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“Era um caminho que de tao velho, minha
filha,

ja nem mais sabia aonde ia...

Era um caminho

velhinho,

perdido...

N&o havia tracos

de passos no dia

em que por acaso o descobri:
pedras e urzes iam cobrindo tudo.
O caminho agonizava, morria
sozinho...

Eu vi...

Porque sao os passos que fazem os
caminhos!”

Caminho - Mario Quintana
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suplementacdo com a vitamina C (10WitC(DCV) dilatacdo dos canai
vasculares; (A) aneurisma; (ND) necrose e degeneraglidares; (REL) ruptur:
do epitélio lamelar; (DLP) deformacdo da lamela prim&fialoracao: Azul de
toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 UM......coceeeeenenneeerennnn.

Figura 3D: Organizacdo estrutural das branquiasAdgyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgl de Cr (VI) na &gua, apés 15 dias de tratamento

suplementacio com a vitamina C (10VkC(VD) vacuolizagdo degenerativa
(HEF) hipertrofias e hiperplasias do epitélio filamentaiM] hipertrofia e
hiperplasia das células mucosas; (REL) ruptura do epitétieelar; (REIS)
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reducéo do espaco interlamelar secundario. Colorac@dazoluidina e Boratc

de SO0 1 %. Barra: 20 JLM.....cceoiiuuiieiieeeeimmmmmemee e e siieee e e s anieeeee e

Figura 3E: Organizacdo estrutural das branquiasAdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgl de Cr (VI) na agua, ap6és 15 dias de tratamento
suplementacdo com a vitamina C (20WitGDLP) deformacdo das lamel:
primarias; (REL) ruptura do epitélio lamelar; (FD) fusdaesorganizacédo d

lamela secundéria. Coloracéo: Azul de toluidina e ®ada sédio 1 %. Barra: 2

Figura 3F: Organizagéo estrutural das branquiasAdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgl de Cr (VI) na &gua, apés 15 dias de tratamento
suplementacdo com a vitamina C (20VC(FD) fusdo e desorganizacéo
lamela secundaria; (ND) necrose e degeneracgfes csjulBie?) deformacéo di
lamela primaria. Colorag&o: Azul de toluidina e Boratcsdeio 1 %. Barra: 2(

Figura 3G: Valor médio do indice de Alteracdes Histologicas (IAHRAs
branquias déstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes d

(V) associado ou ndo a racdo suplementada com vitamina @nteul5

Figura 4A: Organizacédo estrutural das branquiasAdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 1mgl de Cr (VI) na &agua, apés 45 dias de tratamento
suplementacdo com a vitamina C (1VjtGHM) hipertrofia e hiperplasia da
células mucosas; (REL) ruptura do epitélio lamelar; RHHipertrofia e
hiperplasia do epitélio filamentar; (DLP) deformacdo deela primaria.

Coloracdo: Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20.um............

Figura 4B: Organizacdo estrutural das branquiasAdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 1mgt de Cr (VI) na &gua, apés 45 dias de tratamento
suplementagcdo com a vitamina C (1V}C (AEl) aumento do espag
interlamelar secundario; (REL) ruptura do epitélio lame(HM) hipertrofia e
hiperplasia das células mucosas; (HTC) hipertrofia e hg&gdas células d
cloro; (DLP) deformacédo da lamela primaria). Coloragdmul de toluidina e

Borato de sOdio 1 %. Barra: 20 M. ...........uesmmmmneeeeveeeeerenennsnnnnnnaaneseeeaeeaeas
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Figura 4C: Organizagéo estrutural das branquiasAdgyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgl de Cr (VI) na agua, ap6s 45 dias de tratamento
suplementacdo com a vitamina C (10WitC(DCV) dilatagdo dos canai
vasculares; (VC) vacuolizacdo degenerativa; (FD) fusatessrganizacado d
lamela secundaria; (REL) ruptura do epitélio lamelar; (DHBjormacédo de¢
lamela priméria; (REIS) reducdo do espaco interlamelemrgiario. Coloracéac
Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 PhMe...eeeeeeeeeeeriniiiiieeeeenes

Figura 4D: Organizacédo estrutural das branquiasAdgyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgl de Cr (VI) na &gua, apds 45 dias de tratamento
suplementagdo com a vitamina C (10VXC(DCV) dilatagdo dos cana
vasculares; (FD) fusdo e desorganizacao da lamela seeqitBi&F) hipertrofias
e hiperplasias do epitélio filamentar; (HC) hipertrofiaigerplasia das células ¢
cloro. Coloracdo: Azul de toluidina e Borato de sodio 1 Barra: 20

Figura 4E: Organizacdo estrutural das branquiasAdgyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgl de Cr (VI) na agua, apés 45 dias de tratamento
suplementacdo com a vitamina C (20VjtQFD) fusdo e desorganizacao
lamela secundaria; (HM) hipertrofia e hiperplasia daslz€lmucosas; (DCV
dilatacdo dos canais venosos; (HEF) hipertrofia e hipsg do epitélio
filamentar; (HC) hipertrofia e hiperplasia das célulasldeo¢(REIS) reducéo dc
espaco interlamelar secundario. Coloracdo: Azul dédinlie Borato de sodio
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Figura 4F: Organizacdo estrutural das branquiasAdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgl de Cr (VI) na &gua, apés 45 dias de tratamento
suplementacdo com a vitamina C (20VC(FD) fusdo e desorganizacio
lamela secundaria; (HM) hipertrofia e hiperplasia das ®lolacosas; (DLP
deformacdo da lamela priméria; (HEF) hipertrofia e hipsiglalo epitélio
filamentar; (AEl) aumento do espaco interlamelarusdério; (A) aneurisma;

Coloracédo: Azul de toluidina e Borato de sédio 1 %. BarraurQ..................

Figura 4G: Valor médio do indice de Alteracdes Histologicas (IAHRAs
branquias dé\styanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes d

(VI) associado ou ndo a racdo suplementada com vitamina @nteud5
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Figura 5: Organizacdo histologica do tecido hepético Astyanax aff.
bimaculatus do Grupo Controle. Hepatécito (HP), capilar sinusoide ((
infiltrado leucocitério (IL), veia central (VC). Colagy@o: Hematoxilina de Maye

€ EOSINa. Barra: 20 M. ..ot e e e 106

Figura 6A: Organizacdo histologica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 1mglt Cr (VI) na &gua, apdés 15 dias de tratamento
suplementacdo da vitamina C (1VC(VH) vacuolizacdo hepatocelular; (NI
necrose e degeneracdes de hepatdcitos. Coloracdo: Hdimatde Mayer e
EOSINA. BArra: 20 UM ....ooiiiiiiiiiiioi oo seeeeee et e e e 108

Figura 6B: Organizagdo histologica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 1mgl Cr (VI) na &gua, ap6és 15 dias de tratamento
suplementacdo da vitamina C (1VIC (DEP) desarranjo da estrutura
parénquima; (VH) vacuolizagdo hepatocelular. Coloragdo: tbediina de
Mayer e Eosina. Barra: 20 [M.....cooooeeiiiiieieeeeeee e s 108

Figura 6C: Organizacao histolégica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgk Cr (VI) na &agua, apés 15 dias de tratamento

suplementacdo da vitamina C (10VEC(ND) necrose e degeneracdes
hepatocitos; (HH) hipertrofia e hiperplasia de hepatéci{@SD) congestac
sanguinea e dilatacao de sinusoide; (DEP) desarranjo daiestiotparénquima

Coloracdo: Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 WM....c......ccovvvvvennnens 110

Figura 6D: Organizacao histoldégica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgl Cr (VI) na &gua, apés 15 dias de tratamento
suplementacdo da vitamina C (10ViC (ND) necrose e degeneragdes
hepatocitos(VH) vacuolizacdo hepatocelular; (NP) nucleo picnétiColoracéo:

Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 M.........cccovvviviviiiiieiiiviicceeeennn 110

Figura 6E: Organizacdo histologica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgl Cr (VI) na &agua, apés 15 dias de tratamento
suplementacdo da vitamina C (20VEC(ND) necrose e degeneracfes
hepatocitos; (CSD) congestdo sanguinea e dilatacdo de idaug®EP)

desarranjo da estrutura do parénquima. Coloracdo: Hematodéinslayer e
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EO0SINA. BArra: 20 M. ....ooiiiiiiiiiiiii i smmmeee ettt e e e eennnes

Figura 6F. Organizacdo histologica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgt Cr (VI) na &gua, apés 15 dias de tratamento
suplementacdo da vitamina C (20ViC (ND) necrose e degeneracdes
hepatécitos(VH) vacuolizacao hepatocelular; (NP) nucleo picnoéticoloracao:

Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 IM.........ceeeveiieieerininiininiiiieieeee. 112

Figura 6G: Valor médio do indice de Alteracbes Histologicas (IAt) figado
de Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de Cr
associado ou ndo a racao suplementada com vitamina CtedLbadias........... 113

Figura 7A: Organizacdo histologica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 1mglt Cr (VI) na agua, apés 45 dias de tratamento
suplementacdo da vitamina C (1VitC(ND) necrose e degeneracoes
hepatocitos; (CSD) congestdo sanguinea e dilatacdo de ideugDEP)
desarranjo da estrutura do parénquima; (IL) infiltrados Etaos. Coloracao

Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 M........ccooeveeieieiiieecccccecee e 114

Figura 7B: Organizacdo histologica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 1mglt Cr (VI) na A&gua, apés 45 dias de tratamento

suplementacdo da vitamina C (1VQ)C (ND) necrose e degeneracbes
hepatocitos (VH) vacuolizacdo hepatocelular; (IL) infiltrados leucadibs.

Coloracdo: Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 plM........................ 115

Figura 7C: Organizacao histolégica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgk Cr (VI) na &agua, apés 45 dias de tratamento
suplementacao da vitamina C (L0VkGVH) vacuolizacao hepatocelular; (DE
desarranjo da estrutura do parénquima; (NP) ndcleo picnéGodoracao:

Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 M........ccccoeeeeeiiiiieieiiiiicceen, 117

Figura 7D: Organizacao histolégica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgl Cr (VI) na &gua, apds 45 dias de tratamento
suplementacdo da vitamina C (10Vi)C (ND) necrose e degeneragdes
hepatocitos(NP) nacleo picnético; (DEP) desarranjo da estrutura donqanda.

Coloracéo: Hematoxilina de Mayer € EOSINa........cccccceciiieieeeeceeeceieeeeeee, 117
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Figura 7E: Organizacdo histologica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgl Cr (VI) na &gua, ap6és 45 dias de tratamento

suplementacdo da vitamina C (20VEC(ND) necrose e degeneragcdes
hepatécitos; (DEP) desarranjo da estrutura do parénquirh; facuolizacao
hepatocelular; (IL) infiltrado leucocitaridColoracdo: Hematoxilina de Mayer

E0SINA. BArra: 20 M. ...oooiiiiiiiiiiiii i seeeeee et e e e e e

Figura 7F. Organizacdo histologica do figado detyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgl Cr (VI) na agua, apdés 45 dias de tratamento
suplementagdo da vitamina C (20VijC (IL) infiltrado leucocitario; (ND)
necrose e degeneracdes de hepatddqitts) vacuolizacdo hepatocelular; (DE!
desarranjo da estrutura do parénquima. Coloracdo: Hematoddinslayer e
EOSINA. BArra: 20 UM ....ooiiiiiiiiiiioi o eeeeeee et e e e e e

Figura 7G: Valor médio do indice de Alteracbes Histologicas (IAtd) figado
de Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracbes de Cr
associado ou ndo a racao suplementada com vitamina Cteddigadiias..........

Figura 8: Organizacdo histolégica do tecido testicular Astyanax aff.
bimaculatus do Grupo Controle. Cistos (C), lumen testicular conte
espermatozoides e fluido testicular (SPTZ), intertubllg, (c€lula de Sertoli
(CS), espermatogobnias (ES). Coloracdo: Azul de toluieliBarato de sodio 1 %

BArra: 20 UM ..ot e aena

Figura 9A: Organizacédo histoldgica dos testiculosAdtyanaxaff. bimaculatus
expostos a 1mglt Cr (VI) na 4gua, apés 15 dias de tratamento

suplementacao da vitamina C (1VitGAN) agrupamento nuclear; (DI) dilataci
intertubular; (ND) necroses e degeneracfes; (V) vacudoracao: Azul de

toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 [M......cecceeeeeriiiiiiniiieeeeeeeeeeeeeee,

Figura 9B: Organizacao histologica dos testiculosAdgyanaxaff. bimaculatus
expostos a 1mglt Cr (VI) na &gua, apés 15 dias de tratamento

suplementacéo da vitamina C (1VC(AN) agrupamento nuclear; (V) vactolc
(ND) necroses e degeneracdes. Coloracdo: Azul de toledBwrato de sodio .
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Figura 9C: Organizacédo histologica dos testiculosAdtyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgl Cr (VI) na &gua, apés 15 dias de tratamento

suplementacdo da vitamina C (10VEC(DI) dilatacdo intertubular; (ND
necroses e degeneracdes; (V) vacuolos. Coloragéo: Azuludtrta e Borato de
SOAIO 1 %0. BArra: 20 [LM......eeeieieis it e mmn e e et ee e e st eeae e s e nbeeaeenees

Figura 9D: Organizacgédo histoldgica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgi Cr (VI) na &gua, apés 15 dias de tratamento
suplementacdo da vitamina C (10V)C (AN) agrupamento nuclear; (NC
necroses e degeneracdes; (DI) dilatacdo intertubuN®) (icleo picnético

Coloracao: Azul de toluidina e Borato de sddio 1 %. Barraurf0................

Figura 9E: Organizacao histologica dos testiculosAdtyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgl Cr (VI) na agua, apés 15 dias de tratamento

suplementacdo da vitamina C (20VEKC (RC) ruptura de cistos; (AN
agrupamento nuclear; (DI) dilatagdo intertubular. Coima@\zul de toluidina €
Borato de SOdio 1 %. Barra: 20 M.........ooou e st vieaeaeaeee e ee e s

Figura 9F. Organizacado histoldgica dos testiculosAdgyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgl Cr (VI) na &gua, apdés 15 dias de tratamento
suplementacéo da vitamina C (20ViQ(AN) agrupamento nuclear; (NP) ntcle
picnético; (V) vacuolos. Coloragcédo: Azul de toluidindBerato de sédio 1 %

BArra: 20 UM et nn—

Figura 9G: Valor médio do indice de Alteracdes Histologicas (IAHD)S
testiculos dé\styanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes di

(V) associado ou ndo a racdo suplementada com vitamina @nteluf5

Figura 10A: Organizacéao histologica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 1mglt Cr (VI) na 4gua, apés 45 dias de tratamento

suplementacdo da vitamina C (1ViC (RC) ruptura de cistos; (AN
agrupamento nuclear; (DI) dilatacao intertubular. CoBwaé\zul de toluidina €

Borato de sOdio 1 %. Barra: 20 JUM..............es o eeeeeeeerereeeeeaeannnsnnnnnn s

Figura 10B: Organizacao histologica dos testiculosAdéyanaxaff. bimaculatus

expostos a 1mglt Cr (VI) na &gua, apés 45 dias de tratamento
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suplementacdo da vitamina C (1VI)C(AN) agrupamento nuclear; (NP) ntcle
picnético; (V) vacuolos. Coloracdo: Azul de toluidindBerato de sodio 1 %
Barra: 20 LML ..o et

Figura 10C: Organizagéo histologica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgil Cr (VI) na A&gua, apés 45 dias de tratamento

suplementacdo da vitamina C (10ViC(ND) necrose e degeneragdes; (A
agrupamento nuclear; (V) vacuolos. Coloracéo: Azul de tiolie Borato de

SOAIO 1 %. BArra: 20 [LIM......eeeeiie e iiiieee s mme e e e teeee e e e e snneaeee e e e s snneeeeneeneeens

Figura 10D: Organizagéo histologica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 10mgl Cr (VI) na A&gua, apds 45 dias de tratamento
suplementacdo da vitamina C (10ViC (DI) dilatagdo intertubular; (ND
necroses e degeneracdes. Coloracdo: Azul de toluidB@ago de sodio 1 %
Barra: 20 LML ..o e nenee e e aeee e

Figura 10E: Organizagao histologica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgk Cr (VI) na &agua, apés 45 dias de tratamento

suplementacdo da vitamina C (20VEKC (RC) ruptura de cistos; (AN
agrupamento nuclear; (DI) dilatacao intertubular. CoBwa@zul de toluidina €
Borato de sOdio 1 %. Barra: RON..........ccoeeeeeieiiiieieieieieieieie s

Figura 10F: Organizacao histolégica dos testiculosfdeyanaxaff. bimaculatus
expostos a 20mgl Cr (VI) na &gua, apds 45 dias de tratamento
suplementacéo da vitamina C (20VQ(AN) agrupamento nuclear; (NP) ntcle
picnético; (V) vacuolos. Coloracédo: Azul de toluidindBerato de sédio 1 %

BArra: 20 UM .uo e nn—

Figura 10G: Valor médio do indice de Alteracdes Histoldgicas (IA#)s
testiculos dé\styanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes d

(V) associado ou ndo a racdo suplementada com vitamina @nteud5

Figura 11: Atividades das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) no te
branquial deAstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracfes d
(VI) associado ou ndo a dietas suplementadas com vitamihaa@te 15 e 4!
dias. (A) Atividade da enzima SOD no tecido branquialAdeaff. bimaculatus

expostos a diferentes concentracbes de Cr (VI) askop@ma ndo a dieta
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suplementadas com vitamina C durante 15 e 45 (BgsAtividade da enzime
CAT no tecido branquial deA. aff. bimaculatus expostos a diferente
concentragoes de Cr (VI) associado ou nao a dietasmseiiadas com vitamin
C durante 15 € 45 di@S......uuuuuuuuiiiiieie e e enanee

Figura 12: Atividades da enzimas antioxidante G&proteinas carboniladas r
tecido branquial de Astyanax aff. bimaculatus expostos a diferente
concentragdes de Cr (VI) associado ou ndo a dietasnseipi@das com vitamin
C durante 15 e 45 diafA) Atividade da enzima GST no tecido branquialAde
aff. bimaculatusexpostos a diferentes concentragdes de Cr (VI) assoeziadéao
a dietas suplementadas com vitamina C durante 15 e 45(Bjadliveis de
proteinas carboniladas no tecido branquialAdeaff. bimaculatusexpostos &
diferentes concentracdes de Cr (VI) associado ou digias suplementadas co
vitamina C durante 15 € 45 di@S.......uuuuuriiiiiieereeeee e e e e s

Figura 13: Atividades das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) e prait
carboniladas no tecido hepatico destyanax aff. bimaculatus expostos &
diferentes concentracdes de Cr (VI) associado ou digias suplementadas co
vitamina C durante 15 e 45 dia@) Atividade da enzima SOD no tecic
hepatico deA. aff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de Cr
associado ou nado a dietas suplementadas com vitamina @edtae 45 dias
(B) Atividade da enzima CAT tecido hepéatico Aleaff. bimaculatusexpostos &
diferentes concentracfes de Cr (VI) associado ou digtas suplementadas co

vitamina C durante 15 € 45 iaS. ....cen e

Figura 14: Atividade da enzima antioxidante G®Iproteinas carboniladas r
tecido hepatico dAstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentrac
de Cr (VI) associado ou ndo a dietas suplementadas caninat& durante 15 «
45 dias.(A) Atividade da enzima GST tecido hepatico Aleaff. bimaculatus
expostos a diferentes concentracbes de Cr (VI) askoaa ndo a dieta
suplementadas com vitamina C durante 15 e 45 (fjsNiveis de proteina
carboniladas no tecido hepético e aff. bimaculatusexpostos a diferente
concentracbes de Cr (VI) associado ou ndo a dietassemtiadas com vitamin
C durante 15 € 45 dIi@S......ccceeiiiiiiiiiiiittcemememe e e e e e e e e e eeeeean e
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Figura 15: Atividades das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) no te
muscular déAstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes di
(V1) associado ou ndo a dietas suplementadas com vitamthaadte 15 e 4¢
dias. (A) Atividade da enzima SOD no tecido muscularAdeaff. bimaculatus
expostos a diferentes concentracbes de Cr (VI) askoma ndo a dieta
suplementadas com vitamina C durante 15 e 45 (BgsAtividade da enzime
CAT tecido muscular dé. aff. bimaculatusexpostos a diferentes concentrag
de Cr (VI) associado ou ndo a dietas suplementadas camnat& durante 18
o 1 = T

Figura 16: Atividade da enzima antioxidante GST e proteinas carboniladz
tecido muscular dastyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentrac
de Cr (VI) associado ou ndo a dietas suplementadas caminat& durante 15 «
45 dias.(A Atividade da enzima GST tecido muscular Aleaff. bimaculatus
expostos a diferentes concentracbes de Cr (VI) askopma ndo a dieta
suplementadas com vitamina C durante 15 e 45 (#jsNiveis de proteina
carboniladas no tecido muscular de aff. bimaculatusexpostos a diferente
concentracdes de Cr (VI) associado ou nao a dietasnseipleadas com vitamin
C durante 15 € 45 di@S.......cceeiiiiiiiiiiiiticemememr et e e

Figura 17: Percentual de remocéo de ions de Cr (VI) pelo pé da dascaco,
Co =1 mg.L'; 10 mg.L* e 20 mg.L}, @ =175 rpm, C piomasse= 5 G L eveveveeeenee.
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RESUMO

CONDESSA, Suellen Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigoa& de 2014
Estresse oxidativo causado pelo cromo hexavalente e acdo da vitamina C em
Astyanax aff. bimaculatus (Teleostei: Characidae) machos adultos e potencial
biossortivo da casca de coco verdé€gcos nucifera L.). Orientador: Juliana Silva
Rocha.

Os metais pesados tém despertado grande interesse alnlpentando serem
biodegradaveis e pelo fato de, na maioria das vezes, @ ageético tornar-se o
destino final para esses poluentes metélicos. Uma & ambienteeles podem se
acumular na biota aquatica em niveis significativamenteédss, e porque muitas
espécies aquaticas sao utilizadas para consumo humanppeéés tornar-se uma
via de contaminacédo indireta para o ser humano. AlégsodEor serem potenciais
bioacumuladores de metais, espécies aquaticas podem dervioindicadores do
grau de contaminagdo ambiental. Diante deste contextesente estudo avaliou os
efeitos da exposicdo ao cromo hexavalente [Cr (®&fh)]diferentes compartimentos
organicos de lambaris adultos, através de parametropdisikiagicos, enzimaticos e
morfométricos, também o poder protetor da vitamina C em asigxpostos ao
metal, e o potencial do p6 da casca de coco verde no wabessossorcédo do Cr.
Para tal, foram utilizados 140 machosAdtyanaxaff. bimaculatusem idade adulta,
com meédia de peso corporal e comprimento total de 4,49+0,68,@0€0,47 cm,
respectivamente, procedentda Estacdo de Piscicultura da UFV, localizada na
cidade de Vicos®dG. Os animais foram mantidos em sete aquarios de vidro, com
agua livre de cloro, mantendo-se Zieixes por aquario, durante 15 dias
(Experimento 1) e 45 (Experimento 2) dias. O tratamentoistangm adicionar
diferentes concentracdes (1,0, 10 e 20 fp.de Cr (V1) na agua. Sendo que
sessenta peixes receberam Cr (VI) mais uma racéo supétaecom vitamina C
(Vit C*: 30 mgKg™) e outros sessenta peixes foram expostos as concestragd
metal mas receberam racdo comercial sem adicaoatuainé (Vit C). Vinte peixes
foram utilizados como Grupo Contrplportanto ndo foram expostos ao metal e
também ndo receberam racdo suplementada de vitamina G. dgp@eriodos
experimentais, 10 animais de cada grupo foram pesados, menseadasasiados
Fragmentos das branquias, figado, testiculos, vértdahtastino, cabeca e musculo

foram coletados e utilizados para avaliacdo da concénotrdg metal através de
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espectrofotomei de absorcdo atbmica. Fragmentos de branquias, figadiceltess
foram fixados, incluidos em resina, cortados, devidamemiados e utilizados nas
andlises histopatolégicas semiquantitativas das patolog@mteadas, através do
célculo do Valor Médio da Alteracdo (VMA) e do indice detefdcdo
Histopatologica (IAH), e também morfométricas quantitetj com auxilio do
programa para andlise de imagem Image-Pro Plus. Pamsabkses enzimaticas de
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationaar8erase (GST)e
proteinas carboniladas, foram utilizadas amostras dos $elbidoquial, hepético e
muscular. O potencial do p6 da casca de coco verde ncspoode biossor¢cdo do Cr
foi testado utilizandse solugbes com as diferentes concentracbes do metal
supracitadas. Houve mortalidade dos peixes nos grupos 2@\2@/itC a partir do
22° dia de tratamento. Foi constatado o acimulo de Godas os tecidos avaliados
dos grupos VitCe VitC', dos experimentos 1 e 2. Foram quantificadas diversas
patologias presentes em diferentes graus de severidadbrarapiias, figado e
testiculos dos animais expostos ao metal. Os calculos dos réivBdaram que o0s
tecidos branquial, hepatico e testicular dos animaisgd@sos VitC e VitC' nos
experimentos 1 e 2 apresentaram danos discretos, mosierddosos e severos. Os
valores médios do IAH dos grupos Vit@ VitC" dos experimentos 1 e 2 indicaram
gue o tecido branquial apresentou alteracbes levescido tbepatico, alteracdes
leves; e o tecido testicular possuia alteractes lkevesderadas. Foram observadas
alteracdes na morfometria das branquias, figado eculesti Foi constatado,
também, que a exposicao a diferentes dosagens de Cr (Ml pfierar a formacao de
radicais livres nos peixes. Em relacéo a possivel pigdietora da vitamina C, ela foi
observada em diferentes graus nos diferentes teciddardbaris, sendo observada
uma interacdo desta vitamina com as enzimas antioxidg@d3, CAT e GST), na
tentativa de reduzir ou neutralizar o estresse oxidatazido pelo Cr (VI). Quanto
a biossorcédo, a casca de coco demonstrou ser um prommaterial biossorvente.
Pode-se concluir qua exposicdo ao Cr (VI), além de levar a bioacurcddeem
diferentes 0Orgdos dos animais estudados, ocauslteracdes patologicas e
morfométricas nas branquias, figado e testiculos, diéralteracdes enzimaticas e
induziu estresse oxidativo nos tecidos branquial, hepéticmscular de individuos

de Astyanaxaff. bimaculatus
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ABSTRACT

CONDESSA, Suellen Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigdsy, 2014
Oxidative stress caused by hexavalent chromium and action of vitamin C in
Astyanax aff. bimaculatus (Teleostei: Characidae) adult males and biossortivo
potential of coconut husk Cocos nucifera L.).Adviser: Juliana Silva Rocha.

