UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA - UDESC
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS - CAV

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL — PPGCA

MARCELA BRUGGEMANN DE SOUZA TEIXEIRA

INTOXICACAO POR CHUMBO E COBRE EM CARPA-CAPIM
(Ctenopharyngodon idella): CARACTERIZACAO DOS EFEITOS TOXICOS,
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E ANATOMOPATOLOGICOS

LAGES

2024



MARCELA BRUGGEMANN DE SOUZA TEIXEIRA

INTOXICACAO POR CHUMBO E COBRE EM CARPA-CAPIM
(Ctenopharyngodon idella): CARACTERIZACAO DOS EFEITOS TOXICOS,
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E ANATOMOPATOLOGICOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-graduacédo em Ciéncia Animal, da
Universidade do Estado de Santa Catarina,
como requisito parcial para obtencao do
titulo de Mestre em Ciéncia Animal, area
de concentracdo em Saude Animal.

Orientador: Prof. Dr. Aury Nunes Moraes.

LAGES
2024



FICHA CATALOGRAFICA

Ficha catalografica elaborada pelo programa de geragao automatica da
Biblioteca Universitaria Udesc,

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Teixeira, Marcela Em‘% emann de Souza

INTOXICACAO POR CHUMBO E COBRE EM
CARPA-CAPIM (Ctenopharyngodon idella):
CARACTERIZACAO DOS EFEITOS TOXICOS,
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E
ANATOMOPATOLOGICOS / Marcela Briiggemann de Souza
Teixeira. -- 2024.

48 p.

Orientador: Aury Nunes de Moraes

Dissertagao (mestrado) -- Universidade do Estado de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agroveterinarias,
gﬂr%arama de Pés-Graduagao em Ciéncia Animal, Lages,

1. metabolismo oxidativo. 2. fragilidade osmética
eritrocitairia. 3. ictiopatologia. |. de Moraes, Aury Nunes. Il.
Universidade do Estado de Santa Catarina, Centro de
Ciéncias Agroveterinarias, Programa de Pds-Graduagao em
Ciéncia Animal. Ill. Titulo.




MARCELA BRUGGEMANN DE SOUZA TEIXEIRA

INTOXICAGAO POR CHUMBO E COBRE EM CARPA-CAPIM
(Ctenopharyngodon idella): CARACTERIZAGAO DOS EFEITOS TOXICOS,
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E ANATOMOPATOLOGICOS

Dissertacéo apresentada ao Programa de
Pdés-graduagéo em Ciéncia Animal, da
Universidade do Estado de Santa Catarina,
como requisito parcial para obtencéo do
titulo de Mestre em Ciéncia Animal, area

de concentracdo em Saude Animal.
BANCA EXAMINADORA

Membros:

de

Prof. Dr. j\ury Nunes de Moraes
UDESC/Lages-SC
Orientador

Profa. Dra Francielli Cordeiro Zimmerman

UDESC[lages-SC

Lages, 26 de fevereiro de 2024



AGRADECIMENTOS

Agradeco inicialmente a Deus, por todas as oportunidades e aprendizados ao
longo do mestrado, e principalmente, ao Seu amor incondicional e forgca renovados
em minha vida a cada manh&. Seu cuidado sempre esteve presente e me deu forcas
para continuar, mesmo quando os dias se fizeram cinzas, Sua mao estava sobre a

minha vida e me conduziu de volta ao caminho.

Sou grata aos meus pais, Giselle e Marcelo, que sempre estiveram comigo, me
apoiando em cada desafio e incentivando a alcancar meus objetivos. E também ao
meu irm&ozinho, Theodoro, por ser minha principal motivacdo para continuar.
Obrigada por que desde cedo me ensinaram a procurar viver da forma mais honesta
e justa, e ainda, que nossos principios sao inegociaveis. Essa é a minha maior

heranca.

Agradeco imensamente ao Prof. Dr. Aury Nunes de Moraes, que se tornou um
referencial de médico veterinario, professor, e principalmente, orientador para mim.
Obrigada por ter aceitado me orientar, mesmo com tantos desafios, sobretudo
cronolégicos. Obrigada por confiar no meu trabalho, por incentivar o meu crescimento,
se alegrar com minhas conquistas, por me aconselhar e me guiar nessa jornada,
renovando o animo quando necessario e sempre dando suporte em cada etapa da

realizacdo dessa pesquisa com muito entusiasmo.

Agradeco muitissimo a Prof2 Dra. Indianara Barcarolli, que me instruiu e esteve
presente em tantos momentos importantes ao longo deste trabalho. Obrigada por ter
sido além de um referencial académico, um exemplo de mulher forte, gentil e
acolhedora. Foi uma alegria imensa poder trabalhar com a senhora, guardarei na
memaria com muito carinho todos os dias de analises e toda a rotina no Laboratério

de Toxicologia Ambiental, pois foi um periodo maravilhoso.

Agradeco também a Prof® Dra. Mere Saito e a todos os membros do Laboratério
de Analises Clinicas que fizeram parte desse trabalho (Prof2 Dra. Leticia Yonezawa e
aos pos graduandos Thais dos Santos, Jucemara de Medeiros e Leonardo
Deschamps), que por mais laboriosos que pudessem ser os dias de analise, estar com
vocés fez tudo isso ocorrer com muita leveza e bom humor. Obrigada professora Mere
por permitir que eu me apaixonasse novamente pela patologia clinica, area que tem

um lugar especial no meu coracgéo.



Agradeco a Prof* Sandra Traverso e a todos do Laboratério de Producéo e
Sanidade Animal, por todo suporte nas avaliacbes anatomopatologicas e obrigada por

gue juntos pudemos nos encantar pelo mundo roxo e rosa da ictiopatologia.

Sou especialmente grata a todos os voluntarios do curso de Medicina
Veterinaria que me ajudaram ao longo do experimento, em especial: Maiara, Raul,
Leonora, Alinne, Brenda e Eduarda. Obrigada por me ajudarem tanto na realizacao
dos manejos, por serem tdo esforcados e interessados, e principalmente, por todo
zelo e respeito que tiveram por cada animal. Isso tudo reflete a seriedade e dedicacéo

de vocés, tenho certeza que serdo 6timos médicos veterinarios.

Agradeco aos meus colegas de pos graduacdo e amigos, que estiveram comigo
em tantos momentos ao longo desses dois anos. Em especial, Fernanda, Leandro,
Alessandra, Anna Caroline, Roberta e Anthony, vocés foram o alivio e alegria quando
eu mais precisei. Sentirei saudades de todos 0os momentos que pudemos passar
juntos, desde as inumeras horas no laboratério, nossos cafés e lanches, madrugadas
a dentro regadas de muito estudo e também de boas risadas, e em especial de toda

parceria e unido em todos 0s momentos.

Sou extremamente grata ao Setor de Atendimento e Reabilitacdo de Animais
Selvagens (SARAS-UDESC) por terem me recebido tdo bem na rotina hospitalar. Em
especial, a mestranda Vanessa Arnauld e aos bolsistas Leonora, Maiara, Lara(s),
Barbara, Luisa, Julia, Larissa e Gustavo. E obviamente ao professor Aury, mais uma
vez, por todos os ensinamentos e por dedicar tanto carinho aos animais e ao setor
nos ultimos anos. Obrigada por acolherem uma entusiasta da patologia animal na
clinica de selvagens, sem duvidas vocés todos contribuiram para que a minha paixao

pelos animais selvagens se tornasse ainda maior.

Agradeco ainda, aqueles que indiretamente contribuiram para a conclusédo
desse trabalho, Marlise, Ana Alice, Paulo, Joanny e Edson. Nao tenho palavras para

agradecer tudo o que fizeram por mim, vocés foram luz e renovo na minha vida.

Agradeco ainda, ao Laboratério de Piscicultura (LAPIS), bem como, ao Prof®
Thiago Fabregat e aos pos graduandos, Mariana, Luiz, Gustavo e Fernanda que nos
auxiliaram quanto as adaptacdes e acomodacao dos peixes para que as melhores

condi¢cbes de bem estar fossem estabelecidas.



A Universidade do Estado de Santa Catarina, pela oportunidade da realizacéo
do mestrado e a Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacéo do Estado de Santa
Catarina (Fapesc) e a Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) por permitirem a realizacdo dessa pesquisa.

