importante nos estudos histopatolégicos em peixes, mesmo
que em menor frequéncia (Faheem; Jahan; Lone, 2016).

Varios estudos relataram que a exposicao a poluentes causa uma série de deformidades
em varias partes do rim (Zaman et al., 2023; Chaudhary; Javaid; Bughio, 2023; Hamed et al.,
2024). Portanto, qualquer anormalidade no tecido renal dos peixes pode ser usada para indicar

contaminacgdo ambiental.

Dentre as alteracOes histopatoldgicas descritas no rim de peixes, causadas pelos efeitos
de contaminantes, estdo incluidas: dilatacdo dos capilares dos glomérulos, reducdo do espaco
de Bowman, vacuolizacdo das células tubulares, degeneracdo granular, hipertrofia das células
tubulares, aumento do lumen dos tubulos, tibulos neonefrogénicos, infiltragdo de células
sanguineas no espaco de Bowman, presenca de melanomacrofagos, agregados de

melanomacrofagos, tecido fibroso, necrose (Chaudhary et al., 2023; Hamed et al., 2024).

1.3.5 Biomarcadores de estresse oxidativo

Os biomarcadores de estresse oxidativo sdo usados para se avaliar os efeitos causados
por diversos tipos de contaminantes (Porretti et al., 2022). Estimulos externos levam ao
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que perturbam o equilibrio dos sistemas
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oxidativo e antioxidante, causando estresse oxidativo e dano celular (Song et al., 2023; Liu et
al., 2022).

O nivel de estresse oxidativo pode ser medido pelo nivel de ERO ou de enzimas
antioxidantes, representados pela diminui¢do na capacidade antioxidante total (T-AOC), nivel
de superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), indicando um nivel elevado de oxidagdo no

organismo, e o aumento do teor de malonaldeido (MDA) (Wang et al., 2022).

Dentre as enzimas antioxidantes, tem destaque a SOD, que catalisa a quebra dos radicais
superoxido (O?%) e fornece a primeira linha de defesa contra a toxicidade do oxigénio (Rosa et
al., 2021; Li etal., 2024). A SOD catalisa a conversdo do radical livre do &nion superéxido (O%
) em peroxido de hidrogénio (H20) e oxigénio molecular O,. Subsequentemente, H20. é
reduzido a agua pela enzima catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e/ou enzimas
peroxiredoxina (Prx) dependentes de tiorredoxina (Trx). O H20, também pode gerar ERO, o

fon hidroxido (HO) via reacio de Fenton na presenca de Fe?* (Rosa et al., 2021).

Embora os dados sobre os efeitos na defesa antioxidante de peixes expostos ao DSS
ainda sejam incipientes na literatura, alguns estudos relatam fortes indicios de estresse
oxidativo, evidenciado pela peroxidacao lipidica observada em peixes expostos a detergentes
comerciais a base de surfactantes LAS (Alvarez-Mufioz et al., 2009; Sobrino-Figueroa, 2013).
Portanto, a avaliagdo da atividade dessas enzimas nas branquias, figado e rim branquias emerge
como um aspecto essencial em pesquisas que investigam os efeitos de substancias com alto

potencial toxicoldgico.
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5 CONCLUSAO

O dodecilbenzeno sulfonato de soédio (DSS) provoca alteragdes morfofisiologicas
significativas, evidenciadas pelas respostas branquiais, sanguineas, hepaticas e renais
de D. rerio mesmo com exposic¢des a curto prazo, realcando sua toxicidade aguda.

A histopatologia revelou danos expressivos nesses 0Orgdos, com potencial para
comprometer fungdes vitais, sublinhando a gravidade dos impactos que essa substancia
pode causar, mesmo em concentracfes consideradas seguras.

As respostas das atividades de SOD e CAT demonstraram o potencial do DSS de afetar
as defesas antioxidantes.

Portanto, a exposi¢do ao DSS coloca em risco a integridade dos ecossistemas aquaticos.
Esses achados destacam a necessidade de regulamentacao mais rigorosa e controle sobre
o0 descarte dessa substancia, a fim de salvaguardar a vida aquatica, como também a

humana.
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