Heavy metals have attracted great environmental interesgube they are not
biodegradable and because, in most cases, the aquatic envitdmeceming the
final destination for these metal pollutants. Once thisvironment, they can
accumulate in the aquatic biota at significantly higheelle and because many
aguatic species are used for human consumption, theyecamb a means of cross-
contamination to humans. In addition, metals are piademibaccumulators, aquatic
species can serve as bioindicators in the degree of amamtal contamination.
Given this context, the present study evaluated theteftdexposure to hexavalent
chromium [Cr (VI)] in different compartments organic #dminnows through
histopathological, enzymatic and morphometric parametaisy the protective
action of vitamin C in animals exposed to metal and the potenfiadust from
coconut husk in the Cr biosorption process. To this end, Adyanax aff.
bimaculatusmales were used in adult age, mean body weight and tagéhleh4.49

+ 0.63 g and 6.00 £ 0.47 cm, respectively, coming from the UFV Fidtur€u
Station, located in Vicosa - MG . The animals were kepiass aquaria seven with
chlorine free water, remaining 20 fish per tank for 15 d&périment 1) and 45
days (Experiment 2). The treatment consisted of addingusaconcentrations (1.0,
10 and 20 mg.t) Cr (VI) in water. Since sixty fish received Cr (VI) plus
commercial diet supplemented with vitamin C (Vit: 30 mg.Kg %) and another
sixty fish were exposed to concentrations of metal hegeived commercial diet
without added vitamin (Vit §. Twenty fish were used as control group, so they were
not exposed to the metal and also did not receive distgoylementation of vitamin
C. After the experimental period, 10 animals from each graepe weighed
measured and euthanized. Fragments of gills, liver, tastggpbrae, intestines, head
and muscle were collected and used to evaluate the catamtof the metal by
atomic absorption spectrophotometry. Fragments of ¢jilks; and testes were fixed

embedded in resin, section, properly stained and used igusetitative histological
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analyzes of the pathologies found by calculating ther#@ge Value of Change
(AVC) and Histopathological Change Index (HCI) and quatnigamorphometric
also, with the aid of image analysis software image -His. For enzyme analysis
of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAjlijtathione S- transferase (GST
and protein carbonylsamples of the gill, liver and muscle tissues were used. The
potential of the powder of coconut husk in the biosorptiongg®of chromium was
tested using solutions with different concentrationsvabwntionedof the metal.
Fish mortality was observed in groups 20Vitend 20VitC from day 22 of
treatment. The accumulation of Cr in all tissues evathaf VitC ard VITC" groups
of experiments 1 and 2. Was found several pathologies gquemntified in different
degrees of severity in the gills, liver and testes of alsiraaposed to the metal
Calculations of AVC revealed that the gill, liver and iesissues of animals groups
VitC™ ard VITC" in experiments 1 and 2 showed mild, moderate, intandesevere
damageThe mean values of HCI of groups Vit@&d VITC" of experiments 1 and 2
indicated that the gill tissue showed slight changes; tigsue, slight modifications
and testicular tissue had slight to moderate changesphdoretric changes in the
gills, liver and testes were observed. It was also ndietl éxposure to different
doses of Cr (VI) can change the free radical formatidish. Regarding the possible
protective action of vitamin C, it was observed to varying degyie different tissues
of minnows, an interaction of this vitamin with antioxidanzymes (SOD, CAT and
GST) was observed in an attempt to reduce or neutralizexitiative stress induced
for Cr (VI). As for biosorption, coconut shells provedbi® a promising biosorbent
material. It can be concluded that exposure to Cr (VI) @ad to bioaccumulation in
different organs of the animals studied, caused pathologiodl morphometric
changes in the gills, liver and testes, and enzymaticgelsainduced oxidative stress

in gill, liver and muscle tissues of individualsAdtyanaxaff. bimaculatus
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1. INTRODUCAO

1.1. Metais pesados e a poluicdo ambiental

Os metais pesados sdo definidos como elementos quimicos ggerapm
densidade maior que 5cgi® (Lars, 2003). Os metais pesados tém despertado grande
interesse ambiental, principalmente pelo fato de naesaptarem carater de
biodegradabilidade. Isto faz com que permanecam em ciclos bidgecogiglobais,
sendo o da 4gua natural o seu principal meio de conducéo, expdmmta aquatica
e levando a bioacumulagdo na mesma em niveis muitas sepgficativamente
elevados. Desse modo, espécies aquaticas, algumas delasexte utilizadas para
consumo humano, sao potenciais bioacumuladores de n{Sidia e Pedrozo,
2001) Nas ultimas décadas vem crescendo a utilizacdo de organegu@ticos
como bioindicadores e biomarcadores na avaliacdo da tadécida compostos

guimicos de origem antropica em areas impactadas (Olivdiear® et al., 2005).

1.2. Aspectos gerais e toxicologia do cromo

O cromo é um elemento quimico de simbolo Cr, nUmeroieddg®, com
massa atbmica 52, pertence ao grupo seis ou 6B da classifiperiodica dos
elementos quimicos, sendo o sétimo metal pesado maidaatia na Terra como um
todo (Silva e Pedrozo, 2001). E encontrado naturalmente oehms, animais,
plantas, solo, poeiras e névoas vulcanicas (WHO, 1988DRT3000). Esse metal
faz parte da composicdo de diversos oOxidos, sulfatos,atosmdicromatos, sais
basicos, e recobre pecas metalicas e plasticas. @ianinémita € o mais abundante
composto de Cr encontrado na natureza, de formula FER.0u Fe (CrQ),,
contendo de 40 a 50% de Cr (HSDB, 2000).

Esse elemento quimico é encontrado principalmente em d@idossde
oxidacdo: o hexavalente [Cr (VI)] e o trivalente [C)[l O Cr (VI) é altamente
toxico (Palmer e Puls, 1994; ATSDR, 2012), mutagénico (Bianthal.e1984),
teratogénico (Abbasi e Soni, 1984), cancerigeno (Sedman @0@6; Hara et al.,
2010). Origina-se, principalmente, de atividades antropogé(imdigstrias téxteis,
refinarias de petréleo, curtumegmpresas de galvanizagéo), sendo transferido para
0 ambiente por meio de emissdes pelo ar e/ou pela aguapalimente devido ao
seu armazenamento incorreto e uso improprio (Lushchak, 2019DRT2012). O

Cr (VI) é classificado pela The Comprehensive EnvironmerRaksponse,
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Compensation, and Liability CERCLA (1997) em IBlugar na lista das substancias
perigosas (Silva e Pedrozo, 2001). Em contraste, o Crtéih) um potencial de
toxicidade relativamente baixo e ocorre naturalmente ereisnidiminutos na
natureza. Outro aspecto interessante é que o Cr (lll) sidesado um nutriente
essencial para os humanos (Sedman et al., 2006; ATSDR,, Zfidr2jer papel
importante no metabolismo da glicose, inclusive servindoocoofator para a agao
da insulina (Vincent, 1999).

Pela legislacao brasileira,Resolucéo 397/2008 do CONAMA (Brasil, 2008)
estabelece os limites e padrdes de lancamento de eflimmteclacédo ao Cr (lll) de
1,0 mg.L.* e Cr (VI) de 0,1 mg.t. Enquanto issoa Resolu¢do 357/2005 do
CONAMA (Brasil, 2005) estabelece o limite maximo de 0,05 mgéra o Cr total
em agua propria para criacdo de animais. No entanto, asaageis. EPA (Pawlisz
et al., 1997), ATSDR (Silva e Pedrozo, 2001) e WHO (Velma et 28i09)
determinam como limite aceitavel 0,05 mig.para o Cr (VI) para a agua tanto de
beber como para criacdo de animatambém como sendo um critério geral de
gualidade ambientah Assembleia Legislativa do estado de Séo Paulo aprevo
2006 o projeto de lei N695, onde decreta: “Artigo 1° — Ficam proibidos o fabrico,
comércio, armazenagem e utilizacdo de tintas, pigmeveasizes, corantes e outros
produtos similares, que contenham metais pesados, tais como chumbo e cromo.”
(Diério Oficial do Estado de Séo Paulo, 2006).

E interessante notar que, em baixas concentracdesisrmemo ferro (Fe),
cobre (Cu), cromo trivalente [Cr (lII)], magnésio (Mgnanganés (Mn) e zinco (Zn)
séo considerados elementos essenciais para os organvis®, podendo até causar
doencas em caso de quantidades reduzidas destes metagansnoo. Porém, a
atividade de uma substancia toxica depende sempre de suantagé@E® no
organismo, ja que a maioria dos metais pesados, se ingemdasoncentracfes
elevadas, sdo venenos acumulativos para o organismbdfue et al., 2005). Uma
vez absorvidos, os metais pesados geralmente se liganemasotarreadoras e sédo
entdo transportados através da corrente sanguinea aé€idos, onde podem ser
estocados ou biotransformados (Jobling, 1995). A toxicidaddacetausada por
estes metais se deve a ocorréncia de dois principasnime®s de acdo: formacéo
de complexos com grupos funcionais de enzimas, 0 que afataacdo destas

enzimas & adequado funcionamento do organismo, e a combinacao dos coetais



as membranas celulares,que perturba ou impede completamente o transporte de
substancias essenciais através das mesmas (Goldhaber, 2003).

1.3. Bioindicadores e Biomarcadores

O uso de bioindicadores e biomarcadores na avaliacdo da tdeicaka
compostos quimicos de origem antrOpica em areas impactadasrescendo nas
ultimas décadas (Oliveira Ribeiro et al., 2005). Bioindicag@do definidos como
espécies da fauna e flora capazes de indicar os prinséiais de estresse ambiental
causado por contaminantes em diferentes niveis da organikz{dgica (Adams
2002). Biomarcadores sao indicadores biolégicos que demonstsarafedos
resultantes da exposicdo a um estressor, que podetegratado como evento
adaptativo ndo patogénico ou como seéria alteracdo de urnoefuecional, que
depende da toxicocinética e do mecanismo de acao do esfi@ssaprio, 1997 Os
biomarcadores constituem uma ferramenta eficiente nosloss de avaliacdo de
risco e impacto ambiental, principalmente para monitoraatale do ecossistema
aguatico, pois detectam de forma precoce os efeitosqeaigstdo ocorrendo nos
seres vivos em situacdes de exposicdo a ambientes pdleréos et al., 2008). Os
efeitos dos contaminantes em peixes, por exemplo, podenarséestar em varios
niveis da sua organizacdo biologica, incluindo alteracdes crescimento,
desenvolvimento, reproducdo, patologias em geral, respoatagcbcinéticas,
bioquimicas, fisioldgicas e comportamentais (Rand e &adliral985; Adams, 1990
Condessa, 2009

1.3.1.Astyanavaff. bimaculatuscomo bioindicador

O lambari Astyanaxaff. bimaculatusé um peixe teledsteo pertencefte
familia Characidaga qual engloba a maior parte dos peixes de agua doce db Brasi
As espécies do génessstyanaxsdo consideradas conhocertae Sediglentrodos
Characidae (Lima et al2003), porque diversas de suas populacdes apresentam,
aparentemente, pouca diferenciacdo morfolégica, ecaldgi comportamental,
sugerindo ser estum grupo em especiacdo. Dentro do gémsstyanax os dois
complexos de espécies com maior distribuicdo saarobdris-de-rabo-vermelhe
A. fasciatus- e os lambaris-do-rabo-amareld\. aff. bimaculatugAraujo e Simoni
1997), conhecidos também por tambiul, piabas no Nordesteupingaho Norte do

Brasil. Os dois complexos estéo distribuidos desderteMoNordeste brasileiro até
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a bacia do Prata (Agostinho et al., 1982; Barbieri et al., 18).apreciados na
pesca esportiva e tém importante funcdo como larvofagioeentando-se, por
exemplo, de larvas de pernilongos. Na cadeia alimentasistesnas ecologicos em
gue ocorrem, sao importantes na base tréfica para adesspamivoras (Morais et
al., 2007), sendo assim considerados como elementos impogardes manutencao
do equilibrio ecoldgico. Adicionalmente, esse complexajaal pertence @\. aff.
bimaculatusabriga organismos comumente usados como modelos em sstedo
histopatologia (Akaishi et al., 2004; Condessa, 2009; Floreged e Thomaz, 2011,
Gomes et al., 2012; Santos et al., 2012), citogenética (AlrTaittao et al., 2002;
Hashimoto et al., 2011; Kavalco et al., 2011) e reproducao (vaet al., 2005;
Sato et al., 2006; Veloso-Junior et al., 2007).

O lambari-do-rabo-amarelo € um peixe de pequeno porte, atingerda de
20 cm de comprimento e peso de até 40 g, com o corp® atwso castanho-escuro
e uma mancha umeral negra ovalada de limites bem distifpresenta uma faixa
lateral prateada ou escura, ao logo do flanco, até a mamtim do pedunculo
caudal. As nadadeiras ventrais e a caudal sdo amarelas €t_mha 2003; Paiva et
al., 2006), os machos possuem espiculas, proximo ao pedlraudal, que 0s
diferem sexualmente das fémedduito ativos, apresentam o mesmo ciclo
reprodutivo dos peixes de piracema, realizando curtas rbggagscendentes na
época de cheias, o que lhes proporciona o estimulo aeoepara a reproducao
(Lima et al., 2003; Gurgel, 2004; Paiva et al., 20@ependendo das condi¢cdes
ambientais, podem apresentar desova parcelada ou total (Ikefimgvedo, 1934;
Nomura, 1975; Gennari Filho e Braga, 1996; Garutti, 2003). As estangiara o
tamanho de maturacdo sexual da espécie variam de 7,8 arl@g eomprimento
total (Nomura, 1975; Agostinho et al., 1984; Santos, et al.,1991)da @k primeira
maturacdo gonadal em cativeiro ocorre aos quatro mE&ibs et al., 1996).
Espécimes coletadas no rio Mogiguacu (SP) definiram aiespéaff. bimaculatus
como onivora, com predominancia de consumo de restos gitaige superiores
(Nomura, 1975). Insetos (Silva, 1998) e microcrustaceos agarstise também um
recurso relativamente expressivo na alimentacdo destiess (Gaspar da Luz,
1996).



1.3.2. Biomarcadores histopatol6gicos

Caracteristicas histopatolégicas especificas de cada orgadastorrem de
uma variedade de mudancgas bioquimicas e fisiologicas qua Bvaurgimento de
lesbes nas células, nos tecidos e até drgaos infeiirten e Laurén, 1990; Hinton et
al., 1992). Biomarcadores histopatolégicos sdo utilizados exdaste campo para
avaliar o efeito toxico de poluentes no ambiente aquatipermitem diferenciar
lesGes nos 6rgaos, induzidas por doengas e por outrosfdtoembiente daquelas

provocadas pela exposi¢cao aos poluentes (Schwaiger E3%T).

1.3.2.1. Branquias dos Tele4steos

As branquias dos teledsteos sdo constituidas por quat® laranquiais que
se localizam de cada lado da cavidade bucal (Flores-Lopekomak, 2011;
Thophon et al.,, 2003). A partir de cada arco branquiahéstse uma estrutura
cartilaginosa, a qual possui uma fileira dupla de filao®mranquiais achatados
dorso-ventralmente (Mallatt, 1985; Takashima e Hibiya, 1995; Thophal., 2003;
Figueiredo-Fernandes et al., 200Ekstes filamentos branquiais sdo chamados de
lamelas primarias e séo revestidos por um epitélio téismdo, denominado de
epitélio filamentar, constituido por diversos tipos ddulas, entre 0s quais se
distinguem células pavimentosas e células mucosas (fEdaeternandes et al.,
2007; Flores-Lopes e Thomaz, 2011). As lamelas primarias vétdai-se em
lamelas secundarias, dispostas perpendicularmente asirpemEstas estruturas
possuem rica vascularizacéo, sédo revestidas por eptdlimentoso, sendo local de
ocorréncia de trocas gasosas. O eixo das lamelas sdagndaresenta capilares
sanguineos entremeados por células endoteliais modificaslaglulas de pilar, as
guais apresentam atividade contratil e, na base das lamealzantramos células
claras denominadas células de cloro (Takashima e Hibiya, T%@fhon et al.,
2003).

O contato direto entre as branquias e 0 meio aquati&m, @ presenca de
sitios de ligacBes idnicas, acaba levando a maior interdedte 6rgdo com as
substancias téxicas encontradas na agua (Hollis e Playle, 1®%ifja camada
epitelial querecobre as lamelas secundarias representa o local de tnaia gasosa.
As células de cloro, responsaveis pelas trocas iOnist#® eoncentradas geralmente
na lamela priméria, mas também sdo encontradas &ntleenelas secundarias sob

condi¢cOes de baixas concentracdes idnicas. Além deptyeiar sodio, cloro e calcio,
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estas células podem eventualmente acumular metais séxiootras substancias, o
gue leva a alteracg6es indicativas de resposta morfal@s protecdo do organismo,
pois aumenta a barreira dgua-sangue aos poluentes toxiachspbidveis. Esta
barreira pode fazer com que os peixes morram asfixiadosl@uapespaco entre as
lamelas secundarias, onde ocorrem trocas gasosas, aenata pequeno (Fracacio
et al, 2003).

1.3.2.2. Figado dos Teledsteos

A maioria das espécies de teledsteos possui figaddddivism trés I6bulos
(Bertolucci et al., 2008). Porém, alguns peixes podem apagspatticularidades
guanto ao arranjo e disposicéo dos lébulos, que pode variapéleieepara espécie e
até mesmo entre individuos da mesma espécie (Vicentiai,e2005). O tecido
hepatico possui varios capilares sinusoides ramificadosmadigs da veia porta, 0s
guais transportam o sangue que acabou de passar pelo estGntagone (Fricke et
al., 2012). Colunas de hepatécitos polarizados se disp&eenosrcapilares (Kendall
e Hawkins 1975;Brusle e Anadon, 1996; Bertolucci et al., 2008; Fricke et al., 2012).
Os hepatdcitos apresentam uma face sinusoidal para absougde face biliar para
excrecdo (Vicentini et al., 2005). Aléem disso, células mEaicas podem ser
encontradas dispersas no tecido hepatico dos telet@tmpatopancreas). Essas
células se diferenciam do tecido hepatico por apresentarearranjo acinar e por
estarem separadas do tecido hepatico por uma capsulato@n{iBnuslé e Anadon,
1996).

O figado é um 6rgédo chave para avaliacdo da acdo dos pslugrimicos
sobre o peixe. E o primeiro 6rgdo na biotransformacé® rdetais pesados e,
provavelmentena excrecdo dess metais de modo que suas células ficam expostas
a um nivel elevado de agentes quimicos que podem estar sdaatteno ambiente
guanto em outros 6rgdos e, como consequéncia, muitos reetaisumulam no
figado (Heath, 1987). Devido a sua funcdo e a sua vulnerabilidade aostpsliden
ambiente, o figado tem recebido atencdo especial em estadimeldgicos
relacionados a contaminacdo de diferentes espécies de peixagentes quimicos
organicos e inorganicos (Hinton et al., 1992). Assim, ososfdiepatotoxicos dos
diversos agentes quimicos podem ser utilizados como biosaesado grau de
contaminacdo aquatica (Hinton et al., 1992; Gundersen ,eR@00), pois, ha

presenca de poluentes, o figado pode desenvolver alteragdésyiias que podem
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ser usadas para o monitoramento de niveis de contaminacaicaxa&eus efeitos
(Gundersen et al., 2000; Amorim et al., 2000; Paris-Paléciak, &@000; Schwaiger
2001; Pacheco e Santos, 2002; Thophon et al., 2003; Fanta 2808). Por isso,
alguns parametros hepéticos, como alteracdes histadgideplecdo de glicogénio,
tém sido utilizados em programas de biomonitoramento (Sgawat al 1997,
Johnsen et al., 1998; Pacheco e Santos, 2002; Fanta et al., 2003).

1.3.2.3. Espermatogénese e testiculos dos Teledsteos

Em todos os vertebrados, de peixes a mamiferos, osutestisao
constituidos por dois compartimentos principaisubular, composto pelos tubulos
seminiferos e o intertibulo (ou intersticial). O compartimento entdibular
corresponde ao tecido existente entre os tubulos seros)ife contém vasos
linfaticos, vasos sanguineos, macréfagos, mastocitogcitibs/fibroblastos, e as
células de Leydig (ou intersticiais), as quais estamleilas com a producao de
androgeno (Koulish et al., 2002). O compartimento tubulamgosto por lumere
um epitélio seminifero delineado por uma membrana basallt@npor células
mioides peritubulares. Este epitélio contém dois tipadares: as células de Sertoli
(ou de sustentacdo) e as células germinativas, as quamkc@etram em diferentes
estagios de desenvolvimento (Schulz e Miura, 2002). Os vadieb anamniotas
(peixes e anfibios) apresentam espermatogénese cfsttlard, 1996). Assim, as
unidades funcionais do epitélio espermatogénico em peixes 0Saccistos
espermatogénicos, os quais se formam quando uma célula desBeatizocia a uma
espermatogobnia primaria. Durante o processo espermatog@&m@oria das células
germinativas dentro de um cisto estdo na mesma fasesdevdé/imento (Pudney,
1995).

O desenvolvimento do aparelho reprodutivo € um processmeordurante
a ontogenia do individue esta sujeito ao efeito de estressores ambientaigdas t
as fases do ciclo da vida do anim@&oar e Randall, 1969). A exposicdo a
substancias toxicas em diferentes fases do ciclo de erdacbmo caracteristicas
relacionadas com o aparelho reprodutor: o retardameritse®e de desenvolvimento
e da maturacdo gonadal, a reducdo no numero e viabilidadgadetas;
histopatologias de testiculo e ovario; e a reducdo doermra viabilidade de
descendentes (Rand e Petrocelli, 1985; Adams, 1990).