Por fim, agradeco a todos aqueles que de alguma forma fizeram parte de tudo

ISso, humanos e animais, serei eternamente grata.



aTva X
Ebenézer! Até aqui nos ajudou o Senhor.

1Sm7:12



RESUMO

A contaminagcdo ambiental por metais pesados, especialmente a intoxicacdo em
peixes, € uma preocupacdo crescente devido aos impactos prejudiciais nos
ecossistemas aquaticos. Os peixes, sendo indicadores sensiveis das condi¢des
ambientais, desempenham um papel vital na cadeia alimentar aquatica. A
bioacumulacao desses metais em peixes nao apenas representa uma ameaca para a
saude humana, mas também um risco para a preservacao de espécies. O objetivo
deste estudo foi analisar os possiveis efeitos toxicos do cobre e chumbo,
individualmente, em peixes, e caracterizar as alteracdes hematoldgicas, bioquimicas
e anatomopatoldgicas decorrentes dessa exposicdo. Para tal, 56 carpas-capim
(Ctenopharyngodon idella) foram aclimatadas e posteriormente realizado o teste de
intoxicacdo aguda (96h) com cobre e chumbo nas concentracdes de 2, 3 e 4 mg/L
cada. Ao fim do periodo de intoxicacdo, amostras sanguineas foram colhidas e
procedeu-se com a avaliacdo hematoldgica e de estresse oxidativo. Os peixes foram
eutanasiados e necropsiados, com a colheita associada de material para avaliacao
histopatolégica e enzimatica (cérebro, branquias e figado) para atividade da
acetilcolinesterase, catalase, glutationa-S-transferase e analise de proteina totais. Os
resultados de cada atividade enzimética foram expressos em média e desvio padréo.
Esses resultados foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk e submetidos a anélise
de variancia (ANOVA), e ao teste de comparacdo das médias encontradas, mediante
a utilizacado do teste de Tukey, que analisou a diferenca minima significativa entre as
médias, considerando o nivel de significancia de 5%. Para as variaveis qualitativas, a
estatistica descritiva foi utilizada para compilacdo e classificacdo dos dados.
Observou-se entdo, para 0s animais intoxicados por cobre diferenca estatistica
significativa para a concentracdo de Glutationa S-transferase branquial nos grupos 2
e 3mg/L. Dos parametros hematolégicos, houve diminuicdo do numero de eritrocitos
no grupo Pb 2mg/L. As principais alteragbes anatomopatologicas foram observadas
em branquias (branquite mista associada a proliferacdo do epitélio filamentar,
descamacdo epitelial e edema intraepitelial), figado (degeneracédo hepatocelular) e

rins (hemorragia subcapsular e intersticial).

Palavras-chave: metabolismo oxidativo; fragilidade osmotica eritrocitaira;

ictiopatologia.



ABSTRACT

Environmental contamination by heavy metals, especially fish poisoning, is a growing
concern due to harmful impacts on aquatic ecosystems. Fish, being sensitive
indicators of environmental conditions, play a vital role in the aquatic food chain. The
bioaccumulation of these metals in fish not only represents a threat to human health
but also a risk to species preservation. The objective of this study was to analyze the
possible toxic effects of copper and lead, individually, on fish, and to characterize the
hematological, biochemical, and anatomopathological changes resulting from this
exposure. To this end, 56 grass carp (Ctenopharyngodon idella) were acclimatized and
subsequently carried out the acute poisoning test (96h) with copper and lead at
concentrations of 2, 3, and 4 mg/L each. At the end of the intoxication period, blood
samples were collected for hematological and oxidative stress evaluation. The fish
were euthanized and necropsied, with the associated collection of material for
histopathological and enzymatic evaluation (brain, gills, and liver) for
acetylcholinesterase activity, catalase, glutathione-S-transferase, and total protein
analysis. The results of each enzymatic activity were expressed as mean and standard
deviation. These results were evaluated using the Shapiro-Wilk test and submitted to
analysis of variance (ANOVA), and the comparison test of the means found, using the
Tukey test, which analyzed the minimum significant difference between the means,
considering the level significance level of 5%. For qualitative variables, descriptive
statistics were used to compile and classify data. For animals poisoned by copper, a
statistically significant difference was observed for gill GST concentration in groups 2
and 3mg/L. Of the hematological parameters, there was a decrease in the number of
erythrocytes in the Pb 2mg/L group. The main anatomopathological changes were
observed in gills (mixed branchitis associated with proliferation of the filamentary
epithelium, epithelial desquamation, and intraepithelial edema), liver (hepatocellular
degeneration), and kidneys (subcapsular and interstitial hemorrhage).

Keywords: oxidative metabolism; erythrocyte osmotic fragility; ichthyopathology
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade é caracterizada pela diversidade bioldgica em todos os niveis,
desde microrganismos a seres complexos como plantas e animais (ALHO, 2012),
sendo um bem comum essencial para a humanidade, a biodiversidade passa por uma
das piores crises mundiais em decorréncia da preocupante diminuicdo do niumero de
espécies e habitats nos ultimos anos (PERES; VERCILLO; DIAS, 2011). Das 1249
espécies ameacadas de extingdo no Brasil, 0s peixes representam o maior nimero
de espécies, sendo 291 de peixes continentais e 97 peixes marinhos (MINISTERIO
DO MEIO AMBIENTE, 2022).

A agua é um recurso essencial para a vida e para o equilibrio dos ecossistemas,
no entanto, a agdo antropica tem causado a um desequilibro no meio ambiente através
da poluicdo das 4guas em diversas partes do mundo. A polui¢ao resulta da introdugéo
de substancias téxicas, residuos industriais, esgotos, agrotéxicos, 6leos e outros
poluentes em rios, lagos, oceanos e aquiferos. Esses poluentes tém efeitos
devastadores sobre a vida aquatica, a salude humana e o meio ambiente em geral
(REGINA et al., 2002; SOUZA; MORASSUTI; DEUS, 2018).

As atividades humanas s&8o responsaveis por introduzir anualmente uma
grande quantidade de metais nos ecossistemas terrestres e aquaticos em todo o
mundo, chegando a cerca de 1,16 milhdes de toneladas (NRIAGU; PACYNA, 1988).
No Brasil, a mineracdo de metais como niquel, ouro, ferro e outros de interesse
comercial desempenha um papel significativo na liberacéo de residuos que resultam
na contaminacao do solo e da 4gua por metais. O aumento nas concentracdes desses
residuos no solo e nos efluentes préximos as areas de mineracdo pode estar
relacionado a processos quimicos e biolégicos que influenciam a solubilidade, a
disponibilidade para os organismos vivos e a mobilidade desses metais. Essa
contaminagao representa um desafio significativo para a saude ambiental e a
qualidade da agua, exigindo a implementacédo de medidas adequadas de prevencao

e controle da poluigéo por metais (MARQUES et al., 2005).

A contaminacdo das aguas por metais tem papel importante ao gerar impactos

ambientais, sendo causada principalmente por atividades industriais, mineracdo e o
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descarte inadequado dessas substancias. Os peixes sdo animais sensiveis a esses
compostos e quando expostos a altas concentracdes de metais pesados acabam
acumulando-os nos tecidos, muitas vezes atingindo niveis toxicos e consequente
manifestacéo clinica (MUNIZ; OLIVEIRA-FILHO, 2006).

A contaminacdo da agua por metais pesados possui uma série de
consequéncias, seja diretamente causando injurias aos sistemas organicos dos
peixes, principalmente figado, rins e sistema nervoso (JEZIERSKA; WITESKA, 2006);
através de disfuncdes reprodutivas dificultando a reproducéo dessas espécies, com a
diminuicdo na producdo de gametas e na taxa de fertilidade; por meio da
bioacumulacao e biomagnificacdo, pois os metais tem capacidade de se acumular no
tecido dos peixes ao longo do tempo, uma vez que, esse grupo absorve os metais
através da agua que vivem e dos alimentos que consomem (TAO et al., 2012; ZHANG
et al., 2015).

O conhecimento epidemioldgico dos fatores causadores de doencas e suas
interacbes com os hospedeiros é essencial para avaliar o risco e o impacto das
enfermidades na biodiversidade. Sem esse conhecimento, os esforcos de
conservagao correm o risco de falhar e podem resultar na morte de animais
translocados ou na introducdo de doencas em habitats ndo afetados. Compreender

0s processos das doencas em peixes é fundamental para proteger nossa

biodiversidade em meio a constante degradacdo ambiental (CATAO-DIAS, 2003).

1.1 HIPOTESES

Peixes intoxicados com maiores doses de cobre e chumbo apresentam maior
efeito sob os biomarcadores (glutationa s-transferase, malondialdeido,
acetilcolinesterase e catalase);

Peixes intoxicados com maiores doses de cobre e chumbo apresentam lesdes
histopatoldgicas mais acentuadas, principalmente em figado, rim, encéfalo e

branquias comparados ao grupo controle.

1.2 OBJETIVOS GERAIS

Analisar os efeitos toxicos do cobre e chumbo, em peixes e caracterizar os

achados hematologicos e anatomopatologicos.
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1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Observar os efeitos toxicos individuais ao cobre e chumbo através da resposta
dos biomarcadores, catalase, glutationa S-transferase e acetilcolinesterase, em
branquias, figado e cérebro;

Classificar as alteracGes hematologicas a partir da realizacdo de hemograma,;
Caracterizar as leses macroscoépicas e histopatolégicas, bem como, os 6rgaos

mais afetados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Intoxicacdo por metais em peixes

Os metais estdo presentes no ambiente de diversas formas, seja de origem
geogénica (natural) ou antrdpica (artificial). Na natureza, os metais chegam as aguas
principalmente através da lixiviagdo de rochas e do solo onde estdo naturalmente
(GARCIA-ORDIALES et al., 2016). A acdo antropogénica tem fundamental
importancia para a introducdo dessas substancias no meio aquatico, sendo
principalmente através de residuos domésticos, efluentes industriais, atividades
agricolas (muitos metais estdo presentes em fertilizantes e agrotoxicos) e rejeitos da
exploracdo mineral (LI et al., 2014; ZHAO et al., 2013).

A contaminacdo por metais € uma das fontes inorganicas de poluicdo mais
preocupantes, uma vez que, suas fontes de contaminacdo estdo ligadas ao
crescimento produtivo e urbano, tendo em vista que sdo considerados contaminantes
persistentes, a capacidade de bioacumulacdo e bioamplificacdo desses metais ao
longo da cadeia alimentar se torna uma preocupacdo quanto a qualidade da agua,
biodiversidade e também na producdo de produtos destinados ao consumo humano
(GARCIA-ORDIALES et al., 2016; IOANNIDES et al., 2015; LOTZE et al., 2006)

A absorcéo de metais pelos organismos aquaticos varia de acordo com o nivel
trofico e é influenciada por uma série de fatores, incluindo a espécie, o habitat na
coluna d'agua, a idade, o tamanho, as caracteristicas fisiolégicas e a forma quimica
especifica do metal em questao (SALOMONS; FORSTNER, 1984). A acumulacao de
metais em animais aquaticos e plantas pode ocorrer por meio de diferentes vias, como
absorcdo cutanea, estruturas respiratérias e ingestédo, o que desencadeia processos
de toxicidade (TORRES et al., 2008). A toxicidade esta diretamente relacionada ao
tempo de exposigéo e aos niveis de concentragdo. Quanto maior o periodo de contato
com o metal e sua concentragdo, mais variados serdo os efeitos no organismo,
abrangendo desde impactos na reproducao até alteracdes morfologicas (CONNELL;
MILLER, 1984).

Os peixes sdo frequentemente utilizados como modelos biol6gicos para o
estudo da toxicidade de metais e outros agentes no ambiente aquatico. Essa escolha

é fundamentada em diversas caracteristicas distintivas desse grupo, incluindo
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tamanho, ciclo de vida, distribuicdo geogréfica, diferentes niveis troficos e capacidade
de concentrar metais residuais. Esses atributos permitem uma avaliacdo mais precisa
dos efeitos de bioacumulacdo e biomagnificagdo quando comparados a espécies
menos complexas. (ENEJI; SHA’ATO, 2011; JIANG et al.,, 2022). Ainda, pela
proximidade desses animais com os sedimentos do leito e dos residuos acumulados
na agua, os peixes tem papel fundamental na avaliacdo de possiveis ameacas a

saude humana, servindo como bioindicadores (GABRIEL et al., 2020).

2.2 Cobre

Um destaque especial deve ser dado ao cobre entre 0os minerais, pois € um
elemento essencial que desempenha um papel vital em inimeras enzimas envolvidas
em importantes processos de oxidorreducdo (LALL, 2002). Especificamente, esse
mineral € um componente essencial em diversas metaloenzimas que desempenham
funcdes essenciais no organismo, tais como a producao de energia celular (citocromo
c oxidase), a protecdo contra radicais livres (superdxido dismutase), a
neurotransmissdo no ceérebro (dopamina hidroxilase e peptidil a-amidating
monooxygenase), a sintese de colageno (lisil oxidase) e a producdo de melanina
(tirosinase) (LALL, 2002).

Embora o cobre seja um nutriente essencial para o metabolismo celular, ele
pode se tornar toxico para 0s animais quando esta presente em niveis elevados,
especialmente em sua forma livre, a qual € altamente prejudicial as células. A
intoxicacdo por cobre pode ocorrer tanto de forma crénica quanto aguda, resultando
em efeitos oxidativos nos tecidos. Normalmente, o cobre livre dentro das células é
mantido em baixas concentracdes; no entanto, quando sua concentracao ultrapassa
a homeostase, esse mineral pode interferir nas funcdes celulares ao se ligar a
proteinas e acidos nucleicos, além de gerar espécies reativas de oxigénio e radicais
hidroxila. Esses radicais podem causar peroxidacdo lipidica nas membranas
celulares, clivagem dos &cidos nucleicos e oxidagdo das proteinas celulares
(VIARENGO et al., 2002).

Os peixes, assim como o0s invertebrados, sdo impactados pela alta
concentracdo de cobre nos ambientes aquaticos. Em aguas doces, o cobre é
altamente toxico, perdendo apenas para o mercario, enquanto em ambientes

marinhos, sua toxicidade é reduzida devido as atividades de complexacdo com sais
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dissolvidos na agua. A exposicao a doses entre 0,02 - 0,2 mg/L de cobre revela efeitos
adversos em certas espécies de peixes, como reducdo da expectativa de vida,
crescimento e taxa de reproducdo. Além disso, o pH do sangue e o consumo de
oxigénio séo afetados, apresentando valores acima do normal (EISLER; GARDNER,
1973).

As branquias sdo os primeiros 6rgédos a sofrerem os efeitos toxicos do cobre,
com precipitacdo de secre¢des nos tecidos branquiais, o que dificulta o processo
respiratorio. Além disso, ocorre estimulo na divisdo celular do epitélio respiratério,
resultando em deficiéncia na producao de células sanguineas e reducao da atividade
oxidativa. Outros O6rgdos também sao afetados, com morte celular ocorrendo
principalmente nos rins e no figado, este Ultimo devido a degeneracdo do tecido
gorduroso presente no 6rgao (EISLER; GARDNER, 1973; MACHADO, 1999).

2.3 Chumbo

O chumbo é um elemento naturalmente presente na crosta terrestre, ocorrendo
principalmente como sulfeto de chumbo (galena) e em concentragcbes de
aproximadamente 13 ppm (13 mg/kg). No entanto, foi reconhecido pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) como um dos elementos quimicos mais perigosos para a
saude humana (VANZ et al., 2003).

Os contaminantes transferidos pela cadeia alimentar desempenham um papel
importante na acao e persisténcia do chumbo nos ecossistemas. Esse metal pode se
acumular lentamente nos tecidos dos organismos ao longo do tempo, inicialmente
com baixa toxicidade, mas atingindo niveis danosos e até mesmo letais. A
transferéncia do chumbo dos tecidos dos organismos para seus predadores resulta
em concentracbes ainda maiores nos niveis troficos superiores, devido a sua
capacidade de acumulagédo (LEMOS & TERRA, 2003).