1.33. Estresse oxidativo como biomarcador

O oxigénio no seu estado molecular)® essencial para muitos processos
metabdlicos vitais (Ahmad, 1995). O cardtémduical do Q admite reacles de
oxidacdo e reducdo possibilitando, assim, a formacdo deaismdivres e espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Barbosa et al., 20POyeducédo tetravalente do
oxigénio, catalisada pela enzima citocromo-oxidasénal da cadeia transportadora
de elétrons da mitocbndrigera moléculas de agua. No entanto, a reducao
monovalente, em consequéncia de processos metabdllu@se® normais, gerasa
EROs (Martinez-Alvarez et al., 2005)s EROs incluem um grande nimero de
moléculas quimicamente reativas oriundas do oxigénio, elesias, o radical
superdxido (@), o perdxido de hidrogénio ¢B,) e o radical hidroxila (OR
(Riley e Behrman, 1991). Em concentragdes fisiologicas, as ERQsfuécoes
biolégicas, porém, quando presentes em quantidades exceggidasn induzir o
estresse oxidativo (Sharma e Agarwal, 1996). Este tipotisss se caracteriza pel
desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantesuagia dos sistemas de
defesa antioxidante, alterando assim a homeostase eeddxzindo a oxidacdo de
lipidios, proteinas e DNA (Barbosa et al., 2010).

A resposta oxidativa depende da intensidade do estimuldtareku em
adaptacao ou lesdo celular. No mecanismo de adaptacé@lukas, para tolerar o
estresse oxidativo, sintetizam moléculas que fardo asaeantioxidante até
restabelecimento do equilibrio. A les@o ocorre comdtegkuda alteracao transitoria
ou permanente da homeostase celular apds estimulos, gslilmicdisiologicos
(Droge, 2002; Limén-Pacheco e Gonsebatt, 2009).

1.3.3.1. Peroxidacéo lipidica

A peroxidacéo lipidica (POL) é uma das mais importaraesas de lesédo e
morte celular decorrente do estresse oxidativo. Etareca partir de reacées em
cadeia, e é geralmente catalisada por metais de trandicé@normalidade das
membranas plasmaticas, como alteracéo da fluidez, gargdarmeabilidade seletiva
e ruptura sdo consequéncias da POL. Os derivados das reagdkgdas na POL
podem se difundir para outros compartimentos celulagredir proteinas e o DNA
e causar a inibicdo de algumas enzimas (Hermes-Lima, 2004).

Segundo Hermes-Lima (2004), a POL possui 3 principais fasesacao:

ocorre pela abstracdo de um atomo de hidrogénio a partir dgwom metileno (-
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CH,-) de uma cadeia de acidos graxos insaturados, formandiabatguila(L’). O
radical L se estabiliza por ressonancia e origina dieno conjug&loadical mais
importante na fase de iniciagdo da peroxidacao lipidicaaglioal hidroxila QH"),
mas os radicais peroxinitrito (N, espécies perferril (F&0,-) e espécies ferril
(Fe"*=0) também estdo envolvidos nas reacdes. Em seguicigémio molecular é
adicionado ao carbono central do radicaélda origem ao radical peroxila (LQ©O
Propagacéo:o radical LOOe reage (através da abstracdo de hidrogénio) com outros
acidos graxos insaturados, resultando em hidroperéxidos dipifli©OH). Metais
de transicdo como o ferro e o cobre também podem participaprocesso
catalisando a formacdo de radicais lipidicos alcoxila,oxie; e hidroxila
Terminagdo: o LOOH ira decompor-se em outras espécies reativas, comadial
alcoxila (LO¢), aldeidos (malondialdeido), alcanos e alcodis.

1.3.3.2. Proteinas carboniladas

As proteinas sdo alvo da oxidagdo celular nos locais afeem
modificacbes covalentes possuindo poucos mecanismosresiybara reparou
protecédo Eventos que tém como produtos metabdlitos do éxido niioxjdacéo
de acucares, a desnaturacdo e a glicacdo ndo enzimdaicatam a oxidacao de
proteinas (Hermes-Lima, 2004). Esta pode ocorrer por indnmeecanismos, e 0
mais importante deles € a oxidacédo de proteinas mediadansoferro e cobrea
gualinduz danos nos receptores de membrana, inibicdo de enzimadifecacbes
estruturais nas proteinas (Schacter, 2000; Hermes-Lima, 2004).

As proteinas carboniladas séo, portami@duto da oxidacdo de proteinas,
num processo que pode ser irreversivel, sendo consideratis importante dos
danos causados psl&ROs nas proteinas. O aumento da concentracdo destas
proteinas resulta em diversas doencas, fazendo das asoteAanboniladas um

biomarcador de estresse oxidativo (Schacter, 2000; Hermes-2004).

1.3.4. Sistema de defesa antioxidante como biomarcador

O sistema de defesa antioxidgnenzimatico ou ndo enzimatic& um
processo de sinalizacédo redox (Droge, 2002) que inibe o estradativo e limita o
excesso da sintese de EROegntre as defesas enzimaticas, tem-se a Superdxido
Dismutase (SOD), a Catalase (CAT), a Glutationa S-trasée(GST), a Glutationa
Peroxidase (GPx), a Glutationa reduzida (GSH¥lutationa Redutase (GR) e a
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Glicose -6- fosfatase deidrogenase (G6PDH). Entre as dedesaxidantes nao
enzimaticas, temos o acido ascérbico (vitamina Cj;tocoferol (vitamina E) e a
Glutationa total (GSH-eq). No entanto, a primeira linha de defesoxidante oaoe
pelo sistema citocromo P450 e inclui as enzimas SOD e GlaTsegunda fase, as
erzimas catalisam a conjugacao de xenobidéticos para umatobsdtivel enddgeno,
e inclui as enzimas especificas GPx, a GST, e a GR @&hetlal., 2001; Hermes-
Lima, 2004).

1.3.4.1. Sistema enzimatico antioxidante
1.3.4.11. Superoéxido Dismutase (SOD)

A SOD catalisa o radical superéxido, através da reacadosdwii@icdo, em
peréxido de hidrogénio. O peréxido de hidrogénio € mais reativode pger
degradado por outras enzimas como a CAT e a GPx. Exigdsrtipos de enzimas
SOD: a SOD-Cobr&inco, encontrada no citoplasma, lisossomas, peroxissoma
nucleos, e no espago intermembranar mitocondrial; a B@manés encontrada
somente nas mitocondrias e que tem o papel de contraatr@sse oxidativo &
regulacdo da concentracdo de @as mitocondriasp a SOD-EC (superdxido
dismutase extracelularjjue é uma glicoproteina presente no espaco extracelular,
especialmente nas células dos vasos pulmonares e guesdrodas as formas da
enzima SOD estdo presentes em todos os tecidos, por@egelenas concentracoes
no tecido nervoso (Hermes-Lima, 2004; Droge, 2002; Limon-Paahégonsebatt,
2009).

1.3.4.12. Catalase (CAT)
A CAT é uma peroxidase que degrada o peroxido de hidrogémioxigénio
e agua. Esta enzima é encontrada no citoplasma, em gcandentracdo nos
peroxissomos de todos os tecidos animais, porém é maisn&di quando as
concentracdes intracelulares deOp sdo mais elevadas. O cérebro e coracdo néo
possuem peroxissomos e por isso, apresentam baixa cegéentte CAT, sendo

mais sensiveis a danos oxidativos (Hermes-Lima, 2004; Droge, 2002).

1.3.4.13. Glutationa S-tranferase (GST)
A superfamilia da enzima GST € a principal enzima de desiaigho da

segunda fase da defesa antioxidante, sendo encontradpghni@nte no citoplasma
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das células e realiza a desintoxicagdo celular conttersdis tipos de poluentes
ambientais e agentes cancerigenos. Esta desintoxicemgde airavés de conjugados
de glutationa com xenobiéticos e produtos aldeidos produzidoperoxidacao
lipidica (hidroperodxidos), tornando os produtos mais solUgaisagua(Hermes-
Lima, 2004; Limén-Pacheco e Gonsebatt, 2009).

1.3.4.2. Sistema n&o-enzimético antioxidante
1.3.4.21. Acido ascorbico

Acido ascorbico e Vitamina C sdo nomes comuns do &2j@eenediolk
gulbnico, sendo um dos nutrientes presentes nas racoegaésmos aquaticos, que
atua como potencial agente redutor em varias reacdes fietaldéda vitamina se
caracteriza por ser hidrossolavel e termoinstavel (RB@@3). Sua importancia para
0S organismos aquaticos baseia-se nas seguintes form#tzdedo: reduzida L
acido ascorbico)- ou oxidada— acido desidroascoérbico, as quais represerdgam
forma ativa de maior retencdo no organisn@gneenos ativa de simples eliminacao,
respectivamente (Rotta, 2003).

Os peixes, assim como outros animais, precisam da enzgunéhelactona
oxidase durante a catalisacdo do ultimo passo da trangforda acido glicurénico
em acido ascoérbicdda transformacdo ocorre através da ativacdo da D-glicose-1-
fosfato pelo estimulo provocado pela ligagcdo de um atidleo (uridina-difosfate-
UDP), e que é catalisada pela enzima glicose-1-fosfadd tranferase. Logo em
seguida, a UDP-glicose sofre oxidacdo no carbono 6 (C-8)fpanar o Acido D-
glicurdnico, o qual é catalisado pela enzima UDP-glicoselaegnase. Por meio do
processo de hidrdlise, o acido D-glicurénico forma o Ddgtinato, que atua como
precursor do acido ascorbico; o D-glicuronato € reduzidogaldnato, o qual &
transformado em L-gulonolactona, que entdo sofre desitlgge pela flavoproteina
L-gulonolactona oxidase, finalmente gerando o acido asod¢bigura 1)(Nelson e
Cox, 2000).
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Figura 1: Rota de biossintese do acido ascoérbico (Nelson e Cox, 2000).
A presenca de contaminantes ambientais, como 0s smgta@sados
(Yamamoto e Inoue, 1985), além de gerar um ambiente esitespara 0S
organismos aquaticosumenta o consumo de vitamina C pelos peixes dewido a
processo de desintoxicacdo dos contaminantes no figad@andausassim, uma
deficiéncia funcional desta vitamina. A deficiéncia demitea C pode causar sinais
clinicos como: reducdo na taxa de crescimento, altesagi@afologicas (atrofia
muscular, deformidades branquiais e operculares), anéataagia, escureciment
da pele, reducédo do consumo de racdo, diminuicdo da remisténinoldgica com
suscetibilidade a infec¢des (ectoparasitas, bactériagedyracumulo de gordura no

figado, dificuldade de cicatrizacdo (perdas das escamasammsaquentes lesdes na
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pele), hemorragias, anorexia e baixa resisténcia aessst(Tacon, 1992; NRC,
1993). Por outro lado, a suplementacdo com vitamina C exenaeacao positiva
sobre o metabolismo dos peixes (White et al., 1993), e sibsistemas estrutural
(muscular e 6sseo), imunolégico e reprodutivo, agindoocoofator de reacdes de
hidroxilagdo dos amino&cidos prolina e lisina, necesséries gaformacdo do
colageno presente nos tecidos conjuntivos e éssedcatazacao e na regeneracao
de lesBes. Esta mesma reacdo de hidroxilacdo dos aidi®& importante para
formacdo e manutencao do tecido adiposo (Chen et al.,. Z4)vitamina tamimé
atua na resposta ao estresse durante a biossintesaitiaacaa qual esta envolvida
com o metabolismo de lipidios e o processo de peroxidagaduncdo da sua acao
antioxidante, o que possibilita o bom funcionamento dosoérgéenzimas (Halver
2002).

1.4. Processo de biossor¢céao e@ocos nucifera L.

Atualmente, o tratamento de efluentes € um dos mais tamies objetivos
para as industrias, principalmente aquelas cujos eflueotéém metais pesados, ja
gue estes elementos demandam meétodos especificos paraesmrndos. Dentre
as diferentes alternativas para o tratamento de eflsieqie sédo utilizadas estao:
precipitacdo quimica, coagulacao, adsor¢cdo com careda, ifhnica e processos de
separacdo com membranas. Porém, a aplicacdo destesspeoéefrequentemente
restrita por razdes técnicas ou econdémicas, sobretudapamidades industriais de
pequenas e médias dimensdes que proliferam no Brasil (Rdiged al., 2001) O
método escolhido deve apresentar baixo custo, pois geralmentaz necessario
tratar grandes volumes de efluentes (Pino et al., 2006)te N@so0, existe a
biossorcédo, a qual apresenta bom desempenho na remocaoreetatifeespécies
metalicas a um baixo custo, ja que podem ser empregados oaaterial
biossorvente subprodutos de processamentos industriais, asniodustrias de
alimentos e farmacéuticas, processos de fermentag@gideids agricolas (Esposito,
2001; Volesky, 2001; Wang e Qin, 2005). A seletividadeediciéncia de algumas
biomassas em concentrar e imobilizar alguns metaismmes presenca de altas
concentracbes de outros ions, depende de fatores como: detippomassaa
natureza do efluente; tipo de preparacéo e tratamento dagdsano ambiente fisico-
guimico do processe a presenca de outros ions na solucdo (Garcia-Sanchez e

Alvarez-Ayuso, 2002; Volesky, 2004; Pino et al., 2006). S&o vasasstemas que
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podem ser aplicados no processo de biossor¢do. Dentre @lestacam as colunas
de leito fixo, os sistemas de leito fluidizado, uma bmacao destes dois sistemas, e
a bioflotacéo (Matis et al., 2003; Volesky, 2004).

O coco verde Cocos nuciferal.) é, talvez, a arvore dos trépicos mais
reconhecida e uma das mais importantes economicamenteuliNogs anos, a
producdo de coco tem incrementado 68% sO6 no estado de San Pelal
comercializacdo de agua de coco, que representa 1,4% doncodsubebidas no
Brasil. Este fato traz um sério problema ambientak peica de 80 a 85% do peso
bruto do coco verde, ou seja, a casca do coco, repetbent Este problema se
agrava principalmente nos centros urbanos, onde essdamétde dificil descarte,
sendo enviado para lix6es e aterros sanitarios (Pino, @086). Este residuo é um
material de dificil decomposicdo, levando mais de oitosgmara sua completa
biodegradacéo. Além da importancia econémica e sociagrh&ém a importancia
da utilizacdo da casca do coco verde, sob o ponto de vistaraatbcomo material
sorvente de grande potencial devido ao seu elevado teor wgiamarganica
composta principalmente por lignina (35-45%) e celulose (23-48%xijo et al.,
2002), e biopolimeros reconhecidamente associados a rerdeca®tais pesados
(Hunt, 1986; Gaballah e Kilbertus, 1994; Gaballah et al., 1997).

1.5 Justificativa

Um dos maiores problemas ambientais sdo o0s rejeitosrrdetas do
desenvolvimento tecnologico. Os efluentes industridis, sxeste contexto, um
problema particular, pois a natureza ndo os absorvemé&tde. A poluicdo, e
consequente contaminacdo por metais pesados, de ecossishgnaticos ou
terrestres ocorrem de maneira lenta e, por este anopode-se considerar
erroneamente que nao traz graves efeitos. Porémtasmpesados se acumulam nos
organismos e seus efeitos muitas vezes sO seraacsempiando toda a cadeia
alimentar estiver com niveis acima dos suportaveis. Assiroggeoa preocupacao
com estes elementos e, cada vez mais, as pesquistiatamoento de efluentes
contaminados devem ser incentivadas (Pinto et al., 2001).rsBs/endustrias
liberam, dentre outros poluentes, o Cr como rejeito, quesmo apOs sua
precipitacdo (método tradicional de recuperacdo de Crpgrece em pequenas
quantidades no efluente a ser lancado no corpo receptogigla¢go ambiental

brasileira estipula que, exceto para fins especificosyed de Cr para aguas de uso
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domeéstico, recreativo e de protecdo de comunidades aqusgjaate 0,5 ppm, limite
este bastante baixo e que, portanto, necessita desagosatrole (Pinto et al., 2001).

Atualmente tém sido realizados esfor¢os para a utilizdgeacascas de coco
verde como adsorvente para tratar efluentes contaminadol® deabundancia e o
baixo custo deste materigil¢Asheh et al., 2000; Aldrich e Feng, 2000). A literatura
relata a utilizacdo de diversos materiais agroindustciamo potenciais adsorventes
na remocdo de ions metalicos de aguas residuais (Aog@®3;, Biomasa, 2013)
Entretanto, a maioria dos estudos investiga o0 processo elearpcdo de
bioadsorvente carbonizado visando o emprego no tratamergfiudates aquosos
contaminados por metais pesados (Biomass, 2013; Carrgb, €¢002). Porém, o
processo de reciclagem do material carbonizado € bastaroso (Cazifares,
2000). Por outro lado, poucos pesquisadores tém se dedicadestado de
adsorventes nao carbonizados (Chandra et al., 2003). ¢desexto, a utilizacdo da
casca de coco verde como adsorvente na remocéao de toiis € uma alternativa
barata e simples para minimizar os problemas de poluiddanarre ambiental
gerados pela disposicéo destes residuos, bem como dimiruistos no tratamento
de efluentes provenientes de pequenas industrias (Pinp2804).

Partindo do principio que € crescente a contaminacaoceatabpor metais
pesados e que esses causam efeitos deletérios a saudelagdpogxposta, existe a
necessidade de buscarmos alternativas de prevencao e dars agravos. Dentro
desse contexto, os objetivos desse estudo foram avaligotencial papel
antioxidante da vitamina C na protecéo de células contra daiuzgivos induzidos

pelo Cr e o potencial da casca do coco verde na adsosigonuital.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos: avals efeitos da exposicdo ao
cromo hexavalentedr (VI)] em diferentes segmentos corporais Algtyanaxaff.
bimaculatus como branquias, figado, testiculos, fragmentos delw@s, intestino,
cabeca e mulsculo, através de parametros histopatolog@usmaticos e
morfométricos; avaliar o poder protetaa ditamina C em animais expostos ao Cr
(VI). Paralelamente, objetiw+se analisar o potencial do p6é da casca de coco verde
no processo de biossor¢ao do Cr.

2.1 Objetivos especificos
— Determinar a concentracdo de Cr (VI) presente nas hedmqtigado,

testiculos, fragmentos de vértebras, intestino,g@abemusculo, oriundos dos

animais expostos ao metal;

— Realizar andlises histopatolégicas sob microscopia deplhra avahr os

danos teciduais das branquias, figado e testiculos;
— Analisar morfometricamente as branquias, figado e téssica fim de avaliar
o impacto do Cr (VI) sale a capacidade destes Orgdos de realizar suas

atividades fisiologicas;

— Perfazer andlises enzimaticas para se ava$i danos hepatico, branquial e

muscular desta intoxicagao;

— Analisar o efeito protetor da vitamiva C nas branquias, figtekticulos,

fragmentos de vértebras, intestino, cabeca e mysculo

— Avaliar o potencial biossortivo da casca de coco verde@ugdes contendo

diferentes concentracdes de Cr (VI);
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— Avaliar o comportamento e mortalidade dos peixes exposto$ererdes
concentragoes do Cr (VI);

— Avaliar a relagdo entre o tempo de exposicao e as uliésreoncentracdes de
Cr (VI).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Mortalidade e comportamento animal

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para UsAnifeais
(CEUA) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), protocolo n° 30/2011.

Foram utilizados 140 machos destyanaxaff. bimaculatusadultos peso
corporal e comprimento total médios de 4,49 + 0,63 g e 6,00 + 047 c
respectivamente, procedentds Estacdo de Piscicultura da UFV, VigoBEs. No
periodo de adaptacdo dos peixes foram utilizados sete aqdérieidro, cada um
com capacidade de 130de agua livre de cloro por evaporacao, mantendo-se 20
peixes por aquario, durante 15 dias. Todos os aquérios aontam sistema de
filtragem por filtros submersos e com sistema de ae@mdtinua da agua através de
bombas (Sarlo Better 650 [:hBrasil). Diariamente, cerca de 20% do volume de
agua dos aquarios foi sifonado para eliminar restos de mabég@nica e
imediatamente reposta com agua limpa, retornando ao vahicra. O fotoperiodo
estabelecido foi de 12 horas-luz /12 horas-escuro, cashtrglar temporizador. Os
peixes tiveram alimentacdo diarad libitum com racdo comercial para peixes
ornamentais (Nutra Fish Basica, Nutravit, S&o Paulo,lBraferecida duas vezes ao
dia, as 08h00mie 17h00min

Os principais parametros de qualidade da agoxigénio dissolvido, amobnia
toxica, dureza total e nitritee foram monitorados todos os dias atravéskide
colorimétricos (Labcon Test, Alcon, Brasil), sendontidos dentro dos limites
considerados satisfatérios para a espécie (Froese, 21dmperatura da agua foi
mantida a 26 + 1 °C através de termostatos (Atman 150, E&etdeater 150 W,
China), conforme niveis recomendados para a espécie (F20égg,

Ao final do periodo experimental, os animais foram previaenanestesiados
com solucdo de benzocaina 1:10000. Em seguida foi feito aprofenta da
anestesia, e entdo os animais foram eutanasiadosqgdos#a medula espinhal, na
altura do opérculo. De cada exemplar foram registradossegsliintes dados
biométricos: comprimento total, comprimento padrdo e pesoo@ypsendo
coletados e pesados branquias, figado e testiculosoAdliciente, misculo, cabeca
intestino e fragmentos de vértebras também foramtamds e armazenados para
posterior avaliacdo da concentracdo de metal. Fragmalis tecidos e 06rgaos

citados foram imersos em solucdo fixadora de Karnovskyn(iaky, 1965) e
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fragmentos de branquias, figado e musculo foram congeldmondicionados em
freezer -80°C. Para as mensuracdes utilizou-se paquimetro digital Maus00 -
144B com precisao de 0,02 mm e, para a retirada dos tecidosrae e bisturi
cirargicos Os pesos foram obtidos utilizando-se uma balanca aaatitiital com
precisao de 0,0001 g (Scientech, AS 210).

3.2. Grupos experimentais

Durante o periodo experimental, todos 0s grupos experimeatdial@am20
animais, sendo um grupo controle e 6 grupos tratados. Osigrdos grupos
tratados foram expostos a 1,0, 10 e 20 mgle Cr (VI), adicionados na agua
fornecido na forma de 6xido de cromo (GrSigma Aldrich, n° 236470, St. Louis,
EUA) e receberam racéo para peixes ornamentais (Nutrd&sba, NutravitS&
Paulo, Bras)lofertadas a esses animais duas vezes ao dia, as 08QDrhidOmin

Os grupos experimentais foram divididos da seguinte forma:

Grupo Controle — sem metal e com racdo comercial ndo suplementada.

Grupos VitC — com metal e ragdo comercial ndo suplementada.
Grupo 1VitC: recebendo 6,4 mgide CrQpor dia e racdo comercial;
Grupo 10VitC™: recebendo 64 mgde CrQpor dia e racdo comercjal
Grupo 20VitC™: recebendo 128 mglde CrQpor dia e racdo comercial.

Grupos VitC* — com metal e racdo comercial suplementada com Vitamina C
(Ascorsil- Vansil Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil).
Grupo 1VitC™: recebendo 6,4 mglde CrQ eracéo suplementada corfl 6
mg.Kg™ de vitamina C por dia;
Grupo 10VitC*: recebendo 64 mglde CrQ eracdo suplementada cor@l 6
mg.Kg™ de vitamina C por dia;
Grupo 20VitC*: recebendo 128 mglde CrQ e racdo suplementada com
60 mg.Kg™ de vitamina C por dia.

3.3 Periodos de exposi¢cao

A exposicao dos peixes ao metal foi faitadois periodos diferentes:
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Experimento 1: Animais expostos ao Cr (VI) durante 15 dias

ApoGs 15 dias de exposicdo, 10 animais de cada grupo expetirfueata
eutanasiados com o objetivo de verificar as possivadsaafies causadas nesses
individuos em curto periodo de exposicdo ao metal (efeitos sjgedo possive
efeito protetor da vitamina C no organismo dos peixes quesheen.