A toxicidade da maioria dos metais afeta varios sistemas organicos, com alvos
especificos sendo processos bioquimicos (enzimas) e/ou membranas de células e
organelas. O efeito toxico do chumbo geralmente envolve uma interacdo entre o ion
metalico livre e o alvo toxicolégico (FIRJAN, 2000). Ao contrario de outros metais,
como ferro, zinco, cobalto, cromo, manganés e cobre, o chumbo é um elemento

completamente estranho ao metabolismo dos seres vivos, em qualquer quantidade.
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Ele € uma neurotoxina que, a partir de uma concentracédo limiar, interfere em varias
vias metabdlicas, resultando nos sinais e sintomas da doenca conhecida como
saturnismo (em seres humanos) ou intoxicagéo crbnica por chumbo (CORDEIRO et
al., 1996).

A presenca do chumbo em diferentes partes do organismo depende
inicialmente da taxa de distribuicdo através do fluxo sanguineo para varios 6rgaos e
tecidos. Posteriormente, ocorre uma redistribuicdo com base na afinidade relativa do
elemento pelos tecidos e sua toxicodinamica (ATSDR, 1999). O chumbo se distribui
nos tecidos organicos, sendo os eritrécitos as células preferenciais para a deposicao
desse metal. Estima-se que cerca de 90% do chumbo absorvido esteja nos eritrocitos,
principalmente ligado & hemoglobina (SPINOSA et al., 2008). O chumbo interfere nas
vias metabolicas de sintese de hemoglobina e na maturacdo normal dos eritrocitos,
tornando-os mais frageis, com reducdo do tempo de vida e capacidade reduzida de
transportar oxigénio (GFELLER & MESSONNIER, 2006). O chumbo presente no
sangue é distribuido entre os 6rgaos, dependendo do gradiente de concentracao e da
afinidade pelo tecido especifico. Ele é distribuido entre o sangue, tecidos moles (como
figado e rins) e tecidos rigidos (como ossos e dentes) (ATSDR, 1999; WHO, 1995).

O chumbo tem uma forte adsor¢cdo a matéria organica e, embora seja pouco
suscetivel a lixiviacdo, pode entrar nas aguas superficiais devido a erosao do solo. O
movimento do chumbo do solo para as dguas subterraneas € geralmente lento, exceto
em condicdes de alta acidez. Varias condi¢cdes podem levar a mobilizacdo do chumbo,
com a presenca de concentragfes elevadas do metal no solo, que se aproximam ou
excedem a capacidade de troca catibnica do solo; a presenca de substancias que
formam gquelatos solaveis com o chumbo; e a diminui¢do do pH da solucéo lixiviada
(como ocorre em chuvas &cidas). Os ecossistemas aquaticos, em geral, atuam como
receptores finais de diferentes substancias quimicas, mesmo aquelas que nao sao
lancadas diretamente nos corpos d'agua. Portanto, o chumbo presente no ambiente
aquatico pode ser proveniente da atmosfera, lixiviagdo do solo ou descarte direto de
contaminantes. Nesse meio, o0 metal é rapidamente dividido entre o sedimento e a
fase aquosa, dependendo do pH da agua, da presenca de sais dissolvidos e de
agentes complexantes organicos (ATSDR, 2007). No entanto, em ecossistemas
aquaticos contaminados, apenas uma pequena fracdo do chumbo esta dissolvida na

agua, enquanto a maior parte esta fortemente ligada ao sedimento. Os organismos
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aguaticos geralmente incorporam o chumbo do ambiente proporcionalmente ao grau
de contaminacdo de seu habitat. Concentracdes de chumbo em alguns peixes
marinhos sdo mais altas nas branquias e na pele do que em outros tecidos, enquanto
no figado, os niveis aumentam significativamente com a idade (PAOLIELLO &
CAPITANA, 2003).



22

ARTIGO - AVALIACAO DOS EFEITOS TOXICOS, HEMATOLOGICOS E
ANATOMOPATOLOGICOS DA INTOXICACAO AGUDA POR COBRE E CHUMBO
EM CARPA-CAPIM (Ctenopharyngodon idella)

1. INTRODUCAO
A poluicdo ambiental por metais é um problema global que cresce através da

acao antropogénica através da deposicdo de produtos metalicos no solo, ar ou
ambiente aquatico (SHAHJAHAN et al., 2022; SOUZA; MORASSUTI; DEUS, 2018).
Os estudos toxicoldgicos destacam o0s peixes como organismos ideais,
desempenhando um papel crucial na cadeia alimentar (ALIKO et al., 2019; SULA et
al., 2020). Esses individuos, sensiveis as alteracbes ambientais, emergem como
indicadores essenciais no monitoramento do ecossistema aquatico. Sua capacidade
eficiente de metabolizar e acumular metais no organismo torna-os fundamentais
nesse contexto (GARCIA-ORDIALES et al., 2016; IOANNIDES et al., 2015; LOTZE et
al., 2006).

O acumulo desses metais em diferentes tecidos corporais resulta da entrada
por meio da alimentacao, absorcdo de dgua para respiracdo ou troca idnica através
de membranas semipermeaveis (TORRES et al. 2008). Isso ressalta a importancia
dos peixes ndo apenas como elementos-chave na cadeia alimentar, mas também
como indicadores vitais das condi¢cdes do ecossistema aquatico. O objetivo deste
trabalho foi analisar os efeitos toxicos do cobre e do chumbo no metabolismo
oxidativo, padrdo hematolégico e anatomopatoldégico em carpas-capim

(Ctenopharyngodon idella) durante a intoxicacao aguda.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado na Universidade do Estado de Santa Catarina,
Centro de Ciéncias Agroveterinarias (UDESC/CAV), na cidade de Lages, Santa
Catarina, Brasil (Latitude: 27° 49’ 0” Sul, Longitude: 50° 19’ 35” Oeste). Para avaliacdo
dos parametros, utilizou-se de 56 juvenis de carpa-capim (Ctenopharyngodon idella),
adquiridos de piscicultor comercial. Os peixes, de ambos o0s sexos, apresentavam em
meédia 126,199 (+31,98) e 22,23cm (x£1,75) e foram aclimatados por um periodo de
sete dias no Laboratorio de Toxicologia Ambiental — UDESC/CAV. As carpas-capim
foram divididas randomicamente em aquarios de 50L, cada um com dois animais.

Durante a aclimatacao, era realizada a troca diaria da 4gua dos aquérios, alimentacéo
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ad libitum com azevém anual (Lolium multiflorum) e aeracédo constante. Este trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade do Estado de
Santa Catarina (CEUA-UDESC), n° 2182300723.

2.1 TESTE DE INTOXICACAO

Apés a aclimatacao, os peixes foram submetidos ao teste de intoxicagdo aguda
(96h), constituindo sete grupos distintos cada um com oito individuos, sendo um
controle (Tabela 1). Os testes foram realizados em quatro momentos (com as mesmas
condicbes ambientais), com o objetivo de permitir uma melhor organizacdo no
momento das andlises, dessa forma, os animais foram divididos randomicamente,
com inicio do periodo de teste em quatro dias diferentes, assim, no final de cada 96h,
14 peixes eram eutanasiados. Para os testes, foram utilizados Sulfato de Cobre e
Solucdo de Chumbo.

Tabela 1. Teste de toxicidade aguda para cobre (Cu) e chumbo (Pb) em
Ctenopharyngodon idella, concentracédo dos metais para cada grupo.

Grupo Sigla Quantidade (mg/L)
Controle C 0,0
Cobre 2 Cu2 2,0
Cobre 3 Cu3 3,0
Cobre 4 Cu4 4,0
Chumbo 2 Pb2 2,0
Chumbo 3 Pb3 3,0
Chumbo 4 Pb4 4,0

2.2 HEMATOLOGIA
2.3

Amostras de sangue foram colhidas ap6s as 96h do periodo de intoxicacéo,
anterior a eutanasia, através da venopuncao caudal com seringa de 3mL heparinizada
e agulha hipodérmica 20x5,5 24g. Apos a colheita das amostras, foram enviadas ao
Laboratério de Analises Clinicas — UDESC/CAV, mantidas refrigeradas, para a
realizacdo do hemograma, teste de fragilidade osmatica eritrocitaria e determinacéo

da glutationa (GSH) e malondialdeido (MDA) eritrocitarios.
2.2.1 Teste de Fragilidade Osmatica Eritrocitaria

Para a realizacéo do teste de fragilidade osmotica eritrocitaria, 20 puL de sangue
total heparinizado foram adicionados a 5,0 mL de uma solucdo tamponada de cloreto
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de sédio (NaCl) com pH 7,4, em concentracdes especificas: 0,85%, 0,80%, 0,75%,
0,70%, 0,65%, 0,60%, 0,55%, 0,50%, 0,45%, 0,40%, 0,35%, 0,30%, 0,25%, 0,20%,
0,10% e 0,00%. Ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente e
centrifugagdo a 3500rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi analisado por
espectrofotometria a 546nm contra agua deionizada, seguindo a metodologia
proposta por Parpart et al. (1947). O resultado deste ensaio expressa a concentracao
de NaCl correspondente a 50% de hemodlise (H50), calculada a partir da curva dos
percentuais de hemolise nas diferentes concentracdes, ajustada por um modelo linear
generalizado para proporc¢des, utilizando a funcéo de ligacdo Probit (McCULLOCH &
SEARLE, 2001).

2.2.2 Determinacédo da Glutationa Eritrocitaria

Para avaliacdo da glutationa eritrocitaria, foram adicionados 200uL de sangue
total heparinizado a 1,8mL de agua purificada, seguido da adi¢cdo de 3mL de solucéo
precipitante ao hemolisado e posterior repouso por 5 minutos em temperatura
ambiente, seguido de centrifugacdo a 3000rpm por 5 minutos. Utilizando 200uL do
sobrenadante, somado a 800uL da solucéo de fosfato e 100uL de DTNB, seguido de

leitura em espectrofotdmetro a 412nm.
2.2.3 Determinacdo do Malondialdeido Eritrocitario

Para avaliacdo do malondialdeido eritrocitario, iniciou-se com a centrifugacéo das
amostras por 10 minutos em 2200 rpm, seguida da retirada do plasma e papa de
leucécitos e lavagem com PBS (pH 7,4) trés vezes. Para andlise das amostras, foram
adicionados 100 ul da papa de hemécias, 900 ul de PBS e para avaliacdo pos
lipoperoxidacdo, 100 pl de hidroperéxido de T-butil. Apds incubacéo a 372C por 60
minutos, inclui-se 1mL de acido tricloroacético a 28% nos tubos, homogeneizados em
agitador tipo vortex, seguido de centrifugacdo a 1000rpm por 15 minutos. Separado 1
mL do sobrenadante, somado a 100 pl de BHT, 500 ul DE TBA a 1% e 500 pl de acido
cloridrico a 25%. Incubados a 952C por 15 minutos, resfriados em banho de gelo e
seguido da adicao de n-butanol, centrifugador por 15 minutos a 3500 rpm e por fim,

realizada a leitura em espectrofotometro a 532 nm contra o branco.
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2.3 EUTANASIA

A eutanasia dos peixes foi realizada de acordo com a normativa 037/2018 -
CONCEA do Ministério de Ciéncia e tecnologia com a utilizacdo de Cloridrato de
escetamina 5%, Cristalia®, Itapira, SP), na dose de 30mg/kg, intramuscular; e
xilazina (Syntec®, Santana de Parnaiba, SP), 5mg/kg, intramuscular sempre no lado
esquerdo (Figura 1.A), seguido de Lidocaina 2% (Xylestesin, Cristalia®, Itapira — SP)
na dose 1mg/Kg via intratecal (Figura 1.B,D e E) até a parada completa dos
batimentos cardiacos monitorada por doppler ultrassénico ® (Medpej, Ribeirdo Preto,
SP) (Figura 1.C).

Figura 1. Técnica de eutanasia em carpa-capim (Ctenopharyngodon idella). A)
Anestesia com cetamina e xilazina, intramuscular. B) Aplicacdo de lidocaina via
intratecal. C) Monitoracdo dos batimentos cardiacos com doppler ultrassénico, para

confirmacdo do o6bito. D e E) Radiografia do local da puncado intratecal para
comprovacéao do acesso.

Fonte: a prépria autora.

2.4 AVALIACAO MACROSCOPICA E HISTOPATOLOGICA

Posterior a eutanasia, os animais foram pesados e medidos, e na sequéncia, a
necropsia foi realizada (Figura 2.A). Iniciando pela inspecdo externa, seguido pela
abertura da cavidade através da incisdo ventral mediana (Figura 2.B). Os 6rgaos
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foram retirados em um monobloco e avaliados separadamente (Figura 2.C). Para
avaliacao histopatoldgica, foram colhidas amostras de encéfalo, branquias, coracao,
figado, rins, baco, bulbo intestinal, intestinos, pele e musculo esquelético e fixadas em
formalina tamponada 10% por 24h (Figura 2.D). Posteriormente realizado
processamento de rotina para histologia no Laboratorio de Producdo e Sanidade
Animal (PROS-UDESC), seguido pelas coloracdes de Hematoxilina e Eosina,
Rodonina e Ziehl Neelsen, tendo os Ultimos como objetivo observar os acimulos de
cobre e chumbo, respectivamente, nos tecidos. As técnicas histoquimicas seguiram
os protocolos estabelecidos pela Armed Forces Institute of Pathology (AFIP).

2.5 ANALISE BIOQUIMICA DOS BIOMARCADORES DO METABOLISMO
OXIDATIVO

Para avaliacdo do metabolismo oxidativo de branquias, figado, rins e encéfalo,

as amostras foram processadas no Laboratério de Toxicologia Ambiental — UDESC.
2.5.1 Catalase

Para a determinacdo da atividade da catalase de figado, branquias e rins, foi
utilizada a metodologia de Beutler (1975). Para o ensaio, foram homogeneizados em
cubetas de quartzo de 4 mL, 20 pL do homogeneizado da amostra, 20 uL de perdxido
de hidrogénio e 2 mL de solugédo tampéao (Tris HClI 1M e EDTA 5 mM). Na etapa
subsequente, a cinética foi registrada em um espectrofotbmetro no comprimento de
onda de 240 nm.

2.5.2 Glutationa s-transferase

A determinacao da atividade da glutationa-S-transferase em figado, branquias
e ruins, segue metodologia proposta por Keen, Habig e Jakoby (1976), consistindo na
complexacdo de glutationa reduzida (GSH) com o substrato (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno), que € catalisada pela GST presente na amostra. No ensaio,
adicionou-se 2 mL do tampao de reacéo, 20 uL de CDNB, 20 pL de glutationa reduzida

(GSH) e 20 pyL da amostra. A leitura foi realizada com espectrofotometria em 340 nm.
2.5.3 Acetilcolinesterase

Para a determinacdo da atividade da acetilcolinesterase no encéfalo, foi
adotado o método de Ellman et al. (1961), baseado na medicao da taxa de producéo

de tiocolina. Como substrato, foi utilizado 100 pL de iodeto de acetilcolina, 100 pL do



27

reagente de cor 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzéico) (DTNB), 100 uL do homogeneizado da
amostra e 2 mL de tampéao fosfato monopotassio (0,1 M e pH 7,0). A absorbancia foi
lida através da espectofotometria a cada 30 segundos ao longo de 2 minutos a 412

nm.
2.5.4 Proteinas totais

As proteinas totais de figado, branquias, rins e encéfalo foram determinadas
com base no método de biureto, que consiste na utilizagcdo do reagente, que em
contato com as proteinas da amostra, forma um complexo de cor azul, sendo
proporcional a concentracdo proteica da amostra. Nas cubetas de 4 mL, foram
adicionados 2 mL do reagente de biureto e 50 uL do homogeneizado das amostras.
Sendo o tubo padrdo com 2 mL do reagente de biureto e 0,2 mL do reagente de cor.
A leitura do padrdo e da amostra foi feita a 545 nm no espectrofotdbmetro, com
corregdo do zero utilizando a amostra branca.