Experimento 2: Animais expostos ao Cr (VI) durante 45 dias

Ap6s 45 dias de exposicdo, os 10 animais restantes de caga gr
experimental foram eutanasiados com o objetivo de veribisaefeitos causados
nesses individuos apos exposicao subcrénica ao Cr (¥lpossivel efeito protetor

da vitamina C no organismo dos peixes que a receberam.

3.4. Determinacgao da concentracdo de G¥I) nos tecidos

Fragmentos de branquias, figado, testiculos, vérteb®stino, cabeca e
musculo foram pesados, acondicionados em frascos Egfennie 25 mL e
mantidos em estufa a 70 °C, até alcancarem peso sestanten Em seguidasa
amostras desidratadas foram pesadas e foram adicionadas. 4,5 mL de acido
nitrico (HNG;) concentrado e 0,5 mL de acido perclorico 70 % (HEIO material
foi colocado em bloco digestor com temperatura inicial de°@GQ sendo esta
gradualmente aumentada até atingir 90 °C, de forma a proparca digestédo
completa. Apés a filtracdo do material, o filtrado dbiizado para mensuracdo das
concentracbes de Cr sob espectrofotometria de absatgéica (SpectrAA 220FS

Varian).

3.5. Andlises histolégicas das branquias, figado e testiculos
Para a histologia das branquias, foram utilizados fragreeda regido

mediana do segundo arco branquial e para a histologigalbofie dos testiculos, as
regibes medianas dos mesmos. Fragmentos de brandigiadp e testiculos
permaneceram na solucao fixadora de Karnoyklaynovsky, 1965) por 24 horas e
foram entéo transferidos para alcool 70 %. Em seguidaegen-se desidratacdo em
série etandlica crescente, com trocas a cada 30 mirggggjdo da inclusdo em
glicol metacrilato (HistoresingLeica Nussloch, Alemanha). Apds a incluséo, foram
feitas seccOes seriadas para as branquias e semissgraadafigado e testiculos,

todas com 3 um de espessura, utilizando-se navalhas de vidrojicedtomo
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rotativo (Reichert-Jung 2045). As preparacdes das branguiaes testiculos foram
coradas com azul de toluidina e borato de sodio 1 % e afigddo, com
hematoxilina de Mayer e eosina, todasntadas com Entellan® (Merck), e
analisadas sob microscopia de luz (Olympus BX-50). Imageitaidideste material
foram obtidas utilizando fotomicroscopio Olympus CX30

3.6. Analises histopatoldgicas das branquias, figado e testiculos

As andlises histopatolégicas das branquias, figado e testidaram
conduzidas utilizando-se as imagens digitais obtidas a partlO seccdes de cada
orgao supracitado, observando-se dez campos aleatérios ipat, ards quais foram
feitas andlises semiquantitativas das patologias encostedtavés do calculo do
Valor Médio da Alteracdo (VMA), o qual se baseia nardowia das lesdes
(Schwaiger et al., 1997), e do indice de Alteracdo Histomit@IAH), o qualé
baseado na severidade das lesGes (Poléksic e Miffouiadzic, 1994) O método
IAH foi adaptado num estudo anterior (Condessa, 2009) e nenpeesstudo com o

acrescimo de algumas patologias, e utilizado aqui.

3.6.1. Definicdo das alterac@® As definicbes de alteracdes leves,
moderadas e severas foram modificadas a partir de Ro&Rditrovic-Tutundzic,

(1994) e caracterizados da seguinte forma:

3.6.1.1. AlteracOes leves (estagio lgnvolvem mudancas que nao
prejudicam os tecidos. De tal forma se torna possivedstruturacdo e recuperacao
das funcdes do tecido com a melhoria das condicdes do anebiente. Estas

alteracdes sao limitadas a pequenas porcdes dos tecidos.

3.6.1.2. Alteracbes moderadas (estagio llenvolvem lesGes mais
acentuadas e que alteram o funcionamento do 6rgdo. §&es leeparaveis, mas
ocorrem em toda a superficie tecidual e se mantem eag8és de poluicdo cronica,

levando a alteracdes graves.

3.6.1.3. AlteracOes severas (estagio llllesdes cuja recuperacao da
estrutura tecidual ndo € possivel, mesmo com a melbarigualidade da agua ou

sem qualquer exposi¢cao a um estimulo toxico.

21



3.6.2 Calculo do IAH: o valor do IAH foi calculado para cada animal
utilizando-se a seguinte férmula: IAH = £LOXI) + (10" x =II) + (10 x =I1I), onde
2l, ZIl e ZlllI correspondem a soma do numero de alteragbes eadast
pertencentes aos estagios I, 1l e lll, respectivamente

O valor médio do IAH foi modificado por Condessa (2014) e aiviem 6
categorias: entre 0 e 10 indicam funcionamento normabrdéo; entre 1l 32
indicam leves alteragfes; entree834 indicam alteragcbes moderadas no 6rgao; 3ntre
55 e 76 indicam alteracdes intensas no 6rgao; valores@htael00 indicam lesdes
severas no 0Orgao, valores acima de 100 indicam alteragéesrsiveis no 6rgao
(Tabela ).

3.6.3. Célculo do VMA: foi atribuido um valor numérico para cada animal
em uma escala de grau (de 0 aFi calculada, também, uma média do grau de
alteracdo para cada grypdassificados em discreto (0,1-1,0), moderado (1,1-2,0),
intenso (2,1-3,0) e severo (3,1-4,0) (Tabégla 2

3.7. Andlises morfométricas das branquias, figado e testiculos

As analises morfométricas das bréanquias, figado e testicidoam
conduzidas utilizando-se as imagens digitais obtidastm garl0 seccdes aleatorias
de cada 6rgao supracitado, observando-se dez campos totalz868gontos por

animal, com auxilio do programa para analise de imagem Inragehi.

3.7.1. Analises morfométricas das branquias- foram contados pontos
coincidentes sobre: células pavimentosas, células muctsasla secundaria,

epitélio filamentar, eritrocitos, célula de pilarescsvenoso central.

3.7.2. Andlises morfométricas do figado- foram contados pontos
coincidentes sobre: n@d de hepatdcitos, citoplasma de hepatdcitos, hepatécitos
binucleados, capilares siraides e infitrados leucocitarios. Para determinacdo do

diametro nuclear dos hepatdcitos foram medidos 30 nucleos/animal

3.7.3. Andlises morfométricas dodesticulos — foram contados pontos
coincidentes sobre: cisto, intertubulo, fluido testicuéspermatozoides no nien,

célula de Sertok espermatogodnias.
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3.8. Andlises das enzimas antioxidantes

Inicialmente, foi feito unpool de fragmentos dos tecidos branquiehatico
e muscular de 10 animais de cada grupo experimental, at€alaampeso de 100
mg, para cada tecido. Em seguida, foram realizadas asesnddis seguintes enzimas

antioxidantes:

3.8.1. Superédxido dismutase- 100 mg dos tecidos supracitados fara
homogeneizados em tamp&o fosfato 50 mmd) dentrifugados: 12000 rpm, 4°C,
por 10 minutos, e a atividade enziméatica medida no sobrepaduritividade da
enzima superéxido dismutase foi determinada em leitor de Elm 570 nm
(Dieterich et al., 2000 modificado) baseado na capacidest&a enzima em catalisar
a reacao do superéxido,@m peréxido de hidrogénio e, assim, diminuir a razéo de
auto-oxidacgéo do pirogalol.

3.8.2. Catalase- 100 mg dos tecidos supracitados foram homogeneizados em
K-tampéo fosfato pH 7,0, com tampao triton X-100 1%, e a ssfpecentrifugada
12000 rpm, 4°C, por 10 minutos, para se determinar a atividade daseatAl
atividade enzimatica desta enzima foi mensurada no sobréeaddeterminada pela
taxa de queda do perdxido de hidrogénio. Gl (10 mmol.lY) em

espectrofotdmetro a 240 nm durante 60 s (Aebi et al., 1984).

3.8.3. Glutationa S-tranferase— 50 mg dos tecidos supracitados foram
homogeneizados em 500 pL de tampao fogiétd/,4, centrifugados a 12000 rpm,
4°C, por 10 minutos, e a atividade enzimatica medida no sadaebe. A GST foi
mensurada através da formacdo do conjugado glutationa-2,4loemizeno e
estimada pela variacdo da absorbancia em 340 nm por 80 fermacdo do
conjugado ocorre espontaneamente no substrato 1-cloror&rélonzeno (CDNB)
em reacdo ndo enzimatica, sendo acelerada pela atividadsnzimas GST. Uma
unidade (U) de GST equivale a quantidade de enzima que formadb rohjugado
glutationa-2,4-dinitrobenzeno por minuto. O coeficiente dmgiko molar do CDNB
340 = 9,6 mM-.cm™ foi utilizado para os céalculos (Habig et al., 1976). A atividad

da GST foi expressa em pmol mig™.
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3.9. Determinacgao dos produtos do estresse oxidativo

Inicialmente, foi feito unpool de fragmentos dos tecidos branquial, hepatico
e muscular de 10 animais de cada grupo experimental, at€alcampeso de 100
mg, para cada tecido. Em seguida, foi realizado o doséanus proteinas
carboniladas:

3.9.1. Proteinas carboniladas- as proteinas carboniladas indicam o dano
celular pelas EROs levando a disfuncdo das proteinas. Amoacdo de proteinas
carboniladas foi determinada nos tecidos supracitados utilizsnds pellets dos
homogenatos empregados no método de mensuracdo das eantagiantes
CAT, SOD e GST. Ogpelletsforam precipitados em &cido tricloroacético 10 % e
centrifugadosa 5000 g 4 °C, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e aos
pellets foram adicionados 0,5 mL de solucdo de dinitrofenilhideaZiIDNPH) 10
mM. Um total de 0,5 mL de acido cloridrico (HCI) 2M foi aditado aos tubos que
representavam o branco de cada amostra, misturados eex eomantidos em
temperatura ambiente durante meia hora, no escuro, agganuo vortex a cada 15
minutos. A seguir, 0,5 mL de acido tricloroacético (TCA) %) gelado, foi
adicionado em cada tubo, agitado em vgreeas tubos centrifugados a 5000 g, 4° C,
por 10 minutos, sendo sobrenadante descartado. O precipitddweafio trés vezes
com 1 mL de acetato de etila (1:1), agitado em vortexrifteyado e o sobrenadante
descartado. Por fim, 1 mL de SDS 6 % foi adicionado aos ,tuisoguais foram
agitados em vortex para dissolver o pellet e centrifugpdoa precipitar os residuos.
Os danos as proteinas foram determinados no sobrenadahtbdseado nos grupos
carbonil da reacdo com DNPH e mensurado em espectrofotom8iftanm (Levine
et al., 1990)0 total de proteinas carboniladas foi calculado utilizandoeficiente

de extincdo molar de 22000 &fi* e expresso em nmol.HiL

3.10. Biossorcao €ocos nucifera L.

O p6 da casca de coc&dcos nuciferal.), empregado como material
biossorvente, foi comprado da empresa Hobby Verde localzedBrasilia/DF. O
material foi obtido através da dilaceracdo, secagemagem, classificacdo, lavagem
e secagem da casca de coco. A operacdo de secageniidadeepor quatro dias,

visando a reducdo da umidade inicial de 85 % para valores eonderl5 % a 2%b.
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Para testes de biossorcao, foram utilizados seis frd&st@smeyer de 250
mL. O sistema composto por 50 mL de solucdo a um pH igdlat@ntendo o metal
e abiomassa em diferentes concentrac¢des, foi mantidagtd;do em Agitadogm
velocidade de 175 rpm, e temperatura de 27 °C.

As solugbes foram divididas conforme concentragbes del mecasca de

coco, bem como por tempo de agitagéo, da seguinte forma:

Solugao 1:contendo 1,0 mg:tde Cr (VI)
Frasco 1.1: 5 g.L.de p6 de casca de coco, agitado por 60 minutos;

Frasco 1.2: 5 g.L.de p6 de casca de coco, agitado por 120 minutos.

Solugao 2:contendo 10 mg.tde Cr (VI)
Frasco 2.1: 5 g.L.de p6 de casca de coco, agitado por 60 minutos;

Frasco 2.2: 5 g.L.de p6 de casca de coco, agitado por 120 minutos.

Solugéo 3:contendo 20 mg.tde Cr (VI)
Frasco 3.1: 5 g.Lde p6 de casca de coco, agitado por 60 minutos;

Frasco 3.2: 5 g.L.de p6 de casca de coco, agitado por 120 minutos.

Apés o periodo de agitacdo, realizou-se a filtracdo dasg&es para a
separacdo da biomassa carregada. O filtrado foi utilizadogpdederminacdo das
concentracbes de &m espectrofotdmetro de absorcdo atbmica (SpectrAA 220FS

Varian).

3.11 Analises estatisticas

O programa de computador Statistica (StatSoft, EUA) fdizatlo para
analisar os resultados referentes a biossorcao dmfrentracdo de Cr nos tecidos,
e morfometria das branquias, figado e testiculos, atrdeéanalise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Student Newman-Keuls (SHKjual foi usado
para comparar médias entre 0s grupos experimentaiss@itados do VMA, 1AH,
analises histopatologicas e analises enzimaticas fokaimdos utilizando-se o
programa Microsoft Excel 2010 (Windows® operating system, Ehé#a calculo de

médias e desvios padrao. O nivel de significancia condioléoaP<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Mortalidade e comportamento animal

5.1.1. Experimento 1- Animais expostos ao Cr (VI) durante 15 dias

Em todos os grupos tratados 0s peixes movimentaram-seamemn® em
cardumes e se alimentaram normalmente, mostrando camgmtio semelhante ao
Grupo Controle. Nao houve mortalidade dos peixes, em qualqueo,gaté o final
do experimento (Tabela 3).

5.1.2. Experimento 2- Animais expostos ao Cr (VI) durante 45 dias

Houve mortalidade dos peixes nos grupos 20M#Q0VitC a partir do 22
dia de tratamentdJos demais grupos ndo houve mortalidade dos animais até o final
do experimento (Tabela 3). A morte dos peixes foi préeede comportamento
anormal, permanecendo estes proximos a superficie doiaqu@m intenso
batimento opercular, natacdo descoordenada e letargia. Aquedesobreviveram,
reduziram a ingestdo de alimento. Por outro lado, os anaiaiSrupo Controle

movimentavam-se intensamente em cardumes e se alimm@antarmalmente.

5.2. Determinacao da concentracdo de Cr nos tecidos

5.2.1. Experimento 1- Animais expostos ao Cr (VI) durante 15 dias

Foram detectados niveis variados de Cr em todos os fnaggnde tecidos
avaliados, dos animais expostos a diferentes conceasrdgdCr (V1) (Tabela 4). As
branquias, de todos os animais, apresentaram os maigess de acumulacdes do
metal nos grupos expostos a 10Vit@6,65+1,59 mg.d) e 20VitC (57,66+0,10
mg.g'), em relacdo aos animais dos grupos 10V{i@,91+0,05 mg.g) e 20VitC
(13,54+4,87 mg.g).

O figado, de todos os animais, apresentaram 0S maioress rieei
acumulacBes do metal nos grupos expostos a 1VA@5+6,36 mg.g), 10VitC
(45,42+1,76 mg.g) e 20VitC (75,89+3,61 mg.Q), em relacdo aos animais dos
grupos 1VitC (8,91+0,50 mg.g), 10VitC' (43,5+2,12 mg.g) e 20VitC
(18,41+1,29 mg.g) (Tabela 4).

Os testiculos, de todos os animais, apresentaram ogemaiiveis de

acumulacBes do metal nos grupos expostos a 20¥&&31+7,50 mg.d), em
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relacdo aos animais dos grupos 1Vit&34+0,76 mg.g), 10VitC' (2,74+0,92 mg.g
) e 20VitC (5,96+0,23 mg.g) (Tabela 4).

Os fragmentos das vértebras, de todos 0s animais, aprages maiores
niveis de acumulacdes do metal nos grupos expostos a 1008;84+0,98 mg.9
e 20VitC (18,63+0,55 mg.d), em relacéo aos animais dos grupos 1\(&:30+0,18
mg.g") e 10VitC" (4,28+0,56 mg.Q) (Tabela 4).

O intestino, de todos os animais, apresentaram 0s maitvess de
acumulacdes do metal nos grupos expostos a 10{68:34+4,52 mg.g) e 20VitC
(73,252,91mg.g), em relacdo aos animais dos grupos 1V{@2,26+1,03 mg.Q),
10VitC* (15,942,93 mg.g) e 20VitC (27,792,77 mg.g (Tabela 4).

Todos 0s animais expostos aos grupos \&tZitC" o acumulo do Cr (VI) na
cabeca ndo apresentaram diferenca significativa (Tdhela

Os fragmentos de musculo, de todos os animais, apresenbaranaiores
niveis de acumulacdes do metal no grupo exposto a 20Mif&80,80 mg.d), em
relacdo aos animais dos grupos 1Vi{G44+0,25 mg.g), 10VitC' (3,54+0,33 mg.g
) e 20VitC (2,37+0,02 mg.g) (Tabela 4).

5.2.2. Experimento 2- Animais expostos ao Cr (VI) durante 45 dias

Foram detectados niveis variados de Cr em todos os fnaggnde tecidos
avaliados, dos animais expostos a diferentes conceasrdgdCr (V1) (Tabela 4). As
branquias, de todos os animais, apresentaram os maiveds de acumulacées do
metal nos grupos expostos a 10Vit@31,02+2,91 mg.d) e 20VitC (73,57+2,56
mg.g'), em relacdo aos animais dos grupos 1V{&15+1,02 mg.g), 10VitC'
(18,20+2,91 mg.g) e 20VitC (16,41+1,03 mg.g) (Tabela 4).

O figado, de todos o0s animais, apresentaram 0S maioress rieei
acumulacBes do metal nos grupos expostos a 10{E876+2,35 mg.Q) e 20VitC
(82,251,16 mg.g), em relacdo aos animais dos grupos 1Vt®,58+2,39 mg.qQ),
10VitC" (49,40+1,29 mg.Q) e 20VitC (25,22+2,39 mg.{) (Tabela 4).

Os testiculos, de todos os animais, apresentaram ogemaiiveis de
acumulacBes do metal nos grupos expostos a 1{if&04+2,09 mg.g), 10VitC
(39,78+2,11 mg.g) e 20VitC (59,55+3,20 mg.Q), em relacdo aos animais dos
grupos 1VitC (2,02+0,53 mg.g), 10VitC' (2,24+0,21 mg.g) e 20VitC (4,96+1,18
mg.g') (Tabela 4).
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Os fragmentos das veértebras, de todos os animais, apraseas maiores
niveis de acumulacées do metal nos grupos expostos a 1(AMt28+1,13 mg.g) e
20VitC (38,57+1,00 mg.g), em relacdo aos animais dos grupos 1V{8;78+0,14
mg.g'), 10VitC* (6,50+1,41 mg.g) e 20VitC (11,71+1,59 mg.g) (Tabela 4).

O intestino, de todos os animais, apresentaram 0s maitvess de
acumulacdes do metal nos grupos expostos a 1{88,59+0,26 mg.Q), 10VitC
(68,43+2,21 mg.g) e 20VitC (97,90+3,29 mg.Q), em relacdo aos animais dos
grupos 1VitC (24,81+2,43 mg.g), 10VitC" (19,44+2,01 mg.9) e 20VitC
(28,93+1,32 mg.g) (Tabela 4).

A cabeca, de todos o0s animais, apresentaram o0s maiivess de
acumulacdes do metal nos grupos expostos a 20V&Z,65+1,69 mg.g), em
relacdo aos animais dos grupos 1Vit@;80+0,01 mg.g), 10VitC' (5,08+0,67 mg.g
) e 20VitC (8,98+0,34 mg.q) (Tabela 4).

Os fragmentos de musculo, de todos os animais, apresenbaranaiores
niveis de acumulacées do metal no grupo exposto a 20MiBN+0,58 mg.g), em
relacdo aos animais dos grupos 1Vit@;65+0,14 mg.g), 10VitC' (6,04+1,03 mg.g
) e 20VitC (4,37+0,02 mg.qg) (Tabela 4).

5.3. Andlises histopatologicas das branquias, figado e testiculos
5.3 1. Histopatologia das branquias
As branquias dos peixes mantidos em aquarios sem adicdo -ddsipo

Controle— apresentaram aspecto normal (Figura 2)

5.3.1.1. Experimento 1 Animais expostos ao Cr (VI) durante 15 dias
5.3.1.1.1. Alteracdes leves (Estagio 1)Os animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes perteramepttagio:ldilatacdo dos
canais vasculares, aumento do espaco interlamelamdsgey hipertrofias e
hiperplasias do epitélio filamentar, deformacdo da larpeiaaria, reducdo do
espaco interlamelar secundario, fusdo e desorganizagamela secundaria (Figura
3A - 3F e Tabela 5)

A dilatacdo dos canais vasculares foi observada nosspeéiae grupos:
1VitC (75 %) e 10VitC(50 %). Entretanto, essa alteracao foi observada nesspei
dos grupos: 1VitC(33,33 %), 10VitC (83,33 %) e 20VitC (100 %) (Figura 3A-
3F e Tabela 5).
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O aumento do espaco interlamelar secund@iimbservado nos peixes dos
grupos: 1VitC (50 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada
nos peixes dos grupos: 1Vit(00 %), 10VitC (83,3 %3) e 20VitC(80 %) (Figura
3A - 3F e Tabela 5).

As hipertrofias e hiperplasias do epitélio filamenkaram observadas nos
peixes dos grupos: 1Vit@50 %) e 20VitC (20 %). Entretanto, essa alteragcéo foi
observada nos peixes dos grupos: 1V{@ %), 10VitC (93,33 %) e 20VitC (35
%) (Figura 3A—- 3F e Tabela 5).

A deformacdo da lamela primarfai observada nos peixes dos grupos:
1VitC™ (50 %), 10VitC (40 %) e 20VitC (100 %). Entretanto, essa alteracéo foi
observada nos peixes dos grupos: 1V{D0 %), 10VitC (100 %) e 20VitC (80
%) (Figura3A — 3F e Tabela 5).

A reducédo do espaco interlamelar secundfricobservada nos peixes dos
grupos: 1VitC (65 %), 10VitC (30 %) e 20VitC(20 %). Entretanto, essa alteracdo
foi observada nos peixes dos grupos: 1V{&3,33 %), 10VitC (46,66 %) e 20VitC
(15%) (Figura 3A- 3F e Tabela 5).

A fusédo e desorganizacdo da lamela secundi@r@an observadas nos peixes
dos grupos: 1VitC(100 %), 10VitC (30 %) e 20VitC (100 %). Entretanto, essa
alteracao foi observada em 100 % dos peixes dos grupos:” 1MIC" e 20VitC
(Figura 3A- 3F e Tabela 5).

5.3.1.1.2. Alteracdes moderadas (Estagio [I[Ps animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes perteramenttagio tlhipertrofia e
hiperplasia das células mucosas, ruptura do epitélio larhgdartrofia e hiperplasia
das células de cloro, descamacao do epitélio (FiguraZAe Tabela 5)

As hipertrofias e hiperplasias das células mucdsesm observadas nos
peixes dos grupos: 1Vit€100 %), 10VitC (10 %) e 20VitC(100 %). Entretanto,
essa alteragdo foi observada em 100 % dos peixes dos grupts:, 10VitC" e
20VitC" (Figura 3A— 3F e Tabela 5).

A ruptura do epitélio lamelafoi observada nos peixes dos grupos: 1VitC
(100 %), 10VitC(30 %) e 20VitC(100 %) . Entretanto, essa alteracdo foi observada
em 1VitC (100 %), 10VitC (90 %) e 20VitC (100 %) (Figura 3A- 3F e Tabela 5).

As hipertrofias e hiperplasias das células de cloram observadas nos
peixes dos grupos: 1Vit€L00 %), 10VitC (40 %) e 20VitC(100 %) . Entretanto,
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essa alteracdo foi observada em 100 % dos peixes dos grupt&, 10VitC" e
20VitC" (Figura 3A- 3F e Tabela 5).

A descamacgéo do epitélioi observada em 20 % dos peixes dos grupos:
10VitC e 20VitC. Entretanto, essa alteracdo foi observada em 1Vi&66 %) e
20VitC" (85 %) (Figura 3A- 3F e Tabela 5).