Figura 2. Metodologia utilizada para a necropsia de carpa-capim (Ctenopharyngodon
idella). A) Medigéo do comprimento entre boca e cauda. B e C) Abertura da cavidade
através de incisdo ventral mediana e monobloco de oOrgdos para avaliacao

macroscopica. D) Planejamento utilizado para coleta das amostras para histologia e
toxicologia.

Fonte: a propria autora.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados descritivos foram apresentados em média e desvio padrdo. A

normalidade dos dados foi verificada pelos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
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Smirnov e apresentaram distribuicdo normal, portanto foram utilizados testes
paramétricos para as analises. Foi utilizado o teste de ANOVA de uma via com pos
teste de Tukey para a comparacao entre as concentracdes de cada um dos metais.
As andlises foram realizadas considerando o nivel de significancia de 95% (p<0,05)

utilizando o software estatistico GraphPad Prism verséao 10.1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagBes hematoldgicas (Tabela 2) demonstraram diferencas significativas
estatisticamente para o valor de eritrocitos no grupo Pb2, que foi menor que o do grupo
controle, fato que esta possivelmente relacionado, primeiramente com a inibicdo na
atividade da enzima acido - aminolevulinico (8-ALAD) e a morte de eritrocitos maduros
(ADEYEMO, 2007), essa alteragdo pode ser observada também em Chanos chanos
(milkfish) expostos a nitrato de chumbo (ZULFAHMI et al., 2021), Channa punctatus
(DUTTA; RANI SARMA; DEKA, 2015) e Clarias gariepinus (bagre-africano) na
intoxicagédo aguda por chumbo (ADEYEMO, 2007). De forma geral, mesmo que sem
diferencas estatisticas significativas para todas as concentracdes, 0s trés grupos
intoxicados com Pb apresentaram um menor valor total de eritrocitos, o que
possivelmente acompanha os efeitos de inibicio e morte celular citados

anteriormente.

Nos demais parametros hematologicos, apesar de ndo apresentarem diferenca
estatistica, pode-se observar diferencas numéricas em determinados grupos. Como
por exemplo, a reducdo no numero de neutréfilos para os animais dos grupos Cu2, 3
e 4, em relacdo ao grupo controle que também foi observado em Colisa fasciatus em
intoxicacdo aguda por cobre (MISHRA; SRIVASTAVA' RECEITVD, 1980). Em
contraponto com 0 aumento dessas células nos grupos Pb2, 3 e 4, que corrobora com
os achados em Channa punctatus (DUTTA; RANI SARMA; DEKA, 2015), esse achado
pode ser justificado pela estimulacdo do sistema imune em resposta as lesdes
causadas pelo chumbo, entretanto, caso ocorresse a cronicidade dessa exposicao,
poderia desencadear uma supressdo dessa resposta, tornando a espécie susceptivel

as mudancgas ambientais ou mesmo infecgdes (GILL; PANT, 1985).
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Figura 3. Avaliacdo do estresse oxidativo da (A) Glutationa reduzida eritrocitaria (GSH)
e (B) Malondialdeido eritrocitario (MDA) de 56 carpas-capim (Ctenopharyngodon
idella) submetidas a intoxicacdo aguda por cobre (n=24) e chumbo (n=24) em
diferentes concentracdes e grupo controle (n=8).
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Fonte: a prépria autora.

Quanto a avaliacao da atividade de GSH e MDA eritrocitarios (Figura 3), apesar
de néo haver diferenca significativa, observou-se alteracdo no metabolismo oxidativo
nos animais intoxicados em comparacao ao grupo controle. Assim, para 0S grupos
Cu2, 3 e 4, a GSH permaneceu semelhante ao grupo controle e ndo houve diferenca
entre as concentracdes de Cu, porém, para MDA observou-se um aumento no grupo
Cu4, sendo um dos principais produtos da peroxidacao lipidica (TSIKAS, 2017), o
aumento na quantidade de MDA sugere um aumento no metabolismo oxidativo. O
valor aumentado de MDA do grupo controle pode ser explicado pela presenca de

Ichthyophthirius multifiliis em alguns individuos do grupo, que pode ter induzido uma
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maior peroxidacao lipidica. Para os peixes intoxicados por chumbo, houve aumento
da GSH em relacdo ao grupo controle e reducdo da MDA, o que indica que a GSH
esta respondendo a lesdo causada pelo chumbo e suprindo a demanda como
antioxidante, dessa forma, ha alteracdo no metabolismo oxidativo, mas ainda o
organismo esta conseguindo manter suas funcdes, isso ocorre devido o estimulo da
sintese de GSH pelos metais (SUKHOVSKAYA et al., 2017).
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Tabela 2. Média e desvio padrdo dos parametros de eritrograma, leucograma, contagem trombocitaria e mensuracado da proteina
plasmatica total de 56 carpas-capim (Ctenopharyngodon idella) submetidas a intoxica¢cdo aguda por cobre (n=24) e chumbo (n=24)
em diferentes concentracdes e grupo controle (n=8). *p<0,05 entre as concentracdes sinalizadas

Cu Pb
Controle 2mg/L 3mg/L 4mg/L p 2mg/L 3mg/L 4dmg/L p
Proteina total

plasmatica (g/dL) 46(08) 52(04) 51(0.7) 4.6 (0.4) 0,147 4,6 (0,8) 4,7(0,7) 4,9 (0,6) 0,740
Eritrécitos (x10%/uL) 1,62 (0,60) 1,40 (0,71) 1,39 (0,53) 1,11 (0,48) 0,402 0,94 (0,44)* 1,11 (0,58) 1,03 (0,24) 0,043
Hemoglobina (g/dL) 6,47 (0,63) 6,83 (0,70) 6,85 (0,78) 6,57 (0,87) 0,707 6,50 (1,23) 6,92 (0,88) 7,15 (1,08) 0,454
Hematécrito (%) 35 (5) 40 (6) 40 (5) 34 (6) 0,075 34 (9) 35 (6) 38 (6) 0,768

Volume globular
médio (VGM:; fL) 241,2 (99,9) 347,8 (158,2) 323,7 (124,6) 350,7 (141,4) 0,336 408,2 (138,2) 392,4 (186,2) 383,9 (122,9) 0,086

Concentracédo de

hemoglobina

- 18,96 (2,53) 17,14 (2,56) 17,38 (1,28) 19,79 (2,28) 0,091 19,80 (3,39) 20,16 (3,05) 19,19 (2,05) 0,820

globular média

(CHGM; %)

Trombdcitos (x10%) 36.230 (35.279) 33.645 (36.403) 44.627 (37.013) 35.067 (33.931) 0,937 27.067 (29739) 32.036 (37.482) 35.516 (36421) 0,950
Le‘;ﬁg@'};’ﬁ,ﬁ‘ﬁ;’"'s 22.928 (8.258) 24.564 (14.778) 25.093 (11.270) 19.214 (7.942) 0,707  22.033 (14.260) 26.328 (16.880) 27.978 (11.594) 0,779
Linfocitos 14.903 (6.749) 17.365 (10.678) 18.363 (8.449) 13.701(6.103) 0,664  14.766 (8.499) 17.492(10.271) 16.955 (8.367) 0,886
Neutréfilos 6.585 (3.295)  4.630 (3.050)  4.467 (4.367)  3.196 (1.215) 0,217 4989 (5.226)  5.894 (5.685)  7.682(3.309) 0,680
Monécitos 1.393 (684) 2.349 (2.271)  1.985(1.356)  1.942 (1.527) 0,688 2.116 (1.640)  2.838(3.723)  3.163(2.618) 0,487
Eosinéfilos 378 (0) 383 (358) 969 (1.068) 998 (908) 0,652 325 (394) 278 (156) 473 (334) 0,892

Fonte: a propria autora.
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Quanto a fragilidade osmoética eritrocitaria, ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos, porém, pode-se observar uma maior fragilidade osmatica eritrocitaria
em ambos 0s metais nas suas maiores concentracdes em relagéo ao grupo controle
(Tabela 3 e Figura 4), indicando que apesar de nao haver diferenca estatistica, a
presenca desses metais ocasiona um maior desequilibrio na manutencdo da
membrana celular e facilita a hemdlise eritrocitaria (ROSENBERG et al., 1998).

Tabela 3.Valores médios e desvio padrao das concentracées de NaCl com 50% de
hemdlise em 56 carpas-capim (Ctenopharyngodon idella) submetidas a intoxicacéo

aguda por cobre (n=24) e chumbo (n=24) em diferentes concentracdes e grupo
controle (n=8).

Cu Pb
Controle 2mg/L 3mg/L 4mg/L 2mg/L 3mg/L 4mg/L
H50% 0,58 0,55 0,59 0,60 0,52 0,56 0,63

Fonte: a prépria autora.

Figura 4. Valores médios de hemodlise em diferentes concentracdes de NaCl em 56
carpas-capim (Ctenopharyngodon idella) submetidas a intoxicacdo aguda por cobre
(n=24) e chumbo (n=24) em diferentes concentracdes e grupo controle (n=8).
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Fonte: a prépria autora.

Fonte: a prépria autora.
A dosagem dos marcadores bioquimicos em tecidos (Figura 5) demonstrou

diferenca significativa apenas para a GST das branquias nas concentragdes de 2 e 3



33

mg/L de cobre, entretanto, houve aumento numérico da atividade da GST branquial
nos grupos Pb também. As branquias sdo na maioria das vezes o 6rgao de contato
inicial com os contaminantes, possuindo alta sensibilidade a estes. Da mesma forma,
quando expostas a concentracdes de cobre capaz de lesion4-las, as enzimas com
capacidade antioxidante, como a GSH, tendem a aumentar sua atividade a fim de
solucionar e inibir o estimulo estressor (LIU et al., 2006; NAGALAKSHMI; PRASAD,
2001).

Quanto a catalase branquial, houve aumento da atividade em todos os grupos,
indicando maior metabolismo oxidativo. J& para a catalase renal, hA aumento nos
grupos Pb, indicando também maior atividade na degradacdo de perdxido de
hidrogénio. Essa manifestacédo esta de acordo com o observado em demais estudos
na avaliacdo da atividade da catalase em casos de exposicdo a metais toxicos
(KOVACIK, 2017; VUTUKURU et al., 2006)

Apesar de n&o haver diferenca significativa entre a atividade da
acetilcolinesterase nos grupos, observou-se uma maior atividade da enzima nos
grupos Pb, proporcionalmente a concentracdo do metal, indicando maior metabolismo
oxidativo nesses casos. Infere-se que essa manifestacédo esta relacionada a acdo do
chumbo no sistema nervoso animal, que interfere nas vias colinérgicas ao competir
com calcio, causando uma maior liberacdo de acetilcolina, uma vez ocorrendo esse
aumento, mas ndo em quantidade suficiente para causar a inibicdo da
acetilcolinesterase, a enzima eleva proporcionalmente sua acdo na tentativa de
estabelecer a homeostase novamente. (GHAREEB et al., 2010; GUPTA et al., 2015;
REDDY; DEVI; CHETTY, 2007)
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Figura 5. Avaliacdo toxicologica da atividade de (A) glutationa-S-transferase (GST),
(B) catalase (CAT) em figado, rins e branquias e (C) acetilcolinesterase em encéfalo
em 56 carpas-capim (Ctenopharyngodon idella) submetidas a intoxicacdo aguda por
cobre (n=24) e chumbo (n=24) em diferentes concentra¢des e grupo controle (n=8).
*p<0,05 entre as concentracdes sinalizadas.
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Os achados macroscopicos durante a necropsia mais observados (Figura 6)
para os animais intoxicados com cobre, foram: figado amarelado difuso (16/24); rins
com areas vermelho-escuras (focalmente extensas ou multifocais) (3/24) e
hemorragia retroperitoneal focalmente extensa (1/24). Para os individuos dos grupos
chumbo, as lesdes mais observadas foram: figado amarelado difuso (17/24); rins com
areas avermelhadas (focalmente extensas ou multifocais) (2/24); congestdo difusa

moderada em branquias (1/24).

Figura 6. A) Carpa-capim (Ctenopharyngodon idella). Figado amarelamento difuso e
acentuado devido a esteatose (*); vesicula biliar (ponta de seta). B) Carpa-capim
(Ctenopharyngodon idella). Rins com areas vermelho-escuras multifocais moderadas,
hemorragia (ponta de seta); bexiga natatoria (*).

Fonte: a propria autora.

Na avaliacao histopatoldgica, evidenciou-se lesbes acometendo principalmente
branquias, figado e rins (Figura 7). As lesGes branquiais sdo expressas na Tabela 4,
e foram marcadas por infiltrado de linfécitos, macrofagos, e por vezes neutrofilos, em
hemibranquias interna e externa. Esse infiltrado era acompanhado por proliferacao do
epitélio filamentar, que variou entre parcial, quase total e total, tomando como
elemento comparativo, o quanto as lamelas secundérias estavam fusionadas. Ainda,
a descamacéo do epitélio pode ser observada, em diferentes graus. Em alguns casos,

foram visualizadas areas de edema intraepitelial, variando de discreto a moderado.
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Tabela 4. Alteracbes histopatologicas de branquias de 56 carpas-capim
(Ctenopharyngodon idella) submetidas a intoxicagdo aguda por cobre (n=24) e

chumbo (n=24) em diferentes concentracdes e grupo controle (n=8).

Grupos Lesbes em branquias N.a det
animais
Infiltrado (8/8)
Linfocitico e macrofagico multifocal
discreto (4/8)
Linfocitico, macrofagico e
neutrofilico difuso moderado (4/8)
Proliferacdo do epitélio filamentar (8/8)
Controle Parcial multifocal (5/8)
Parcial a quase total multifocal (3/8)
Descamacdo do epitélio variando de
discreto a moderado (6/8)
Edema discreto (2/8)
Estruturas protozoarias compativeis com
Ichthyophthirius multifiliis (2/8)
Infiltrado (8/8)
Linfocitico e macrofagico multifocal
discreto a moderado (5/8)
Linfocitico, macrofagico e
neutrofilico multifocal discreto a (3/8)
moderado
Cobre Proliferacédo do epitélio filamentar (8/8)
2mg/L Parcial difuso (2/8)
Parcial a quase total multifocal a (3/8)
difuso
Quase total a total difuso (3/8)
Descamacdo do epitélio variando de
discreto a moderado (6/8)
Edema moderado (4/8)
Cobre (8/8)

3mg/L

Infiltrado
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Linfocitico e macrofagico multifocal (5/8)
discreto a moderado
Linfocitico, macrofagico e (3/8)
neutrofilico multifocal moderado (8/8)
Proliferacéo do epitélio filamentar (2/8)
Parcial a quase total multifocal (6/8)
Parcial a quase total difuso (7/8)
Descamacao do epitélio moderada (3/8)
Edema discreto
Infiltrado (8/8)
Linfocitico e macrofagico multifocal (8/8)
Proliferacdo do epitélio filamentar (8/8)
Parcial a quase total difuso (4/8)
Cobre
Quase total difuso (1/8)
4mg/L )
Quase total a total difuso (3/8)
Descamacdo do epitélio variando de
discreta a moderada (8/8)
Edema variando de discreto a moderado (3/8)
Infiltrado (5/8)
Linfocitico e macrofagico multifocal (4/5)
Linfocitico, macrofagico e
neutrofilico multifocal (1/5)
. Proliferagéc.) do epitélio filamentar |
Parcial a quase total multifocal a (8/8)
2mg/L .
difuso (8/8)
Descamacdo do epitélio variando de
discreta a moderada
Estruturas protozoarias compativeis com (5/8)
Ichthyophthirius multifiliis (1/8)
Infiltrado (7/8)
Chumbo Linfocitico e macrofagico multifocal (7/8)
3mg/L Proliferacéo do epitélio filamentar (8/8)
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Parcial a quase total multifocal a (7/8)
difuso (1/8)
Quase total a total difuso (8/8)
Descamacéao do epitélio discreta (3/8)

Edema discreto a moderado

Infiltrado (7/8)
Linfocitico e macrofagico multifocal (7/8)
Proliferacdo do epitélio filamentar (8/8)
Parcial a quase total difuso (2/8)
Chumbo _
Quase total a total multifocal a (6/8)
4mg/L i
difuso
Descamacdo do epitélio discreta a (8/8)
moderada
Edema discreto a moderado (2/8)

Fonte: a propria autora.