5.3.1.1.3. Alteracdes severas (Estagio llIDs animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes pertancaat estagio |ll:
vacuolizacdes, necroses e degeneracoes celularesresanaes lamelares (Figura 3A
— 3F e Tabela 5).

As vacuolizacde$oram observadas em 100 % dos peixes do grupo 1VitC
Entretanto, essa alteragido foi observada em 10Yt@0 %) e 20VitC (50 %)
(Figura 3A- 3F e Tabela 5).

As necroses e degeneracfes celuldogam observadas nos peixes dos
grupos: 1VitC(65 %), 10VitC (10 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracao
foi observada em 1VitQ13,33 %), 10VitC (100 %) e 20VitC (100 %) (Figura 3A
— 3F e Tabela 5).

Os aneurismas lamelares foram observados nos peixegrgoss: 1VitC
(100 %), 10VitC(50 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracao foi observada
em 100 % dos peixes dos grupos: 1Vjt@OVitC" e 20VitC (Figura 3A— 3F e
Tabela 5).

5.3.1.1.4. indice de Alteracdes Histoldgicas (IAHPs valoesmédios
do IAH branquial dos grupos VitGoram de: 15,04(1VitC"), 19,16 (10VitQ e
14,41 (20VitC). Ao passo que o IAH branquial dos grupos VitGi de: 12,30
(1VitC"), 16,47(10VitC") e 19,16 (20VitC) (Figura 3G.

5.3.1.1.5. Valor Médio da Alteracdo (VMA):

A dilatacdo dos canais vasculares foi classificada no®ep&os grupos
1VitC e 10VitC como discreta e no grupo 20Vit€bmo ndo observada. Entretanto,
essa alteracdo foi classificada nos peixes do grupo 1\@o discreta e nos
grupos 10VitC e 20VitC' como moderada (Tabeld. 6

O aumento do espaco interlamelar secundario foi dlzessif nos peixes dos

grupos: 1VitC como discreta, 10VitCcomo nado observada 20VitC como
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moderada. Entretanto, essa alteragao foi class#icacho moderada nos peixes dos
grupos 1VitC, 10VitC’ e 20VitC (Tabela 6).

As hipertrofias e hiperplasias do epitélio foram classifas nos peixes dos
grupos: 1VitCe 20VitC' como discreta e 10Vit€omo nao observada. Entretanto,
essa alteracdo foi classificada nos peixes do grupo 1\Vib@o discreta, e do
grupos 10VitCe20VitC' como moderada (Tabeld.6

A deformacdo da lamela primaria foi classificada nosegsetos grupos:
1VitC e 10VitC como discreta 20VitC' como moderada. Entretanto, essa alteracao
foi classificada nos peixes do grupo 1Vit€omo severa e nos grupos 10Vit€
20VitC*' como moderada (Tabeld. 6

A reducdo do espaco interlamelar secundério foi claadiicos peixes dos
grupos 1VitC e 10VitC como discreta e no grup20VitC como moderada
Entretanto, essa alteracédo foi classificada como ed&sanos peixes dos grupos:
1VitC*, 10VitC" e 20VitC (Tabela §.

A fusdo e desorganizacdo da lamela secundaria forasificladas nos peixes
dos grupos: 1VitCe 20VitC' como moderada e do grupo 10Vit€dmo discreta.
Entretanto, essa alteracdo foi classificada nos peiessgrupos: 1VitC como
severa, 10VitCe 20VitC' como moderada (Tabeld. 6

As hipertrofias e hiperplasia das células mucosas forassificadas nos
peixes dos grupos: 1Vit& 20VitC como moderada &0VitC' como discreta.
Entretanto, essa alteracdo foi classificada nos pelrssgrupos: 1VitC como
discreta, 10VitCe 20VitC' como moderada (Tabeld. 6

A ruptura do epitélio lamelar foi classificada nos peites grupos: 1VitGe
20VitC como moderada, 20VitC como discreta. Entretanto, essa alteracdo foi
classificada nos peixes do grupo 1Vit€omo severa, e nos grupos 10Vit€
20VitC" como moderada (Tabeld. 6

As hipertrofias e hiperplasias das células de cloranfoclassificadas nos
peixes dos grupos: 1Vit€omo moderada, @os gruposlOVitC e 20VitC como
discreta. Entretanto, essa alteracéo foi class#icas peixes do grupo 1Vit€omo
severa e nos grupos 10Vit€ 20VitC como moderada (Tabeld. 6

A descamacdao do epitélio foi classificada nos peixegdgms: 1VitCcomo
ndo observada, e nos grupos 10Vit€ 20VitC como discreta. Entretanto, essa
alteracéo foi classificada nos peixes dos grupos IMit@no discreta e 10VifC

como né&o observada, e no 20Vitdmo moderada (Tabeld.6
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As vacuolizacbes foram classificadas nos peixes dos grupa€ 1¥o6mo
moderada enos grupos 10VitCe 20VitC como ndo observada. Entretanto, essa
alteracdo foi classificada nos peixes do grupo 1Vit@mo ndo observagda nos
grupos 10VitC como moderada 20VitC' como discreta (Tabeld.6

As necroses e degeneracdes celulares foram classificadapeixes dos
grupos 1VitC e 10VitC e 20VitC como discreta. Entretanto, essa alteracdo foi
classificada nos peixes do grupo 1Vit€omo discreta e nos grupos 10Vit&
20VitC*' como moderada (Tabeld. 6

Os aneurismas lamelares foram classificados nos peisegrdpos: 1VitCe
10VitC como moderada, 20VitC' como discreta. Entretanto, essa alteracéo foi
classificada nos peixes dos grupos 1Vit€COVitC' e 20VitC' como moderada
(Tabela .

5.3.1.2. Experimento 2- Animais expostos ao Cr (VI) durante 45 dias
5.3.1.2.1. Alteracdes leves (Estagio 1)Os animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes perteramepttagio:ldilatacédo dos
canais vasculares, aumento do espaco interlamelamdseey hipertrofias e
hiperplasias do epitélio filamentar, deformacdo da larpeiaaria, reducdo do
espaco interlamelar secundario, fusdo e desorganizagamela secundaria (Figura
4A — 4F e Tabela 5).

A dilatacdo dos canais vasculares foi observada nosspeie grupos:
1VitC (52 %) e 10VitC(45 %). Entretanto, essa alteracao foi observada nesspei
dos grupos: 1VitC(33,33 %), 10VitC (100 %) e 20VitC (100 %) (Figura 4A- 4Fe
Tabela 5).

O aumento do espaco interlamelar secund@iimbservado nos peixes dos
grupos: 1VitC (70 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada nogspeias
grupos: 1VitC (100 %), 20VitC (80 %3) (Figura 4A- 4F e Tabela 5).

As hipertrofias e hiperplasias do epitélio filamenf@mam observadas nos
peixes dos grupos: 1Vit@60 %) e 20VitC (20 %). Entretanto, essa alteracéao foi
observada nos peixes dos grupos: 1V{TB %), 10VitC (100 %) e 20VitC (100
%) (Figura 4A- 4F e Tabela 5).

A deformacdo da lamela primarfai observada nos peixes dos grupos:
1VitC (1000 %), 10VitC(65 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracao foi
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observada nos peixes dos grupos: 1V{ID0 %), 10VitC (100 %) e 20VitC (100
%) (Figura 4A— 4F e Tabela 5).

A reducdo do espago interlamelar secund&ricobservada nos peixes dos
grupos: 1VitC(8 %) e 10VitC (45 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada nos
peixes dos grupos: 1VitG50 %), 10VitC (100 %) e 20VitC (20 %) (Figura 4A—
4F e Tabela 5).

A fusdo e desorganizacdo da lamela secund@den observadas nos peixes
dos grupos: 1VitC(100 %) e 10VitC (65 %). Entretanto, essa alteracdo foi
observada nos peixes dos grupos: 1V{ID0 %), 10VitC (100 %) e 20VitC (100
%) (Figura 4A— 4F e Tabela 5).

5.3.1.2.2. Alteracbes moderadas (Estagio [IDs animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes perteramenttagio tlhipertrofia e
hiperplasia das células mucosas, ruptura do epitélio lanhglartrofia e hiperplasia
das células de cloro, descamacéao do epitélio (Figura4fAe Tabela 5)

As hipertrofias e hiperplasias das células mucdeesm observadas nos
peixes dos grupos: 1Vit€1l00 %) e 10VitC(30 %). Entretanto, essa alteracdo foi
observada em 100% dos peixes dos grupos: 1Vit@VitC' e 20VitC (Figura 4A—
4F e Tabela 5).

A ruptura do epitélio lamelafoi observada nos peixes dos grupos: 1VitC
(100 %), 10VitC(45 %) e 20VitC(100 %) . Entretanto, essa alteracao foi observada
em 1VitC (100 %), 10VitC (60 %) e 20VitC (100 %) (Figura 4A- 4F e Tabela 5).

As hipertrofias e hiperplasias das células de cloram observadas nos
peixes dos grupos: 1Vit€100 %), 10VitC (60 %) e 20VitC (100 %) . Entretanto,
essa alteracio foi observada em 100 % dos peixes dos grupa€’ ¥ZDVitC
(Figura 4A- 4F e Tabela b).

A descamacéao do epitélioi observada nos peixes dos grupos: 1),
10VitC (25 %) e 20VitC (100 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada em
1VitC* (16,66 %) e 20VitC(85 %) (Figura 4A- 4F e Tabela 5).

5.3.1.2.3. Alteracfes severas (Estagio IlI)Os animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracbes pertsncaant estagio lll:
vacuolizacdes, necroses e degeneracoes celularearesianas lamelares (Figura 4A
— 4F e Tabela 5).
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As vacuolizagcdeforam observadas em 100 % dos peixes dos grupos &/itC
10VitC" e em 50 % dos animais do grupo 20Vi(Eigura 4A- 4F e Tabela 5).

As necroses e degeneragOes celuldogam observadas nos peixes dos
grupos: 1VitC(100 %), 10VitC(55 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracao
foi observada nos animais dos grupos 1Vit&D %), 10VitC" (100 %) e 20VitC
(100 %) (Figura 4A- 4F e Tabela 5).

Os aneurismas lamelares foram observados nos peixegrgoss: 1VitC
(100 %), 10VitC(85 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracao foi observada
em 100 % dos peixes dos grupos: 1Vjit@OVitC" e 20VitC (Figura 4A— 4F e
Tabela 5).

5.3.1.2.4. indice de Alteracdes Histoldgicas (IAH®s valoesmédios
do IAH branquial dos grupos VitGoram de: 15,721VitC"), 14,41 (10VitQ e
21,18 (20VitC). Ao passo que o IAH branquial dos grupos VitGi de: 15,04
(1VitC"), 16,75(10VitC*") e 18,15 (20Vit¢) (Figura 4Q.

5.3.1.2.5. Valor Médio da Alteragcéao (VMA):

A dilatacdo dos canais vasculares foi classificada no®p&os grupos
1VitC e 10VitC como discreta, e o gru@®VitC como ndo observada. Entretanto,
essa alteracao foi classificada nos peixes do grupo 1¥it@odiscreta e nos grupos
10VitC" e 20VitC' como moderada (Tabeld.6

O aumento do espaco interlamelar secundario foi dlzesdf nos peixes dos
grupos: 1VitC, 10VitC como discreta @o grupo20VitC como nado observada
Entretanto, essa alteracéo foi classificada nos peiaesgrupos 1VitC e 20VitC
como moderada no grupo 10VitC como no observada (Tabela 6

As hipertrofias e hiperplasias do epitélio foram clasaifas nos peixes dos
grupos: 1VitC como discreta e nos grupos 10Vig20VitC como ndo observada
Entretanto, essa alteracéo foi classificada nos pei@esgrupos 1VitCe 20VitC
como discreta no grupo 10VitCcomo discreta (Tabeld.6

A deformacéo da lamela primaria foi classificada nosegseitos grupos:
1VitC e20VitC como moderada e no grupo 10Vit@mo discretaEntretanto, essa
atteracao foi classificada como moderada nos peixes dossgryieC”*, 10VitC* e
20VitC" (Tabela 6.

34



A reducéo do espaco interlamelar secundério foi claadiicos peixes dos
grupos 1VitC e 10VitCcomo discreta e no grupo 20Vit€omo ndo observada
Entretanto, essa alteracdo foi classificada nos peixegrupos: 1VitCe 20VitC
como discreta e no grupo 10Vit€mo moderada (Tabeld.6

A fus@o e desorganizacao da lamela secundéria forasificadas nos peixes
dos gruposlVitC' como moderada, 10Vit€omo discreta e 20VitGao observada.
Entretanto, essa alteracdo foi classificada nos peixegmpos 1VitC, 10VitC' e
20VitC*' como moderada (Tabeld. 6

As hipertrofias e hiperplasia das células mucosas folassificadas nos
peixes dos grupos: 1Vit@omo moderada, 10VitGomo discreta e 20VitGh&o
observada. Entretanto, essa alteracéo foi classifitasigeixes dos grupos: 1VitC
10VitC" e 20VitC como moderada (Tabela 6).

A ruptura do epitélio lamelar foi classificada nos penes grupos: 1VitCe
20VitC como moderada e no grupo 10Vit€omo discreta. Entretanto, essa
alteracao foi classificada nos peixes dos grupos: 1VitQVitC" e 20VitC' como
moderada (Tabela 6).

As hipertrofias e hiperplasias das células de cloro fackssificadas nos
peixes dos grupos: 1VitC10VitC, 20VitC, 1VitC*, 10VitC" e 20VitC' como
moderada (Tabela 6).

A descamacdo do epitélio foi classificada nos peixes dagogr 1VitC
como discretalOVitC como ndo observada20VitC como moderada. Entretanto,
essa alteracéo foi classificada nos peixes do grupo 1V¢a@o discreta, no grupo
10VitC" como n&o observa@a20VitC' como moderada (Tabeld. 6

As vacuolizacdes foram classificadas nos peixes do giygtC™ como
moderada, no grupo 10Vit€omo discreta e no gru@®VitC como ndo observada.
Entretanto, essa alteracdo foi classificada nos peixsgrupcs: 1VitC* como nao
observada, 10VitCcomo moderada 20VitC como discreta (Tabela 6).

As necroses e degeneracdes celulares foram classificadapeixes dos
grupos: 1VitC e 20VitC como moderada e 10Vit€omo discreta. Entretanto, essa
alteracéo foi classificada nos peixes gtapo 1VitC* como discreta e nos grupos
10VitC" e 20VitC' como moderada (Tabela 6).

Os aneurismas lamelares foram classificados nos padsegrupos: 1VitC
10VitC', 20VitC, 1VitC", 10VitC e 20VitC como moderada (Tabela 6).
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5.3.2. Histopatologia do figado

O figado dos peixes mantidos em aquarios sem adicao do GritardanaC
(Grupo Controle) apresentdistologia normal (Figura 5).

5.3.2.1. Experimento } Animais expostos ao Cr (VI) durante 15 dias
5.3.2.1.1. Alteracdes leves (Estagio )Os animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracfes perésnaenestagio: linfiltracéo
leucocitaria, vacuolizacdo hepatocelular e hipertradidsperplasias de hepatdcitos
(Figura 6A— 6F e tabela 7).

As infiltracdes leucocitarias foram observadas nosegeios grupos: 1VitC
(25 %) 10VitC (90 %) e 20VitC (93,33 %). Entretanto, essa alteracéo foi observada
nos peixes dos grupos: 1Vit(B0 %), 10VitC (46,66 %) e 20VitC(40 %) (Figura
6A — 6F e tabela 7).

A vacuolizacéo hepatocelular foi observada nos peixgegudgos: 1VitC(80
%), 10VitC (90 %) e 20VitC(90 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada em
100 % dos peixes dos grupos: 1VitVitC" e 20VitC (Figura 6A- 6F e tabela 7).

As hipertrofias e hiperplasias de hepatocitos foram ohdas/nos peixes dos
grupos: 1VitC (80 %), 10VitC (40 %) e 20VitC (13,33 %). Entretanto, essa
alteracao foi observada nos peixes dos grupos: 1¥2&66 %), 10VitC (26,66 %)

e 20VitC (65 %) (Figura 6A- 6F e tabela 7).

5.3.2.1.2. Alteracbes moderadas (Estagio [[1Ds animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes perésneeniestagio :linucleos
picnéticos, desorganizacdo do corddo hepatica e congestawmrdéo hepatico
(Figura 6A- 6F e tabela 7).

Nucleos picnoéticos foram observados nos peixes dos griugas (95 %),
10VitC (80 %) e 20VitC (96,66 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada nos
peixes dos grupos: 1Vit@83,33 %), 10VitC (70 %) e 20VitC (55 %) (Figura 6A-
6F e tabela 7).

A desorganizacdo do corddo hepéatico foi observada nos peigaggms:
1VitC (90 %), 10VitC (90 %) e 20VitC (93,33 %). Entretanto, essa alteracédo foi
observada em 100 % dos peixes dos grupos: INiO¥itC" e 20VitC (Figura 6A—
6F e tabela 7).
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A congestdo sanguinea e a dilatacdo do sinusoide foramvadesernos
peixes dos grupos: 1Vit@5 %), 10VitC (20 %) e 20VitC(23,33 %). Entretanto,
essa alteracdo foi observada nos peixes dos grupos: 1(@B®H6 %), 10VitC
(23,33 %) e 20VitC(25 %) (Figura 6A- 6F e tabela 7).

5.3.2.1.3. Alteracdes severas (Estagio lll):

Os animais expostos ao poluente apresentaram a seguentscaut
pertencente ao estagio:lHecrose e degeneracdo de hepatdcitos (Figura &R e
tabela 7).

A necrose e degeneracdes de hepatécitos foram obsenaslaixes dos
grupos: 1VitC(100 %), 10VitC(90 %) e 20VitC(30 %). Entretanto, essa alteracéo
foi observada em 100 % dos peixes dos grupos: IMi0¥itC" e 20VitC (Figura
6A — 6F e tabela 7).

5.3.1.2.4. indice de Alteracbes Histologicas (IAH)Os valoes médios do
IAH hepatico dos grupos experimentais que ndo receberamgia saplementada
com a vitamina C (Vitg foram 12,09 (1VitC), 13,3 (10VitC) e 12,09 (20VitQ.
Enquanto isso, o IAH hepatico dos grupos experimentais qedern a racao
suplementada com a vitamina C (VijGpresentou exatamente o0 mesmo valor para

todos os grupos, sendo 12,09 (Figurg.6G

5.3.1.2.5. Valor Médio da Alteragcéao (VMA):

A infiltracdo leucocitaria foi classificada nos peixesgitapo 1VitC como
discreta e dos grupos 10Vit€ 20VitC como moderada. Entretanto, essa alteracdo
foi classificada como discreta nos peixes dos grupos LViQVitC" e 20VitC
como discreta (Tabeld.8

A vacuolizacdo hepatocelular foi classificada como memtbe nos peixes dos
grupos: 1VitC, 10VitC, 20VitC,1VitC*,10VitC" e 20VitC (Tabela 8).

A hipertrofia e hiperplasia de hepatdcitos foram clasgifas nos peixes dos
grupos: 1VitC como moderada, e nos grupos 10Vig20VitC' como discreta.
Entretanto, essa alteracéo foi classificada nos peixegamos: 1VitC, 10VitC*
como discreta e 20Vit@omo discreta (Tabela 8).

Nucleos picnéticodoram classificados nos peixes do grupo 10Vit€mo

moderada e nos grupos 1Vit€ 20VitC' como moderada. Entretanto, essa alteragéo
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foi classificada nos peixes dos grupos: 1VieclOVitC" como moderadag 20VitC
como discreta (Tabela 8).

O desarranjo da estrutura do parénquima foi classificacho ceoderado nos
peixes dos grupos: 1Vit@0VitC', 20VitC,1VitC*,10VitC" e 20VitC (Tabela 8).

A congestdo sanguinea e dilatagdo do sinusoide foram ickda#f como
discreta nos peixes dos grupos 1VitVitC, 20VitC, 1VitC*, 10VitC" e 20VitC'
como discreta (Tabela 8).

A necrose e degeneracdes de hepatdcitos foram cladafficas peixes dos
grupos: 1VitC, 10VitC como moderadas e 20Vit€omo discreta. Entretanto, essa
alteracéo foi classificada como moderada nos peixes dpsgriVitC, 10VitC' e
20VitC" (Tabela 8).

5.3.2.2. Experimento 2- Animais expostos ao Cr (VI) durante 45 dias
5.3.2.2.1. Alteracdes leves (Estagio 1)Os animais expostos ao

poluente apresentaram as seguintes alteracfes perésnaenestagio: linfiltracdo
de linfocitos, vacuolizacédo hepatocelular e hipertrofiagperplasias de hepatocitos.

As infiltracdes leucocitarias foram observadas nosegeitos grupos: 1VitC
(66 %), 10VitC(95,40 %) e 20Vit(60 %). Entretanto, essa alteracao foi observada
nos peixes dos grupos: 1Vit@5 %), 10VitC (60 %) e 20VitC (25 %) (Figura 7A
— 7F e Tabela)?

A vacuolizacéo hepatocelular foi observada nos peixegudgos: 1VitC(64
%), 10VitC (100 %) e 20VitC(80 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada em
100 % dos peixes dos grupos: 1VifOVitC" e 20VitC (Figura 7A— 7F e Tabela
7).

As hipertrofias e hiperplasias de hepatdcitos foram ohdas/nos peixes dos
grupos: 1VitC (32 %), nos demais grupos Vit€ssa alteracdo nao foi observada.
Entretanto, essa alteracdo foi observada nos peixes dpssgrlOVitC (30 %) e
20VitC" (35 %), ja no 1VitC essa alteragdo ndo foi observada (Figura-72F e
Tabela 7).

5.3.2.2.2. Alteracdes moderadas (Estagio [[Ds animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes perésneeniestagio :linlcleos
picnéticos, desarranjo da estrutura do parénquima e coogdstdorddo hepatico
(Figura 7A— 7F e Tabela 7).
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Nucleos picnéticos foram observados nos peixes dos gripa€ (44 %),
10VitC (90 %) e 20VitC(90 %). Entretanto, essa alteracéo foi observada nosspeixe
dos grupos: 1VitC(82 %), 10VitC (60 %) e 20VitC (50 %) (Figura 7A- 7F e
Tabela 7).

A desarranjo da estrutura do parénquima foi observada rirss pgos
grupos: 1VitC(68 %), 10VitC (100 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteragcdo
foi observada em 100 % dos peixes dos grupos: IMi0¥itC" e 20VitC (Figura
7A—T7F e Tabela 7).

A congestdo sanguinea e a dilatacdo do sinusoide foramvadsernos
peixes dos grupos: 1Vit(42 %), 10VitC (55 %) e 20VitC(40 %). Entretanto, essa
alteracdo foi observada nos peixes dos grupos: 18T %), 10VitC (40 %) e
20VitC" (25 %) (Figura 7A- 7F e Tabela 7).

5.3.2.2.3. AlteracOes severas (Estagio IlI)Ds animais expostos ao
poluente apresentaram a seguinte alteracdo pertencerdstaapo Il necrose e
degeneracéo de hepatocitos (Figura-7#/- e Tabela 7).

A necrose e degeneracdes de hepatdcitos foram obsemasdgeixes dos
grupos: 1VitC(72 %), 10VitC (85 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracao
foi observada nos peixes dos grupos: 1V{¢00 %), 10VitC (60 %)e 20VitC (85
%) (Figura 7A— 7F e Tabela 7).

5.3.2.2.4. Indice de Alteracdes Histologicas (IAHDs valoesmédios do
IAH hepatico dos grupos experimentais que ndo receberamgia saplementada
com a vitamina C (Vitg foram 12,09 (1VitC), 13,3 (10VitC) e 12,09 (20VitQ.
Enquanto isso, o IAH hepatico dos grupos experimentais qederm a racao
suplementada com a vitamina C (Vijdoi: 14,67 (1VitC) e 12,09 (10VitC e
20VitC" (Figura 7G.

5.3.2.2.5. Valor Médio da Alteracéao (VMA):

A infiltracdo leucocitéaria foi classificada como discretes peixes dos grupos
1VitC’, 10VitC e 20VitC. Entretanto, essa alteracéo foi classificada nos peias
grupos: 1VitC, 10VitC" e 20VitC como discreta (Tabeld.8

A vacuolizacdo hepatocelular foi classificada nos ped@s grupos: 1VitC

como discreta 40VitC e 20VitC' como moderada. Entretanto, essa alteracéo foi
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classificada nos peixes dos grupos: 1Vit@OVitC' e 20VitC' como moderada
(Tabela 8).