Importante ressaltar os mecanismos de protecdo realizados pelas branquias
quando lesionadas ou expostas a agentes toxicos de forma aguda sdo observados
nos peixes intoxicados tanto por cobre quanto por chumbo, sendo o edema
intraepitelial, a fusdo das lamelas, a hiperplasia do epitélio e o infiltrado de leucécitos
presentes nesses casos (FLORES-LOPES; THOMAZ, 2011; MALLATT, 1985).

Conforme a tabela 4, as les@es histol6gicas observadas no grupo controle em
branquias podem ser explicadas pela presenca de protozodrios da espécie
Ichthyophthirius multifiliis, que podem estar gerando essa resposta do organismo, com
o infiltrado Infocitico, macrofagico e neutrofilico e a hiperplasia do epitélio filamentar
(MALLATT, 1985). Ainda, cabe ressaltar que todos os animais possuiam a mesma
origem e foram aclimatados da mesma maneira, porém, foi observada a presenca de
Ichthyophthirius multifiliis no grupo controle e em um Unico animal do grupo Pb2, todos
sem alteragbes macroscopicas caracteristicas da infeccdo. Infere-se, que o
aparecimento do parasito pode estar associado a mudanca de ambiente e fatores
estressantes que favoreceram o aparecimento da lesdo, um ponto interessante a ser
observado, é que nos animais contaminados com cobre, ndo foram observadas
estruturas parasitarias na histopatologia. Alguns estudos, demonstram a utilizacéo de

sulfato de cobre, em diferentes doses para o controle de Ichthyophthirius multifiliis,
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possivelmente, a presenca do sulfato de cobre nessas concentracdes pode ter
impedido o desenvolvimento do protozoario, apesar de se tratar de um bioensaio de
intoxicagdo aguda por esse metal (AL-JUBURY et al.,, 2023; EWING; EWING;
ZIMMER, 1982; FARMER et al., 2013; STRAUS, 1993; STRAUS; HOSSAIN; CLARK,
2009)

Figura 7. Fotomicrografia das lesbes em branquias encontradas em carpas-capim
(Ctenopharyngodon idella) submetidas a intoxicacdo aguda por cobre e chumbo. A)
Proliferacédo parcial do epitélio filamentar (ponta de seta) e edema intraepitelial (seta).
(Cu2) HE, 20x. B) Proliferacdo do epitélio filamentar quase total (ponta de seta). (Cu4)
HE, 20x. C) Proliferacdo do epitélio flamentar em padrdo quase total (seta) e total,
com fusdo das lamelas secundérias (ponta de seta), além de edema (*). (Cu3), HE,
20x. D) Infiltrado de linfécitos, macréfagos e neutroéfilos, na luz entre lamelas primarias,
associado a descamacao epitelial (*).

A 4E

Fonte: a prépria autora.

As lesbes hepaticas, conforme a Tabela 5, observadas nos grupos Pbl, 2 e 3,
correspondem a lesdo hepatocelular causada pelo chumbo, por se tratar de uma
intoxicacdo aguda em concentra¢cdes ndo muito elevadas. Areas de necrose, fibrose
e hemorragias sao observadas em casos cronicos (OLOJO et al., 2005; PATNAIK et
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al., 2011). A necrose muscular observada em um dos animais do grupo Pb1l corrobora
com o observado por (PATNAIK et al., 2011).
Tabela 5. Alterac6es histopatoldgicas de 56 carpas-capim (Ctenopharyngodon idella)

submetidas a intoxicacdo aguda por cobre (n=24) e chumbo (n=24) em diferentes
concentracdes e grupo controle (n=8).

Grupos Orgéos e suas respectivas lesdes N.a de.
animais
Hepatopancreas
Saale Degeneracao hepatocelular (4/8)
Periportal difusa moderada (3/4)
Difusa discreta (1/4)
Hepatopancreas
Degeneracao hepatocelular (7/8)
Portal difusa moderada (5/7)
Difusa discreta 2/7)
Rins
Cobre Hemorragia (4/8)
2mg/L Intersticial e subcapsular multifocal (2/4)
moderada (1/4)
Intersticial multifocal discreta (1/4)
Subcapsular focalmente extensa (1/8)
acentuada
Congestao difusa discreta
Hepatopancreas
Degeneracao hepatocelular (6/8)
Cobre Difusa moderada (4/6)
3mg/L Difusa acentuada (2/6)
Rins
Hemorragia intersticial multifocal discreta (3/8)
Hepatopancreas
Cobre Degeneracédo hepatocelular (6/8)
4mg/L Difusa moderada (5/6)

Difusa discreta (1/6)
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Rins
Hemorragia (6/8)
Intersticial multifocal moderada (4/6)
Subcapsular multifocal moderada (3/6)
Baco
Aumento de melanomacrofagos difuso discreto (1/8)
Encéfalo
Edema difuso discreto (2/8)
Hepatopancreas
Degeneracao hepatocelular (6/8)
Difusa moderada (4/6)
Chumbo Difusa acentuada (2/6)
2mg/L Rins
Hemorragia (5/8)
Intersticial multifocal acentuada (1/5)
Intersticial multifocal moderada (4/5)
Subcapsular multifocal moderada (2/5)
Musculo Esquelético
Necrose flocular multifocal moderada (1/8)
Encéfalo
Edema difuso discreto (1/8)
Hepatopancreas
Degeneracao hepatocelular (6/8)
Difusa moderada (3/6)
Difusa acentuada (2/6)
Chumbo Difusa discreta (1/6)
3mg/L  Rins
Hemorragia (4/8)
Intersticial multifocal (4/4)
Discreta (2/4)
Moderada (1/4)
Acentuada (1/4)
Subcapsular multifocal acentuada (1/4)
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Congestao difusa moderada (1/8)
Encéfalo
Edema difuso moderado (1/8)
Hepatopancreas
Degeneracao hepatocelular (6/8)
Chumbo Hemorragia multifocal discreta (1/8)
4mg/L  Rins
Hemorragia intersticial multifocal moderada (3/8)
Baco
Aumento no numero de melanomacréfagos (1/8)

difuso moderado

Fonte: a prépria autora.

Figura 8. Fotomicrografia das principais lesdes histopatolégicas em carpa-capim
(Ctenopharyngodon idella) submetidas a intoxicagdo aguda por cobre e chumbo. A)
Hepatopéancreas: degeneracdo hepatocelular difusa acentuada (Pb2, HE, 40x). B)
Rim: hemorragia subcapsular focalmente extensa moderada (*) (Pb3, HE, 10x). C)
Baco: aumento no numero de melanomacréfagos difuso moderado (Pb4, HE, 20x) D)
Figado: marcacéo positiva para cobre discreta (+) no interior de hepatocitos (setas).
(Cu4, Rodanlna 20x)
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Fonte: a prépria autora.

As hemorragias renais observadas em todos os grupos intoxicados contrapbem
ao visto na literatura, uma vez que as lesGes mais recorrentes sao principalmente:
degeneracéo tubular, atrofia dos tubulos, agregados inflamatorios e por vezes necrose
(KAUR et al., 2018).

Os o6rgaos com lesdes histopatoldgicas mais representativas foram branquias,
figado e rins. De forma geral, as alteracdes histopatolégicas em todos os 6rgaos foram
proporcionais a concentracdo dos metais. Gerando um padrao de lesdo mais intenso

nas concentragcdes maiores de cobre o chumbo, em branquias, figado e rins.

Ainda, através desse trabalho, foi possivel realizar um método de eutanasia em
peixes que ndo é usualmente aplicado, porém, que apresentou 6timos resultados
quanto ao bem-estar animal no momento da eutanasia e aplicabilidade da técnica em

pesquisas académicas.

4. CONCLUSAO

As intoxicacdes agudas por cobre e chumbo nas concentracdes de 2, 3 e 4mg/L
em carpas-capim alteram o metabolismo oxidativo, principalmente na dosagem de
GST em branquias. A intoxicacdo por chumbo estd associada a redu¢do no nimero
de eritrécitos, e ainda, as lesées histopatolégicas em branquias, figado e rins sédo as
mais recorrentes, sendo degeneracdo hepatica, branquite mista e hemorragia renal

as mais frequentes.
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