A hipertrofia e hiperplasia de hepatdcitos foram clasgifas nos peixes do
grupo 1VitC como discreta e dos grupos 10VigC 20VitC' como n&o observada.
Entretanto, essa alteracdo foi classificada nos peixegrupo 1VitC como néo
observada e dos grupos 10VigC20VitC' como discreta (Tabela 8).

Nucleos picnéticodoram classificados nos peixes do grupo 1VieGmo
discreta e nos grupos 10Vit€ 20VitC como moderada. Entretanto, essa alteragédo
foi classificada nos peixes do grupo 1Vi€dmo moderada e nos grud@yVitC" e
20VitC* como discreta (Tabela 8).

O desarranjo da estrutura do parénquima foi classificadpeirss do grupo
1VitC" como discreta e dos grupos 10ViEC20VitC como moderaa. Entretanto,
essa alteracdo foi classificada como moderada nos pdo®sgrupos: 1VitG
10VitC" e 20VitC (Tabela 8).

A congestdo sanguinea e dilatacdo do sinusoide foram iclkadag como
discretas nos peixes dos grupos: 1Vif@©VitC, 20VitC,1VitC*,10VitC" e 20VitC’
(Tabela 8).

A necrose e degeneracdes de hepatdcitos foram classsfinadapeixes do
grupo 1VitC como discretae dos grupos 10VitCe 20VitC como moderada.
Entretanto, essa alteragdo foi classificada nos peixegyrupos: 1VitCe 20VitC"

como moderada, e o grupo 10Vitt®mo discretéTabela 8).

5.3.3. Histopatologia dos testiculos
Os testiculos dos peixes mantidos em aquarios sem adiic&@r (Grupo

Controle e da vitamina apresentaram histologia normal (Figura 8)

5.3.3.1. Experimento 1 Animais expostos ao Cr (VI) durante 15 dias:
5.3.3.1.1. Alteracdes leves (Estagio 1)Os animais expostos ao
poluente apresentaram a seguinte altarggertencente ao estagio |: dilatacédo
intertubular (Figura 9A- 9F e Tabela 9).

A dilatacao intertubular foi observada nos peixes dos grupégitC (55 %),
10VitC (10 %) e 20VitC(13,33 %). Entretanto, essa alteracéo foi observada%m 5
dos peixes dos grupos: 1Vit€ 10VitC, ja no grupo 20VitCessa alteragcdo nio foi
observada (Figura 9A9F e Tabela)P
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5.3.3.1.2. Alteracdes moderadas (Estagio II[Ps animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes pertsncaot estagio Il
agrupamento nuclear, vacuolizacao e ruptura de cistos (Figur®BA& Tabela 9).

O agrupamento nuclear foi observado nos peixes dos grupos: (60t@),
10VitC (100 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracao foi observada em 100
% nos peixes dos grupos: 1Vit@OVitC" e 20VitC (Figura 9A— 9F e Tabela 9).

A vacuolizacao foi observada nos peixes dos grupos: 1{8826), 10VitC
(80 %) e 20VitC(76,66 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada nos peiges
grupos: 1VitC (25 %), 10VitC (100%)e 20VitC" (70 %) (Figura 9A- 9F e Tabela
9).

A ruptura de cistos foi observada nos peixes dos grupos: Bvit@/itC (40
%) e 20VitC (36,66 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada nrespdos
grupos: 1VitC (30 %) e 20VitC (60 %) (Figura 9A- 9F e Tabela 9).

5.3.3.1.3. AlteracOes severas (Estagio IlI)Ds animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes peremnaergstagio Ill: necroses e
degeneracdes, e nucleos picnéticos (Figura 9k e Tabela 9).

As necroses e degeneracdes foram observadas nos peixegpiss gvitC
(75 %), 10VitC(70 %) e 20VitC(33,33 %). Entretanto, essa alteracéo foi observada
nos peixes dos grupos: 1Vit@5 %), 10VitC (10%) e 20VitC (40 %) (Figura 9A-
9F e Tabela 9).

Os nucleos picndticos foram observados em 100 % dos psegrupos:
1VitC e 20VitC, e em 90 % do grupo 10VitCEntretanto, essa alteracao foi
observada nos peixes dos grupos: 100 % dos peixes dos grupos:elX@citC, e
em 10 % do grupo 10VitGFigura 9A- 9F e Tabela 9).

5.3.3.1.4. indice de Alteracdes Histologicas (IAH)os valores médios do
IAH testicular dos grupos experimentais que nao recebaraatdo suplementada
com a vitamina C (Vitg foram 19,25(1VitC"), 19,25 (10VitC e 16,50 (20VitQ.
Ao passo que o |IAH testicular para os animais que rembamracdo suplementada
com vitamina C (VitC) foi: 21 (C"), 22,10 (10 VitC) e 46 (20VitC) (Figura 9G.
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5.3.3.1.5. Valor Médio da Alteracdo (VMA):a dilatacédo intertubular foi
classificada como discreta nos peixes dos grupos 1ViQVitC e 20VitC.
Entretanto, essa alteracdo foi classificada nos peixegrupos: 1VitCe 10VitC"
como discreta e no grupo 20Vitebmo ndo observada (Tabela 10).

O agrupamento nuclear foi classificado como moderada nogspeios
grupos 1VitC, 10VitC e 20VitC. Entretanto, essa alteracdo foi classificada nos
peixes dos grupos: 1Vit@Gomo severalOVitC"' como moderada e 20Vit@omo
moderada (Tabela 10).

A vacuolizacao foi classificada como moderada nos peixegrdpes 1VitC
,10VitC, 20VitC. Entretanto, essa alteracdo foi classificada nos peiaegrupo
1VitC* como discreta e os grupos 10Vig€C20VitC' como moderadérabela 10).

A ruptura de cistos foi classificada nos peixes dos grupos 1Mi0¥itC e
20VitC como discreta. Entretanto, essa alteracdo foi Gz nos peixes dos
grupos: 1VitC como discreta,10VitC"* como n&o observada e 20Vit@omo
moderada (Tabela 10).

As necroses e degeneracgdes foram classificadas nos peixgaudos 1VitC
e 10VitC como moderada e grupo 20Vit€bmo discreta. Entretanto, essa alteracéo
foi classificada nos peixes dos grupos: 1Vjit@OVitC" e 20VitC* como discreta
(Tabela 10).

O nucleo picnético foi classificado nos peixes dos grupos LVI@W/itC e
20VitC como moderado. Entretanto, essa alteracéo foi classafinos peixes dos
grupos: 1VitC como intensalOVitC" como discretee 20VitC' como moderada
(Tabela 10).

5.3.3.2. Experimento 2- Animais expostos ao Cr (VI) durante 45 dias:
5.3.3.2.1. Alteracdes leves (Estagio 1)Os animais expostos ao
poluente apresentaram a seguinte altarggertencente ao estagio |: dilatacéo
intertubular (Figura 10A 10F e Tabela 9).

A dilatacao intertubular foi observada nos peixes dos grupégitC (10 %),
10VitC (15 %) e 20VitC (100 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada nos
peixes dos grupos: 1Vit@5 %), 10VitC (30 %), ja no grupo 20VitCessa alteragéo
nao foi observada (Figura 10A10F e Tabela 9).
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5.3.3.2.2. Alteracdes moderadas (Estagio IIPs animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes pertsncant estagio |II:
agrupamento nuclear, vacuolizacdo e ruptura de cistos (FigAra 10F e Tabela
9).

O agrupamento nuclear foi observado em 100 % dos peixes dos grupos:
1VitC" e 10VitC, e no grupo 20VitOnao foi observado. Entretanto, essa alteracao
foi observada em 90 % nos peixes dos grupos: N\&GtEOVitC, e no grupd OVitC*
essa alteracdo nao foi observéeigura 10A- 10F e Tabela 9).

A vacuolizacéo foi observada nos peixes dos grupos: 1100 %), 10VitC
(895 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracdo foi observada nos eiges
grupos: 1VitC (25 %), 10VitC (30 %) e 20VitC (20 %) (Figura 10A- 10F e
Tabela 9).

A ruptura de cistos foi observada nos peixes dos grupos: 1(30C%),
10VitC (50 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracéo foi observada sement
em 30 % dos peixes dos grupos: 1ViEigura 10A- 10F e Tabela 9).

5.3.3.2.3. Alteracfes severas (Estagio IlI)Ds animais expostos ao
poluente apresentaram as seguintes alteracdes peremnaergstagio Ill: necroses e
degeneracdes, e nucleos picnéticos (Figura-1Q8F e Tabela 9).

As necroses e degeneracdes foram observadas nos peixegpiss gvitC
(84 %), 10VitC (85 %) e 20VitC(100 %). Entretanto, essa alteracao foi observada
nos peixes dos grupos: 1Vit@5 %), 10VitC (10%) e 20VitC (10 %) (Figura 10A
— 10F e Tabela 9).

Os nucleos picndticos foram observados em 100 % dos psegrupos:
1VitC’, 10VitC e 20VitC. Entretanto, essa alteracdo foi observada nos peises do
grupos: 1VitC (100 %), 10VitC (20 %)e 20VitC (90 %) (Figura 10A- 10F e
Tabela 9).

5.3.3.2.4. indice de Altera¢des Histolégicas (IAHps valores médios
do IAH testicular dos grupos experimentais que nédo reaaberacdo suplementada
com a vitamina C (VitQ foram 19,33(1VitC"), 17,77 (10VitC) e 17,58 (20VitC).
Ao passo gue o IAH testicular para os animais que resmeba racdo suplementada
com vitamina C (VitC) foi: 21 (C"), 24,56 (10 VitC) e 38,33 (20VitC) (Figura
10G).
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5.3.3.2.5. Valor Médio da Alteracdo (VMA):a dilatacao intertubular
foi classificada nos peixes dos grupos 1VieCl0VitC como discretae do grupo
20VitC como moderno. Entretanto, essa alteracdo foi clesd#ficos peixes dos
grupos: 1VitC e 10VitC" como discreta edo grupo 20VitC como ndo observada
(Tabela 10).

O agrupamento nuclear falassificado nos peixes dos grupos: 1VigC
10VitC como moderada e 20Vit€Como nao observada. Entretanto, essa alteracao
foi classificada nos peixes dos grupos 1Vi0VitC' como moderada e o grupo
10VitC" como n&do observaq@iabela 10).

A vacuolizacédo foi classificada nos peixes dos grupos 1VIQVitC e
20VitC como moderada. Entretanto, essa alteracao foi classiftcena discreta nos
peixes dos grupos 1VitC10VitC* e20VitC’ (Tabela 10).

A ruptura de cistos foi classificada nos peixes do grupo 1¥¢a@@o discreta
e dos grupos 10VitCe 20VitC como moderada. Entretanto, essa alteracdo foi
classificada nos peixes dos grupos: 1VitIDVitC" e 20VitC' como ndo observada
(Tabela 10).

As necroses e degeneracdes foram classificadas nos peixgaudos 1VitC
,10VitC e 20VitC como moderada. Entretanto, essa alteracdo foi claskfinos
peixes dos grupos: 1VitC10VitC" e20VitC" como discreta (Tabela 10).

O nucleo picnético foi classificado nos peixes dos grupos LVI@W/itC e
20VitC como moderado. Entretanto, essa alteracéo foi classafinos peixes dos
grupos: 1VitC e20VitC" como moderada, 10Vit@omo discreta (Tabela 10).

5.4. Andlises morfométricas das branquias, figado e testiculos
5.4.1. Analises morfométricas das branquias
5.4.1.1. Experimento 1- Animais expostos ao Cr (VI) durante 15
dias. As células pavimentosas encontradas nas lamelas secandidsidbranquias
ndo foram verificadas diferencas significativas da quantidbedsgas células nos
animais dos grupos 1Vit8,14+1,06), 10VitC(17,9+1,34) e 20VitC(4,311,45)
guando comparados com o Grupo Controle (1,3+0,BEBpuanto isso, 0 grupo
10VitC" (46,7+1,41) apresentou maior quantidade destas células egdoredas
grupos nao suplementados com a vitamina C e ao Grupo ediitabela 11).
A presenca de células mucosas foram maiores nas mandps animais
expostosa 10VitC (11,5+2,10 e 20VitC (6,2+4,55) em relagdo aos animais do
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Grupo Controle (1,5+0,87)Entretanto, nos grupos 1VitQ2,0+0,16) 10VitC"
(6,1+3,47)e 20VitC (7,2+3,89) a presenca destas células foi menor, em cogapara
com o grupo 10VitC(11,5+2,10) (Tabela 11).

A quantidade de lamelas secundérias foi menor nos aniimajsupo 1VitC
(22,0+4,21) em relacdo ao Grupo Controle (54,8+1,07) e acsislgnupos 10VitC
(69,18+0,93) e 20VitC (53,66+1,84). Nos grupos 1VitC(50,5+1,33, 10VitC"
(79,3+2,17) e 20VitC (50,9+1,90), a quantidade lamelas secundarias foi maior em
comparagao com o grupo 1Vit22,0+4,21) (Tabela 11).

A alteracdo no numero de eritrécitos foi verificada gogpos VitC em
quantidades similares ao Grupo Controle (10,1+0,72). No grupo 10VitC
(23,0+4,76), estas células foram observadas em maior dadeti quando
comparados aos grupos 1Vit@9,38+0,49, 10VitC (13,5+1,84) e 20VitC
(4,36+0,61) (Tabela 11).

Quanto a alteracdo no namero de células de pilar, lestas observadas em
maior quantidade no grupo 10Vit@9,9+3,52), quando comparado ao Grupo
Controle (1,940,22) Os animais expostos a 10VitQ5,4+1,22) apresentaram
guantidade reduzida destas células em comparacado com ol@wips (9,9+£3,52)e
aumentada em relacdo ao grupo 1V({{f;5+0,28) (Tabela 11).

Quantidade de seio venoso central foi maior nos animaisstos a 1VitC
(47,5£2,18), 10VitC(81+3,76), quando compamslao Grupo Controle (6,5£1,41)
No grupo 1VitC (7,5+1,76)a quantidade deste constituinte tecidual foi menor em
comparagao com 0s grupos 1Vit@7,5+2,18)e 10VitC (81+3,76) sendo que no
grupo 10VitC (69,5+2,55)a quantidade foi superiax verificada no grupo 20VitC
(22,442,79) (Tabela 11).

Em relacdo a quantidade de epitélio filamentar ndo foiivad& diferenca

significativa entre o Grupo Controle e os grupos WtZitC* (Tabela 11).

5.4.1.2. Experimento 2- Animais expostos ao Cr (VI) durante45
dias. Foi verificada maior quantidade de células pavimentosas lamelas
secundarias das branquias dos animais dos grupos 1(@itC:-1,758), 10VitC
(17,944,12) e 20VitC(10,4+3,65), quando comparados com o Grupo Controle
(1,3+0,06). O grupo 10VitQ(24,5+5,21) apresentou maior quantidade destas células

em relacdo aos grupos nao suplementados com a vitamiAa §asso que nos
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grupos 1VitC (7,7+1,89) e 20VitC (3,3+0,31) a quantidade destas células foi
menores, quando comparado ao grupo 10\(tTZ,9+4,12 (Tabela 11).

A presenca de células mucosas foram maiores nas mandps animais
expostos a 10Vitgq11,5+4,61) 20VitC (10,2+1,45) em relagdo ao Grupo Controle
(1,5+0,87). No grupo 10VitC (23,5+6,61) a quantidade desta célula foi maior,
comparado aos grupos que ndo receberam a suplementacadantaaviC (Tabela
11).

A guantidade de lamelas secundarias foi menor nos animgisuido 1VitC
(18,8+1,51) e maior no grupo 10Vit(®9,1+7,31), em comparagdo canGrupo
Controle (54,8+5,07). Nos grupos 1VitdQ37,5+3,21), 10VitC (99,0+7,02) e
20VitC* (57,3+5,04), verificolse que a quantidade de lamelas secundarias foi
superior aos respectivos grupos 1Vi£3,8+1,51), 10VitC(69,1+7,31) e 20VitC
(43,2+2,41) (Tabela 11).

Em relacdo a quantidade de eritrocitos, ndo foram olasvdiferencas
significativas entre os grupos tratados (ViECVitC") e o Grupo Controle (Tabela
11).

As células de pilar foram observadas em maior quantidadeanimais dos
grupos 10VitC (9,9+0,12) e 20VitC(11,3+2,96), em relacdo ao Grupo Controle
(1,5+ 0,22). Estas células foram verificadas em maior glaate no grupo 10VitC
(20,5£3,02), quando comparado aos grupos que nao receberam aestgdam da
vitamina C (Tabela 11).

Quantidade de seio venoso central foi consideravelmente e todos 0s
grupos que nao receberam a vitamina C: 1V{{®5,5+3,88), 10VitC(8115,25)e
20VitC (51,2+2,31), em comparacao canGrupo Controle (6,5+1,41). Os grupos
1VitC* (7,0+1,29), 10VitC (59,943,03) e 20VitC (23,0+3,07) apresentaram
reducdo da quantidade deste constituinte tecidual em cagparam 0s respectivos
grupos 1VitC (46,5+3,88), 10VitC(8115,25) e 20VitC(51,2+2,31) (Tabela 11).

Epitélio filamentar das branquias dos animais do grupo 10\6%;1+6,57)
apresentou quantidade elevada, em relacdo ao Grupo CoB868869). Os grupos
1VitC* (31,242,98) e 20VitC (34,0+2,75) apresentaram menores quantidades dest

constituinte tecidual, em relacéo ao grupo 10\8°2,1+6,5% (Tabela 11)

5.4.2. Analises morfométricas do figado
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5.4.2.1. Experimento - Animais expostos ao Cr (VI) durante 15
dias: Verificou-se que a quantidade do citoplasma de hepatdcitosda@r nos
animais do grupo 1VitC(201,5+4,03) em relacdo aos animais do Grupo Controle
(129,8+ 0,46) e dos grupos 10Vit(Cl146,8+0,66) e 20VitC(139,6+1.03) Uma
menor quantidade deste constituinte tecidual foi observexda grupos 1VitC
(148,5+1,12)10VitC" (99,2+0,66) e 20VitC(118,0+0,51), quando comparados com
0 grupo 1VitC (201,5+4,03) (Tabela 12).

A quantidade de hepatdcitos mononucleares foi maior nos amios®g@gupos
VitC’, principalmente no grupo 20Vit@0,6+9,71), em relacdo ao Grupo Controle
(6,1+1,52). Nos grupos 1VitC (6,1+1,89) 10VitC" (10,1+1,44) e 20VitC
(2,2+0,30),a quantidade deste constituinte tecidual foi inferior aos grupaéitC
(26,2+4,33) 10VitC (40,1+6,67) e 20VitC(60,6+9,7). A quantidade de hepatocitos
binucleados dos grupos 1Vit(Cl1,1+0,38) 10VitC (4,5+1,25) e 20VitC(5,5+1,87)
foi similar a verificada no Grupo Controle (3,1+1,71). Nos arsn@ps grupos
1VitC* (41,6+3,99), 10VitC (33,5+3,18)e 20VitC" (80,3+5,06) a quantidade destes
nucleos foi maior em relacdo aos grupos que nado recebsmplementacdo da
vitamina C (Tabela 12).

A presenca de infiltrados leucocitarios nos animais do grupo QOVit
(22,9+9,4F foi superior em relacdo aos grupos 1Vit(5,1+1,75), 10VitC
(12,8+1,67) e Controle (3,9+0,86) (Figura 19%. quantidade deste constituinte
tecidual foi inferior nos grupos 1Vitq12,3+1,99), 10VitC (7,4+1,76) e 20VitC
(11,5£1,63) em relacdo ao grupo 20Vi{€2,9+9,47) e similar aos grupos 1VitC
(6,1£1,75) e 10VitC(12,8+1,67) (Tabela 12).

A quantidade de capilares sinusoides ndo apresentou difesigmificativa
nos grupos 1VitC(14,4+0,50), 10VitC (21,4+1,37) e 20VitC(23,5+1,04), em
comparacdo ao Grupo Controle (7,9+0,74). Nos grupos 1\i63,95+0,45) e
10VitC" (76,9+2,76)a quantidade deste constituinte tecidual foi superior aos animais
dos grupos 1Vit@14,4+0,50), 10VitC(21,4+1,37) e 20%C (23,5%£1,04) (Tabela
12).

Houve aumento significativo do diametro nuclear de hepgagddbs lambaris
do grupo 20VitC (4,7+£0,21) em relacdo aos grupos 1Vi(C,2+0,12), 10VitC
(1,6+0,64)e controle (1,8+0,10). O grupo 10Vit5,5+0,19) também apresentou
aumento do diametro nuclear de hepatécitos, quando catopaos grupos 1VitC
(1,240,12) 10VitC (1,6+0,64)e 20VitC (4,7+0,21) (Tabela 12).
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5.4.2.2. Experimento 2- Animais expostos ao Cr (VI) durante 45
dias: Verificou-se que a quantidade do citoplasma de hepatocitosmdair nos
animais do grupo 1VitC(175,0+4,19), em comparacdo com os animais do Grupo
Controle (129,8+0,46)A quantidade deste constituinte tecidual foi maior no grupo
20VitC" (187,4+2,99), quando comparado com o grupo 10Yik27,9+0,90), sendo
que o grupo 10VitC(94,9+5,48 apresentou quantidade inferior aos grupos 1VitC
(175,0+4,19) e 20Vitq(152,3+0,43 (Tabela 12).

A quantidade de hepatdcitos mononucleares foi maior nos amiosgagupos
1VitC (38,0+3,63) e 10VitC(41,2+3,28) em relacdo ao Grupo Controle (6,1+£1,52).
Nos grupos 1VitC (6,1+0,99) 10VitC" (8,2+1,75) e 20VitC (1,9+0,36) a
guantidade deste constituinte tecidual foi inferior aagpags 1VitC (38+3,63) e
10VitC (41,2+3,28).A contagem de hepatocitos binucleados dos grupos 1VitC
(3,0£1,28) 10VitC (5,4+0,90) e 20VitC(6,4+1,87) foi similar a verificada no Grupo
Controle (3,1+1,71)A quantidade de hepatdcitos binucleados foi maior nos animais
dos grupos 1VitC (41,6+4,23), 10VitC (33,6+4,96) e 20VitC (53,2+4,44) em
comparagao com 0s grupos que nao receberam suplementagi@mnitza. C (Tabela
12).

A presenca de infiltrados leucocitarios nos animais dos grapystC
(16,6+1,51) e 20VitC (19,0£3,47) foi superior em relacdo ao Grupo Controle
(3,942,86). Nos grupos 1VifC (12,3+3,51), 10VitC (11,3+3,01) e 20VitC
(15,92+1,57)a quantidade deste constituinte tecidual foi similar aos grapyaC
(16,6+1,51) 20VitC (19,0+3,47) (Tabela 12).

Os capilares sinusoides dos grupos 1V{il8,3+2,14), 10VitC(23,7+4,56)e
20VitC (15,243,81) apresentaram quantidades superiores as do Grupo l€ontro
(7,9+0,74). Nos grupos 1VitC(54,9+6,31) e 10VitC (70,2+7,22),a quantidade
deste constituinte tecidual foi superior aos animais dopogr 1VitC (18,3+2,14),
10VitC (23,7+4,56) e 20Vitd15,2+3,81) (Tabela 12).

Houve aumento significativo do diametro nuclear de hepgagdbs lambaris
do grupo 20VitC (5,1+£0,32), quando comparado aos gmu¥itC (1,1+0,16),
10VitC (1,4+0,16)e controle (1,8+0,16). Os grupos 10Vit(8,2+0,45) e 20VitC
(4,2+£0,32) apresentaram aumento do didmetro nuclear de hépstéguando
comparados aos grupos que ndo receberam a suplementacaondaa\via(Tabela
12).
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5.4.3. Analises morfométricas dos testiculos
5.4.3.1. Experimento 1 Animais expostos ao Cr (VI) durante 15
dias: A quantidade deistos ndo apresentou diferencas significativas entreupegjr
VitC", VitC" e o Controle (Tabela 13).

A quantidade do fluido testicular foi consideravelmenteomaos animais
dos grupos 1WC" (40,3+3,87) e 10Vit((106,1+4,80) em relacdo ao Grupo Controle
(0,7+0,10). Nos grupos 1VifC (27,4+1,21) 10VitC" (29,0+5,62) e 20VitC
(54,3+3,14), a quantidade do fluido testicular foi inferior ao grupo 10VitC
(106,1+4,80). Entretanto, a quantidade de espermatozoides dp®ss gnao
apresentou diferencas significativas entre os grupos ,VW&C" e o Controle
(Tabela 13).

A célula de Sertoli foi verificada em maior quantidade anasais do grupo
1VvitC™ (13,4+0,38), em comparacao camGrupo Contrée (1,2+0,27). No grupo
1VitC* (20,9+1,99), a quantidade desta célula foi superior aos grupos 1VitC
(13,4+0,38), 10VitC(2,3+0,56 e 20VitC (1,0+0,86 (Tabela 13).

Em relacdoas espermatogobnias, 0os animais dos grupos 10V2€9+4,76
apresentaram a quantidade destas células superior ao Gmipol€(1,4+0,55). No
grupo 20VitC (39,7+6,68)a quantidade das espermatogdnias foi superior aos grupos
1VitC (1,55+1,26), 10VitC(29,9+4,76) e 20Vit(2,0+0,98) (Tabela 13).

5.4.3.2. Experimento 2- Animais expostos ao Cr (VI) durante 45
dias: A quantidade de cistos dos grupos 1Vi89,7+2,27), 10VitC(39,3+3,12),
20VitC (24,9+2,01) foi inferior aos animais do Grupo Controle (104,2+4,08)
grupos 1VitC (41,4+3,03), 10VitC (23,5+2,59) @0VitC" (11,1+2,74) apresentaram
guantidade de cistos similar aos grupos que ndo foram supéEtoentom a
vitamina C. Em contrapartida, a quantidade de intertubulsufzerior nos testiculos
dos animais dos grupos: 1Vit(Z,5+1,12), 10VitC(12,2+2,31), 20VitC(9,3+1,19
ao comparar com o Grupo Controle (2,2+0,15). Os grupos IMVi62,8+4,25) e
10VitC" (38,2+5,04 apresentaram quantidade do intertibulo superior a todos os
grupos que nao receberam vitamhérabela 13).

A quantidade do fluido testicular dos grupos 1Vi{€9,2+6,69) 10VitC
(127,7+4,65) e 20VitG135,5+5,57) foram superiores ao Grupo Controle (0,731,10
O grupo 20VitC (182,3+8,33) apresemt a quantidade de fluido testicular superior

aos grupos que nao foram suplementados com a vitamitan@ontrapartida, o
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nimero de espermatozoides grupo 1VitC (169,8+4,19 foi superior aos grupos
10VitC (66,6£2,07) 20VitC (79,3+£3,96) e Controle (50,9+2 bZEnquanto issoa
quantidade de espermatozoides nos grupos 1V&g,0+3,54), 10VitC (73,8+3,02)
e 20VitC (41,6%2,24) foi similar aos grupos que ndo receberam a suptiecde da
vitamina C (Tabela 13).

O numero de células de Sertoli foi maior nos animais dpogrlVitC
(8,3+£1,59), em comparagdo coonGrupo Controle (1,2+0,27). A quantidade de
células de Sertoli nos grupos 1Vit@1,9+0,23) 10VitC" (2,6+0,42)e 20VitC*
(0,2+0,06) foi similar aos grupos 10Vit(1,8+0,53) e 20VitC(0,3%0,48) e inferior
ao grupo 1VitC(8,3+£1,59) (Tabela 13).

A guantidade das espermatogbnias dos grupos 10Mi(5+1,05) e 20VitC
(16,6+1,05) foi superior ao controle (1,4+0,32). Os grupos IVi&8+1,04)
10VitC" (1,8+0,75) e 20VitC (3,7+1,22) apresentaram quantidade de
espermatogobnias inferior aos grupos 10Vi05,5+6,87) e 20VitC(16,6+6,06)e
similar ao grupo 1VitC(1,4+0,32) (Tabela 13).

5.5. Analises das enzimas antioxidantes

5.5.1. Estresse oxidativo nas branquias

5.5.1.1. Experimento - Animais expostos ao Cr (VI) durante 15

dias. A atividade da enzima SOD no tecido branquial foi menototans grupos
1VitC™ (0,054 nmol.g), 10VitC (0,054 nmol.d) e 20VitC (0,025 nmol.g) quanto
nos grupos 1Vit€ (0,092 nmol.g), 10VitC" (0,077 nmol.g§) e 20VitC (0,049
nmol.g"), quando comparados ao Grupo Controle (0,0118 niolNp entanto, o
grupo 20VitC (0,025 nmol.g) foi o que apresentou menor atividade de SOD em
relacdo ao Grupo Controle (0,118 nmd).gAo passo que a atividade dessa enzima
foi maior nos grupos 1VitC(0,092 nmol.g), 10VitC" (0,077 nmol.g) e 20VitC
(0,049 nmol.g) em relacdo aos grupos 1Vit(,054 nmol.g), 10VitC (0,054
nmol.g") e 20VitC (0,025 nmol.§) (Figura 11A)

A atividade da enzima CAT foi superior no tecido branqdiad grupos:
1VitC (267 pmol.mift.g™), 10VitC (120 pmol.mift.g™), 20VitC (94 pmol.mift.g
Y, 1vitC* (57 pmol.mirt.g%), 10VitC" (21 pmol.mint.g?) e 20VitC (52.500
pumol.miri*.g") em comparacdo comGrupo Controle (19.500 pmol.mirg™?). No
entanto, os grupos 1Vit€ 10VitC apresentaram as maiores atividades desta enzima

(267 e 120 pmol.mihg?, respectivamente) em relacdo ao Grupo Controle (19.500
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pumolmin™.g?). Em contrapartida, os grupos 1VitG7 umol.mirt.g™), 10VitC* (21
pumol.min'.g?) e 20VitC (52.500 pmol.miit.g") apresentaram atividade reduzida
da CAT em relacdo aos grupos 1Vi(@67 umol.mift.g"), 10VitC (120 pmol.min

1 gh), 20VitC (94 umol.mirt.g™) (Figura 11B).

A atividade da GST no tecido branquial dos grupos: T2®63 pmol.min
1 gh), 10VitC (4.375 umol.miit.g*), 20VitC (7.917 pmol.miit.g?), 1VitC* (4.479
pumol.miri*.g?), 10VitC* (2.813 pmol.miit.g") e 20VitC (4.166 pmol.mift.g%) foi
similar & atividade desta enzima no Grupo Controle (6.667 pindlgi). Ao passo
que no grupo 1VitC(9.063 pmol.miit.g"), foi verificado maior atividade dest
enzima, enquanto o grupo 10Vit* ¢2.813 pmol.mift.g") apresentou menor
atividade da enzima, sempre em relacdo ao Grupo Controle (B66I7miri.g™).
Em contrapartida os grupos 1Vit(®.063 pmol.mitt.g™), 10VitC (4.375 pmol.min
1 g%, 20VitC (7.917 pmol.miit.g™") apresentaram maior atividade dessa enzima em
relacdo aos respectivos grupos 1Vit®.479 pmol.miit.g%), 10VitC" (2.813
pmol.min.g?) e 20VitC" (4.166 umol.miit.g™) (Figura 12A).

A concentracao de proteinas carbonilaié@snaior, nos animais dos grupos
1VitC (20,6 nmol.mLY), 10VitC (21,5 nmol.mLY) e 20VitC (20,2 nmol.m[}), em
relacdo ao Grupo Controle (7,3 nmol.MLEm contrapartida, os grupos 1Vit(7,9
nmol.mL?), 10VitC" (7,9 nmol.mLY) e 20VitC+ (8,1 nmol.mL) apresentaram
niveis de proteinas carboniladas equivalentes ao Grupo Cofdt®lenfol.mLY). Ao
passo que os grupos 1Vit(20,6 nmol.mLY), 10VitC (21,5 nmol.mLY) e 20VitC
(20,2 nmol.m[*) apresentaram maiores concentracdes dessas proteinatag#o r
aos grupos 1Vit€ (7,9 nmol.mCY), 10VitC" (7,9 nmol.mLY) e 20VitC+ (8,1
nmol.mL?) (Figura 12B).

5.5.1.2. Experimento 2- Animais expostos ao Cr (VI) durante 45
dias: A atividade da enzima SOD no tecido branquial, dos grupos: 1{tC65
nmol.g"), 10VitC (0,152 nmol.g) e 20VitC (0,132 nmol.g) apresentaram maior
atividade desta enzima, em comparacdo com o Grupo Contral (Bmol.g').
Porém, os grupos 1VitC(0,110 nmol.g), 10VitC" (0,103 nmol.g) e 20VitC
(0,119 nmol.g) apresentaram atividade das proteinas carboniladas similares a
Grupo Controle (0,118 nmoly. Ao passo que a atividade dessa enzima foi maior
nos grupos 1VitC (0,165 nmol.g), 10VitC (0,152 nmol.§) e 20VitC (0,132
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nmol.g%) em relac&o aos grupos 1Vit@®,110 nmol.g), 10VitC' (0,103 nmol.g) e
20VitC* (0,119 nmol.g) (Figura 11A).

A atividade da enzima CAT foi superior nos grupos: 1Vi{Z75.000
pumol.miri*.g?), 10VitC (135.000 pmol.mirt.g), 20VitC (117.500 pmol.mift.g™),
1VitC* (78.500 pmol.miil.g™), 10VitC" (36.000 pmol.mii.g™) e 20VitC (54.000
numol.miri*.g?), em relagéo ao Grupo Controle (19.500 pmolimjit). No entanto,
0s grupos 1VitC (275.000 pmol.mit.g?), 10VitC (135.000 pmomin™.g?) e
20VitC (117.500 pmoinint.g') apresentaram maior atividade desta enzima em
comparacéo aos grupos 1Vit(Z8.500 pmol.mii.g™"), 10VitC" (36.000 pmol.min
' g") e 20VitC (54.000 umol.mif.g™") (Figura 11B).

A atividade da GST no tecido branquial foi superior nos aisirdo grupo
1VitC™ (14.584 umol.min.g) em relagéo aos gruguControle (6.667 pmol.min’g,
10VitC'  (4.687 pmol.min.g), 20VitC (8.152 umol.min.g), 1VitC* (5.983
pmol.min.g"), 10VitC" (2.500 umol.min.g) e 20VitC (5.135 pmol.min.g) (Figura
12A).

A concentracao de proteinas carboniladasriior nos animais dos grupos:
1VitC (17,6 nmol.mLY), 10VitC (12,6 nmol.mLY) e 20VitC (15,9 nmol.mL') em
relacdo ao Grupo Controle (7,3 nmol.MLEm contrapartida, a quantidade destas
proteinas nos grupos: 1Vit€7,6 nmol.mLY), 10VitC" (6,5 nmol.mLY) e 20VitC
(8,2 nmol.mL*) ficou préximaa observada no Grupo Controle (7,3 nmol:HjL
Enquanto isso, os grupos 1Vit€7,6 nmol.mLY), 10VitC" (6,5 nmol.mL) e
20VitC" (8,2 nmol.mL') apresentaram as menores concentraces de proteinas
carboniladas em relacdo aos grupos 1Vi(€C7,6 nmol.mrY), 10VitC (12,6
nmol.mL?) e 20VitC (15,9 nmol.mL) (Figura 12B.

5.6.2. Estresse oxidativo no figado
5.5.2.1. Experimento - Animais expostos ao Cr (VI) durante 15
dias: A atividade da enzima SOD no tecido hepatico foi mengrgrapos 1VitC
(0,096 nmol.g), 10VitC (0,057 nmol.g§) e20VitC (0,026 nmol.§) em relacdo ao
Grupo Controle (0,107 nmoly. Ao passo que nos grupos Vit€sta atividade
sofreu reduca@ medida que a concentracdo do metal aumentava. Enapartida,
nos grupos 1Vit€ (0,111 nmol.g), 10VitC" (0,138 nmol.g§) e 20VitC (0,086

nmol.g"), aatividade desta enzima foi equivalente ao Grupo Controle (ByhoT.g
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') e superior aos grupos 1Vit®,096 nmag™?), 10VitC (0,057 nmol.g) e20VitC
(0,026 nmol.g) (Figura 13A.

A atividade da enzima CAT foi maior no tecido hepatico glopos: 1VitC
(556.500 pmol.min.g%), 10VitC (420.000 umol.mint.g?), 20VitC (592.500
umol.mir*.g), 1VitC" (405.000umol.min*.g™), 10VitC" (240.000umol.min.g™%)

e 20VitC (555.000pumol.mint.g) se comparados ao Grupo Controle (132.000
umol.min*.g™). No grupo 10VitC (240.000umol.min*.g™) a atividade desta enzima
foi menor em relac&o aos grupos: 1Vit(856.500umol.min™.g™), 10VitC (420.000
umol.min*.g™"), 20VitC (592.000umol.min™.g?), 1VitC" (405.000umol.min™.g™) e
20VitC* (555.000umol.min™.gh) (Figura 13B.

A atividade da GST no tecido hepéatico foi inferior nos gruddgitC
(15.417umol.min™.g%), 10VitC (17.188umol.min*.g™), 20VitC (15.834umol.min
tgh), 1VitC" (19.480umol.mir*.g"), 10Vit C* (26.563umol.min*.g") e 20VitC
(22.084 pmol.min*.g") em relacdo ao Grupo Controle (32.6050 umilg™). Os
grupos: 1VitC (19.480umol.mir*.g™), 10Vit C* (26.563umol.min*.g") e 20VitC
(22.084umol.min™.g*) apresentaram um leve aumento em relac&o aos grupas 1Vi
(15.417 pmol.min*.g%), 10VitC (17.188 pmol.min'.g') e 20VitC (15.834
umol.min.g™) (Figura 14A.

A concentracao de proteinas carboniladasnaior nos grupos: 1VitQ20,5
nmol.mL?Y), 10VitC (12,1 nmol.mC"), 20VitC (10,6 nmol.mLY), 1VitC" (7,5
nmol.mL?), 10VitC" (5,4 nmol.mLY) e 20VitC (6,7 nmol.mLY) em relacdo ao
Grupo Controle (2,7 nmol.mt). Porém, nos grupos: 1VitG@20,5 nmol.mLY),
10VitC (12,1 nmol.m[}) e 20VitC (10,6 nmol.mLY), a quantidade de proteina
carbonilada foi maior ao comparar com os grupaisC* (7,5 nmol.mLY), 10VitC
(5,4 nmol.mL*) e 20VitC (6,7 nmol.mLY) (Figura 14B.

5.5.2.2. Experimento 2- Animais expostos ao Cr (VI) durante 45
dias. A atividade da enzima SOD no tecido hepético foi maiorgrapos 1VitC
(0,120 nmol.g) e 10VitC (0,113 nmol.g), e menor no grupo 20VitQ(0,087
nmol.g') em comparacdo com o Grupo Controle (0,107 nipl.Bor outro lado,
nos grupos 1VitC (0,120 nmol.g), 10VitC (0,113 nmol.g) e 20VitC (0,087
nmol.g"), esta atividade sofreu reducdo & medida que a concentracéuetdl
aumentava. Nos grupos 1Vit@@,127 nmol.d), 10VitC" (0,156 nmol.g) e 20VitC’
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(0,102 nmol.g) a atividade desta enzima foi maior ou equivalente ao Grupo
Controle (0,107 nmol:) e aos respectivos grupos que ndo receberam vitamina C
(Figura 13A.

A atividade da enzima CAT foi maior no tecido hepético dopag: 1VitC
(574.000 umol.min*.g%), 10VitC (452.000 umol.min*.g%), 20VitC (600.000
umol.mir*.g), 1VitC* (477.500umol.min*.g™), 10VitC* (261.00umol.mir*.g?) e
20VitC* (433.500pmol.min*.g") quando comparados ao Grupo Controle (132.000
umol.min™®.g"). Entretanto, nos grupos 1Vit@477.500umol.min.g"), 10VitC"
(261.00@mol.min*.g") e 20VitC' (433.500 umol.min*.g") a atividade deat
enzima foi menor ou similar aos grupos 1Vi{&74.000umol.min*.g%), 10VitC
(452.000umol.mir*.g™") (Figura 13B.

A atividade da GST no tecido hepatico foi inferior nos grupbgitC
(16.676 umol.mint.gh), 10VitC (17.677 umol.min’.gh) e 20VitC (16.909
umol.min*.g"), 1VitC" (21.055umol.min*.g"), 10VitC* (26.772 umol.min.g) e
20VitC* (24.771umol.min*.g") em relacdo ao Grupo Controle (32.6Q500l.min
'gY. Porém, os grupos 1VitC (21.055 umol.mint.g?), 10VitC* (26.772
pmol.min.g") e 20VitC (24.771umol.min.g™%) apresentaram um leve aumento em
relacdo aos respectivos grupos 1Vit@6.676 pmol.min*.g"), 10VitC (17.677
umol.min.g™?) e 20VitC (16.909umol.min*.g?) (Figura 14A.

A concentracdo de proteinas carboniladasraior nos grupos: 1VitG17,0
nmol.mL?), 10VitC (15,3 nmol.mCY), 20VitC (14,9 nmol.mL}), 1VitC" (4,6
nmol.mL?), 10VitC" (5,5 nmol.mL) e 20VitC (3,0 nmol.mLY) em relacdo ao
Grupo Controle (2,7 nmol.mt). Porém, nos grupos 1VitC(4,6 nmol.mLY),
10VitC* (5,5 nmol.mLY) e 20VitC (3,0 nmol.mLY) a quantidade de proteina
carbonilada foi maior em compagdo com os grupos 1VitC(17,0 nmol.mLY),
10VitC (15,3 nmol.mCY) e 20VitC (14,9 nmol.m[) (Figura 14B.

5.5.3. Estresse oxidativo no musculo
5.5.3.1. Experimento 1- Tecido muscular dos animais expostos ao
Cr (VI) durante 15 dias: A atividade da enzima SOD no tecido muscular foi
inferior nos grupos 1VitC(0,062 nmol.g), 10VitC (0,051 nmol.g) e 20VitC
(0,039 nmol.g¢), quando comparados com o Grupo Controle (0,142 niMol.g
Enquanto isso, as grupos 1VitC (0,062 nmol.g), 10VitC (0,051 nmol.g) e
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20VitC (0,039 nmol.§) esta atividade sofreu uma reducdo & medida @ue
concentragdo do metal aumentava. Em contrapartidsa,gnepos 1VitC (0,152
nmol.g%), 10VitC" (0,159 nmol.g) e 20VitC (0,165 nmol.g), a atividade deat
enzima foi substancialmente superior & do Grupo Controle (Gyh#2g") e dos
grupos que néo receberam vitamina C (Figura)15A

A atividade da enzima CAT foi maior no tecido muscular desms grupos
1VitC™ (33.000 umol.min*.g%), 10VitC (61.500 umol.min*.g%), 20VitC (35.000
umol.mint.g"), quando comparados ao Grupo Controle (21086l.min*.g"). Os
grupos 1VitC (33.000 umol.min*.g?), 10VitC (61.500 umol.min*.g%), 20VitC
(35.000umol.mir*.g") apresentaram maior atividade da enzima CAT em rekag&o
Grupo Controle (21.00@mol.min*.g") e aos grupos que receberam vitamina C:
1VitC* (12.000pumol.min*.g™"), 10Vit C" (19.000umol.min*.g™%) e 20VitC (11.000
umol.min*.g™") (Figura 15B.

A atividade da GST no tecido muscular foi inferior enowds grupos VitC
e VitC', exceto pelo grupo 20VifC(2.117 pmol.mir’.g%), cuja atividade foi
superior, sempre em comparagioGrupo Controle (2.083 pumol.mirtly Os grupos
1VitC* (833 umol.min*.g?) e 10VitC (417 umol.mir*.g™") apresentaram atividade
reduzida desta enzima em relacdo aos grupos 1{it@®2pumol.mir*.g™), 10VitC
(1.875umol.min*.g™%) e 20VitC (1.667umol.min*.g™) (Figura 16A.

A concentracdo de proteinas carboniladagraior nos grupos: 1Vitd19,1
nmol.mL?), 10VitC (16,9 nmoimL™) e 20VitC (17,5 nmol.mL') em relacdo ao
Grupo Controle (7,1 nmol.mb), e aos grupog:VitC* (7,2 nmol.mL%), 10VitC' (8,5
nmol.mL?) e 20VitC (8,8 nmol.mL*) (Figura 16B.

5.5.3.2. Experimento 2- Tecido muscular de animais expostos ao
Cr (VI) durante 45 dias: A atividade da enzima SOD no tecido muscular foi
inferior nos grupos 1VitC(0,051 nmol.g), 10VitC (0,042 nmol.g) e 20VitC
(0,030 nmol.gd) quando comparados com o Grupo Controle (0,142 nifol.g
Enquanto isso, as grupos 1VitC (0,051 nmol.g), 10VitC (0,042 nmol.§) e
20VitC (0,030 nmol.f), esta atividade sofreu uma reducdo a medida ajue
concentracdo do metal aumentava. Em contrapartids,gnapos 1VitC (0,165
nmol.g%), 10VitC* (0,176 nmol.§) e 20VitC (0,190 nmol.g), além da atividade

desta enzima ter aumentado de acordo com 0 aumento daragdo do metal, ela
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foi substancialmente maior em relacéo ao Grupo ContrddZMmol.g") (Figura
15A).

A atividade da enzima CAT foi maior no tecido musculas gaipos 1VitC
(40.500 pmol.mir*.g"), 10VitC (66.000 umol.min'.g') e 20VitC (41.000
umol.mir*.g"), quando comparada & drupo Controle (21.00@mol.min*.g™).
Em contrapartida, nos grupos: 1Vit@15.000 umol.min.g?%), 10VitC* (25.500
umol.mint.g?) e 20VitC (22.500 pmol.min*.g") a atividade desta enzima foi
equivalente ao Grupo Controle (21.0000l.min*.g"). No entanto a atividade dessa
enzima nos grupos 1Vit@15.000umol.min*.g%), 10VitC" (25.500umol.min*.g™%)

e 20VitC (22.500umol.min*.g?) foi menor em relacéo aos grupos 1Vi{@0.500
umol.min*.g™"), 10VitC (66.000 umol.min*.g") e 20VitC (41.000 umol.min*.g™)
(Figura 15B.

A atividade da GST no tecido muscular foi inferior nos gsud/itC (729
pmol.min.g"), 10VitC (1.120umol.min™.g%), 20VitC (854 umol.min*.g?), 1VitC"*
(544 ymol.min.g?) e 10VitC (324 umol.min*.g") sempre em comparacdo cem
Grupo Controle (2.083 pmol.minly Ao passo que no grupo 20Vit@2.229
umol.mint.g%), a atividade da GST foi equivalente ao Grupo Controle (2.083
pumol.min.g") e inferior aos demais grupos Vit€VitC*. Porém, o grupo: 10VitC
(324 pmol.min*.g") apresentou a menor atividade desta enzima em re&gsio
grupos 1VitC (729 pmol.min.g), 10VitC (1.120 pmol.mir*.g?), 20VitC (854
umol.mint.g?), 1VitC" (544 umol.min'.g') e 20VitC (2.229 pmol.min.g™)
(Figura 16A.

A concentracdo de proteinas carboniladas foi maior nos giANIC (16,7
nmol.mL?Y), 10VitC (17,9 nmolm) e 20VitC (17,1 nmol.mL}), quando
comparada a encontrada no Grupo Controle (7,1 nmd).ralnos gruposlVitC*
(7,8 nmol.mL*), 10VitC' (8,1 nmol.mL?) e 20VitC (6,6 nmol.mL*) (Figura 16B.

5.6. Biossor¢ao eCocos nucifera L.

Em relacdo ao uso do pd da casca de coco verde coradaibipossorvente
verificou-se que a solucdo 3, contendo 20 migde Cr (VI) e 5 g.!' de material
biossorvente, apresentou as maiores porcentagens der¢imsdo metal em 60 min
de agitacéo (74,966) e em 120 min de agitacdo (75,76), comparand@ecom as

demais concentragdes testadas (Figuja 17
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6. DISCUSSAO

6.1. Mortalidade e Comportamento animal

Alteracdes de comportamento e mortalidade em peixes espastCr e a
outros metais pesados tém sido observadm diversos estudos (Brown e
Ahsanullah, 1971Hodson, 1988; Olojo et al., 2005; Condessa, 2009; Santos, 2010).
No presente estuddoram observados: natagdo descoordenada, intenso batimento
opercular, letargia e morte nos animais expostos & mage (20 mg.t) de Cr (VI).
Resultados similares foram verificados e@ncorhynchus mykisexpostos a
concentragBes subcrdnicas (30 dias) de 3 pgll0* de cadmio (CA(NE); - 4H0)
(Hollis et al., 1999), en®hanna punctatusxpostos a concentracdes agudas (96h) de
20 e 40 mg.L' de dicromato de potassio 4Br,0-), adicionados & agua (Mishra e
Mohanty, 2008) e emAstyanax aff. bimaculatus expostos a concentracbes
subcrénicas (30 dias) de 10, 15 e 20 rifgde zinco (Zn), adicionados & agua
(Condessa, 2009).

6.2. Determinacéo da concentracdo de Cr nos tecidos

Dos tecidos avaliados neste estudo, quanto a concentracaa, das C
branquias, figado e intestino, tanto dos animais dos gryp@ quanto dos grupos
VitC* dos experimentos 1 e 2, apresentaram 0s maiores nivesunhelacio do
metal. No entanto, a concentracdo deste metal nodosealos animais do
experimento 1 (15 dias) foi inferiorsaconcentracfes vistas nos animais do
experimento 2 (45 dias), tanto nos peixes que ndo recebesaplementacdo com a
vitamina quanto nos peixes que receberam a suplementagéa catamina C.
Depois de adsorvido, o Cr (VI) é transportado pelo sangue pas tacidos,
penetra rapidamente nos eritrécitos (Kiilunem, 1994), aamdol, principalmente,
em figado, rins e baco (WHO, 1996). As diferencas nosisitke acumulacaoed
metal nos diferentes 6rgdos dos peixes podem, primarigmset atribuidas as
diferencas no papel fisiolégico de cada Orgdo (Karuppasa2®g4d) e,
consequentemente, a capacidade de tolerarasaligersas fungdes regulatérias que
podem influenciar nas diferencas da acumulacdo nos te(fttmeanenko et al.,
1986). Resultados similares quanto a relacdo tempo de expesicancentracdo do
metal foram observados e@irrhinus mrigala expostos a 10,83 mg'Lde niquel
(NiCl,), 18,20 mg.[* de cromo (KCr,O;) e um mix contendo 8,61 mg'lde NiCh
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e K.Cr,0y, durante 7, 14, 21 e 28 dias (Palaniappan e Karthikeyan, 2008) atté rel
de acumulagcbes expressivas em branquias e rins de indiv@ocsrhynchus
tshawytschaexpostos a 24 e 54 pg-lde Cr durante 105 e 134 dias (Farag et al.,
2006) e em figado e rins d&irrhinus mrigala expostos a 10,83 mg'Lde niquel
(NiCly), 18,20 mg.L* de cromo (KCr,O;) e um mix contendo 8,61 mg'lde NiCh

e KoCr,Oy, durante 7, 14, 21 e 28 dias (Palaniappan e Karthikeyan, 20@@8nsAl
estudos detectaram concentracdes de Cr nas branquias (B@"yng.figado (0,11
mg.Kg") de individuos deSilurus glaniscoletados em rios da Italia (Squadrone et
al., 2013); e em branquias (8,06+Q,148+0,78 9,53+2,67e 0,04+0,003 mg.KQ),
figado (7,98+0,21, 3,25+1,72, 4,17+3,12 e 0,04+0,007 my,Kdns (8,06+0,10,
2,57+0,65, 0,45+0,15 e 0,04+0,004 mg¥ge musculo (7,66+0,13, 0,43+0,09,
0,40+0,10, 0,04+0,005 mg.Ky de Capoeta truttacoletados em lagos da Turquia
(Danabas e Ural, 2012).

6.3. Andlises histopatoldgicas das branquias, figado e testiculos

6.3.1. Andlises histopatologicas das branquias

As branquias dos Teledsteos participam de muitas fumgipestantes, como
respiracdo, osmorregulacdo e excrecdo, se encontrarooetato direto com o
ambiente externo e sado extremamente sensiveis acaksrna qualidade da agua.
Por isso, sdo consideradas o principal alvo de polueRekksic e Mitrovic-
Tutundzic, 1994; Mazon et al., 2002; Fernandes e Mazon, 2003). Portanto, aeanali
de histopatologias branquiais, induzidas pela exposicéo ldésteos a metais
pesados, € de suma importancia em estudos toxicologicos Erhepal., 2003).

Alteracdes como a dilatagcdo dos canais vasculares poctemeroquando 0s
peixes sofrem estresse por intoxicantes pkesente estudo, os grupos Vied/itC*
do experimento 1 e os grupos Vit€ VitC* do experimento 2 apresentaram
porcentagens similares dessa alteracdo. No entanto, assgvit®” de ambos os
experimentos apresentaram porcentagens superiores da adilathas canais
vasculares em relagcdo aos grupos Vit@s experimentos 1 e 2. Indicando que o
tempo de exposicdo ao metal ndo agravou a presenca gassiagias e que as
dosagens da vitamina C adicionadas a rag¢do, ao longo das 45 dias de
experimento, ndo foram suficientes para proteger o orgamieséambaris da leséao,
citada acima, que foi causada pela exposi¢cdo ao Cr. Seglguhs pesquisadores

os danosiscélulas de pilar, causados pela exposicdo ao metal, pedaumentado
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o fluxo sanguineo para dentro das lamelas, provocando), a@sslilatacdo do seio

venoso, congestdo sanguinea e aneurismas (Takashimaiye, Hi995; Rosety-

Rodriguez et al., 2002). Resultados similares foram obseneadosdividuos de

Oreochromis niloticusexpostos a 25 mgl de cadmio (CdG) durante 4 dias

(Garcia-Santos et al.,, 2007) e é@meochromis niloticuscoletados em ambientes
poluidos da Arabia Saudita (Abdel-Moneim et al., 2012).

De acordo com os resultados apresentados, a deformacadardalas
primarias dos grupos Vit@do experimento 2 se apresentaram em porcentagens mais
elevadas em relacdo aos grupos Vil experimento 1. Os grupos Vit@os
experimentos 1 e 2 apresentaram porcentagens similares rdgéatem questao.
Além disso, nos grupos de animais que receberam a suple&entag a vitamina
C, de ambos os experimentos, foram observadas pageestauperiores aos grupos
gue nédo receberam a suplementacdo com a vitamina C, ds asleaperimentos.
Sugerindo-se que a suplementacao dessa vitamina ndo aprefetdquraetor para
a deformacgéo das lamelas primarias, comprometendo, aasifuncdes vitais das
branquias, como as trocas gasosas e a osmorregulastas alteracbes foram
também verificads nas branquias de individuos #ypophthalmichthys molitrix
expostos a 5,7 mg-Lde niquel adicionado & agua durante 30 dias (Athikesavan et
al., 2006) e em individuos delapia mossambica& Lates calcariferexpostos a 2,8
ppm de mercurio e cromo adicionados a agua por 28 dias (Dwivali 2012).

As seguintes alteracOes patoldgicas: hiperplasia e Hifiario epitélio,
fusdo e desorganizacdo da lamela secundaria e descaduaefiélio filamentar,
foram observadas, neste estudo, em elevadas porcentagengrummos do
experimento 2, em relacdo aos grupos do experimento 1, queec&lzeram a
suplementacdo com a vitamina C. Os grupos do experimento Tecgleeram a
suplementacdo com a vitamina C , apresentaram porcentgigelases aos grupos
do experimento ,Zque receberam a suplementacdo com a vitamina C das @Gdterac
citadas acima. Sendo que, nos grupos Vitkservou-se que as porcentagens dessas
patologias foram inferiores aos grupos Vite ambos os periodos experimentais (15
e 45 dias). As patologias supracitadas sdo consideradasanms pesquisadores,
como exemplos de mecanismos de defesa do animal contrate ag&iidor, uma
vez que, em geral, estas resultam no aumento da distirtee o ambiente externo e
o sangue, formando assim, uma barreira contra a emteactzntaminantes e também

diminuindo a area de superficie vulneravel das branquias (Mdl&85; Karlsson-
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Norrgren et al, 1985; Hinton e Laurén, 1990; Erkmen e KolaniZ9@); Fernandes
e Mazon, 2003). Esses mecanismos dificultam o acesso donpolae sangue, no
entanto, as trocas gasosas também sdo prejudicadasr{des e Mazon, 2003;
McDonald e Wood, 2003). Na tentativa de se defender contra lenpes
ambientais,as alteracdes mencionadas podem acabar sendo maléfegmeixes,
pois as dificuldades respiratérias e a tentativa de mtama taxa de ventilacdo para
compensar a baixa captacdo de oxigénio, podem levar a vesgiablaSendo que a
presenca da vasodilafax; pode desencadear uma série de eventos que podem
acarretar em outras alteracfes patolégicas, e o comjentodas essas alteracdes
pode ocasionar, consequentemente, a morte dos peixemcdée similares foram
observadas por MokhtaAbd-Elhafeez (2013) er®reochromis niloticuexpostos
a 0,4 e 0,7 mgL de acetato de chumbo por 3 semanas. Korkmaz et al. (2009)
observaram a reducéo de hipertrofia, proliferacdo do epfiimentar e fusdo de
lamelas secundarias no periodo recuperativo de 15 diasag@o suplementada com
vitamina C,em individuos deOreochromis niloticugxpostos a 0,22 e 0,44 ¢.lde
cipermetrina associada ou ndo a 0,22 e 0,44 delvitamina C durante 10 e 20 dias.
De acordo com resultados apresentados, as porcentagenpedaofia e
hiperplasia das células de cloro e das células mucbsasvadas nos grupos Vit€
VitC*, do experimento 1, foram similares aos grupos \&ttC*, do experimento
2. De forma que, os grupos Vit@e ambos os periodos experimentais apresentaram
maiores porcentagens, das alteracfes supracitadas, qugos YitC de ambos os
periodos experimentais. Sugerindo que o tempo de exposic@o @@ alterou a
presenca dessas alteracdes e ajgaplementacdo da vitamina C ndo promoveu o
efeito protebr esperado nas branquias dos animais que receberam a vit&nina
hipertrofia das células de cloro é considerada uma respoststresse causado pela
exposicao ao metal (Nero et al., 2006). Na mesma, lie$ta hipertrofia pode ser
considerada um mecanismo de defesa dos peixes, ja que o roanstituido por
uma diversidade de acucares e proteinas que atraem aéneialssttoxicas,
reduzindo, portanto, a entrada de poluentes através dapiiiPerry e Laurente,
1989). No entanto, a hipersecrecdo de muco pode resuftaobertura cada vez
maior do epitélio branquial, impedindo, assim, as tragasosas (Pawert et al.,
1998). Estas alteracbes foram verificadas por Maggioni. 2@12) em diversas
espécies de peixes coletadas em ambientes poluidos da ikagddrillet et al.

(2010) observaram hipertrofia de células mucosas em ind&idadanio rerio
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expostos a 93,35 e 100 pg.lde uranio (UQNOs)..6H,0), adicionado & &agua,
durante 20 dias. Dwivedi et al., (2012), bem como Mokétabd-Elhafeez(2013),
verificaram a presengca de proliferagdo e hipertrofia déslaséde cloro em
individuos deTilapia mossambica Lates calcariferexpostos a 2,8 ppm de mercurio
e cromo por 28 dias, adicionados na agua, e tambér@rewchromis niloticus
expostos a 0,4 e 0,7 mg'lde acetato de chumbo por 3 semanas, respectivamente

A necrose ea ruptura celular sdo patologias associadas as alterag&es g
refletem o efeito direto dos poluentes (Temmink etl883) e ocorrem com maior
frequéncia em condicbes de elevada toxicidade (Abel etl@I§). No presente
estudo, os animais dos grupos Vit€ VitC' do experimento 1 apresentaram
porcentagens inferiores aos grupos ViCVitC' do experimento 2. Uma vez que,
em ambos o0s periodos experimentais, 0s grupos ¥p@sentaram porcentagens,
dessas lesfes, superiores aos grupos. V€6 indica que a vitamina C nao foi capaz
de surtir efeito protetor para essas les@dxlel-Moneim et al. (2012) observaram
rupturas celulares nas branquiasQieochromis niloticusoletados em ambientes
poluidos, inclusive com o Cr, na Arabia Saudita. Gareiat®& et al., (2007)
verificaram necrose e ruptura de ceélulas @meochromis niloticusexpostos a 25
mg.L" de cadmio (CdG) durante 4 dias. Rupturas celulares foram observadas po
Camargo e Martinez (2007) erRrochiladus lineatuscoletados nos coOrregos
Apertados e Cambé, situados na cidade de Londrina no Pargw, Mokhtare
Abd-Elhafeez (2013em Oreochromis niloticusexpostos a 0,4 e 0,7 mg-Lde
acetato de chumbo por 3 semamaspectivamentd’arvathi et al., (2011) e Dwivedi
et al., (2012) também verificaram a presenca de necrosadaiduos deTilapia
mossambica Lates calcariferexpostos a 2,8 ppm de mercurio e cromo adicionados
a agua por 28 dias, e também €yprinus carpioapds exposicao a dose letal de
cromo durante 96 ,hrespectivamenteKorkmaz et al. (2009) observaram que
individuos deOreochromis niloticusapresentaram reducdo de aneurismas ao serem
alimentados com racédo e vitamina C durante 15 dias, apés é@adi;22 e 0,44 g
L™ de cipermetrina associada ou n&o a 0,22 e 0,44 dglvitamina C durante 10 e
20 dias.

No presente estudo, a presenca de aneurismas nos animgisijpas VitCe
VitC* do experimento 1 foi inferior aos grupos Vit€VitC' do experimento 2. Uma
vez que, em ambos 0s periodos experimentais, 0s grupo$ Afit€sentaram

porcentagens, dessa alteracdo, superiores aos grupos XpGntando que a
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dosagem de vitamina C ofertada aos animais nédo foi suBqgmara proteger o 6rgao
contra o potencial efeito toxico do Cr. Esta alteragédepestar relacionada com a
ruptura das células de pilar (Martinez et al., 2004), devadmaior fluxo de sangue
nas lamelas ou efeito direto do metal sobre as lamélste tipo de alteracéo
patoldgica € considerado grave e a sua recuperacao éepassis € mais dificil do
gue as alteracdes epiteliais (Poléksic e Mitrduicandzic, 1994). Camargo e
Martinez (2007) observaram esta patologia frochiladus lineatuscoletados nos
corregos Apertados e Cambé, situados na cidade de Londriferaimd. Maggioni et
al,, (2012) observaram aneurismas lamelares em diverggziess de peixes
coletadas em ambientes poluidos da Argentina. MishrMohanty, (2008)
observaram aneurismas em individuos@Qlanna punctatugxpostos por 96 h as
concentragdes de 20 e 40 mi§.de dicromato de potassio 48r.0;) adicionado a
agua.

A metodologia indice de alteracdo histopatologica (IAH)ipe®u as
severidades das lesdes branquiais observadas nossaexpastos ao Cr. De acordo
com o0s resultados obtidos, neste estudo, mesmo antbatuma quantidade
consideravel de patologias classificadas como pertelscaatestagio 11l (severas),
no geral, os valores médios do IAH branquial indicou arréacia de alteracbes
patolégicas leves em todos os grupos expostos ao Cr, intieye do tempo de
exposicdo e da dieta oferecida. Essa classificacdo ingliea as alteracbes
patolégicas ndo afetam a funcionalidade do ardg@amargo e Martinez (2007)
encontraramem Prochiladus lineatuscoletados nos cérregos Apertados e Cambé,
situados na cidade de Londrina no Parana, valores de |A&hgarentre 3,6 e 13,2,
indicativos de possibilidade de funcionamento normal do Orgéiteracdes
consideradas moderadas foram relatadas por Flores-Lopé®mmad (2011) em
espécimes dAstyanax fasciatudAH=41,67) e Cyanocharax alburnodAH=35,69)
coletados em ambientes poluidos (rios Cai, Gravataij 8a5inos).

Pelo meio da metodologia Valor Médio da Alteracdo (VMM), possivel
calcular o grau de ocorréncia de histopatologias, por anings branquias de
animais expostos a diferentes concentracdes de Crcerfsiatdo que o tempo de
exposicdo ao metal e a suplementacdo com a vitamina dC in@rferiu

expressivamente no grau da ocorrénaslesdes histologicas estudadas
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6.3.2. Andlises histopatologicas do figado

O figado é um dos primeiros 6rgdos a entrar em contatgotrantes apos
eles terem atingido a corrente sanguinesn fler Oost et al., 2003), por isso esta
sujeito a sofrer inUmeras alteracBes patolégicaspo@uouolizacdo dos hepatdcitos,
deplecédo de glicogénio, inflamagéo, alteracdo no formasocapilares sinogles e
formacéo de neoplasmas. Estas alteracoes podemespretddas como respostas ao
estresse ambiental sendo, desta forma, consideradaso ciicadores
histopatoldgicos (bioindicadores) da qualidade do ambienteefTah 1997).

A vacuolizacdo dos hepatdcitos pode ser resultante de sequdibrio entre
a taxa de sintese de substancias nestas células & @datdikeracdo destas mesmas
substancias para sangue. Este desequilibrio pode levar a degeneracdo celular
gual se caracteriza pela degradacao de proteinas estruturasnb@ana das células,
podendo levar a necrose, ja que as proteinas estruturarerdbrana mantém o
tecido hepatico compacto e homogéneo (Pacheco e Santos, R@0resente
estudo, este tipo de alteracédo hepatica foi pronunciado esdsdyrupos que foram
expostos ao Cr (VI). Ao passo que 0s grupos V&O/itC', do experimento 1,
apresentaram porcentagens similares aos grupos &aGtC’, do experimento .2
Porém os grupos VitG dos experimentos 1 e 2, apresentaram maiores payeasta
dessa alteracao patologica do que os grupos,\dtS experimentos 1 ¢ &ugerindo
gue a vitamina C ndo protegeu contra esta lesdo. Korkmdz (@0@9) também
observaram vacuolizacdo no periodo recuperativo de 15 d&s k@acéo
suplementada com vitamina C, de individuosQdeochromis niloticuexpostos a
0,22 e 0,44 g.t de cipermetrina associada ou néo a 0,22 e 0,44dglvitamina C
durante 10 e 20 dias, ou seja, a vitamina C também néaeftate protetor para esta
lesdo hepaticaA mesma alteracao foi observada em individuo®dehromisspp.
expostos por 24 e 96 h & concentracdo de 43,7 nuelCr (VI) adicionado & agua
(Abbas e Ali, 2007); en€hanna punctatuapos exposicao por 96 h a concentracées
de 20 e 40 mg.L de dicromato de potassio 4Br,O;) adicionado & 4gua (Mishra e
Mohanty, 2008); enCarassius auratusxpostos por 96 h a concentracdes de 21,42,
42,85 e 85,70 mg:t de Cr (V1) adicionado & agua (Velma e Tchounwou, 2040);
emOreochromis niloticugxpostos a 0,4 e®mg.L" de acetato de chumbo, durante
3 semanas (MokhtarAbd-Elhafeez, 2013).

A presenca de infiltrados leucocitarios e nucleos picretd® hepatocitos

constatada neste estudo, apresentou reducées em suasagercenos grupos VitC
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(experimentos 1 e 2) quando comparados aos grupos (éx@erimentos 1 e 2)
Sugerindo, portanto, que as dosagens da vitamina C ofertadasbasis,ao longo
dos periodos experimentais, demonstraram se suficientesjudar a acdo protetora
da vitamina sob essas lesfes citadas acima. A presenga alestacdes patologicas
indica que ha necrose no tecido hepatico, portanto, pedeassociar estas
alteracdes patolégicas com a hepatotoxicidade induzida pptsiedo ao metal
pesado (Gabriel et al., 2007). De forma que a necrose do thejlitico se
caracteriza por alteracfes nucleares e citoplasasatseguidas de perda dos limites
celulares (Roberts, 1989). Ao ocorrer necrose em unrndiedo tecido, ha a
liberacdo de moléculas sinalizadoras que induzem proliferagdular para a
substituicdo das células mortas, com a finalidade de retasr@ndic6es normais do
tecido (Roberts, 1989). Este tipo de lesdo leva a preje&asturais e funcionarso
figado de peixes (Stentiford et al., 2003), diminuindo sua funiaiawoke, e podendo
levar a faléncia do 6rgao (Rabitto et al., 2005). A necrsgefertemente associada
ao estresse oxidativo, uma vez que a peroxidacdo Apéiriginaria da bicamada
lipidica de uma membrana suscetivel a agentes toxicos.aGatoxicacdo, ocorre
aumento de radicais livres no citoplasma das célulassi@@ndo a elevacdo das
taxas de necrose e apoptose celular (Avci et al., 2005)egemga de infiltrados
leucocitarios e nucleos picnéticos de hepatocitosofservada em individuos de
Channa punctatusxpostos por 96 h a concentracdes de 20 e 40 nafg Idicromato
de potassio (KCr,O;) adicionado a agua (Mishra e Mohanty, 2008); também em
Carassius auratugspés exposicao por 96 h a concentracfes de 21,42, 42,8F0e 85,
mg.L* de Cr (VI) (Velma e Tchounwou, 2010). Nucleos picnéticos rfora
observados en®reochromis niloticusexpostos a 0,4 e 0,7 md.lde acetato de
chumbo durante 3 semanas (MokhéaAbd-Elhafeez, 2013); e er@reochromis
niloticus expostos a 0,22 e 0,44 {.lde cipermetrina associada ou ndo a 0,22 e 0,44
g.L™ de vitamina C durante 10 e 20 dias (Korkmaz et al., 2009). Posedoi
relatada emCyprinus carpioap0s exposicdo a dose letal de cromo durante 96 h
(Parvathi et al., 2011 emOreochromis niloticugoletados em ambientes poluidos
da Arabia Saudita (Abdel-Moneim et al.,, 2012). Abbas e Ali (200Bta@am
degradacédo e necrose de hepatdécitos e da veia cent@reehromisspp. Expostos
por 24 e 96 h & concentracdo de 43,7 fhglé Cr (VI) adicionado & agua

Lesdes como desarranjo da estrutura do parénquima, necoegeneracao

de hepatocitos sdo frequentemente associadas a poluicamnlulente aquético
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(Athikesavan et al., 2006; Abba e Ali, 2007; Mishra e Mohanty, 2(&ps lesdes
foram observadas no presente estudo nos grupos expostos a@/I)Cr
independentemente da suplementagdo com vitamina C, send® &@uoeorréncia
destas lesdes estd decisivamente relacionada a presefgandeagua, visto que
nenhuma alteracdo foi observada no Grupo Controle. A per@daraojo estrutural

do parénquima foi observada eétypophthalmichthys molitriexpostos durante 30
dias a 5,7 mg.t de niquel adicionado & &gua (Athikesavan et al., 2006); e em
Oreochromis niloticusexpostos a 0,4 e 0,7 m@.lde acetato de chumbo durante 3
semanas (Mokhtae Abd-Elhafeez, 2013). A degeneracdo no parénquima hepético
foi observada er®reochromis niloticugoletados em ambientes poluidos da Arabia
Saudita (Abdel-Moneim et al., 2012); e @yprinus carpioapds exposicdo a dose
letal de cromo durante 96 h (Parvathi et al, 2011).

O método indice de Alteracéo Histopatolégica (IAH) é baseadseveridade
das lesdes. Neste estudo, os valores medios do IAH lepiaticou a ocorréncia de
alteracOes patoldgicas leves, em todos os grupos exst@s, independente do
tempo de exposicdo e da dieta oferecida. Inferindo, agsEng tempo de exposicao
e a suplementacao da dieta com a vitamina C ndo agragaramortizaram o indice
de alteracdes histologicas (IAH). Segundo Camargo e Mart{g@007), o IAH
hepatico foi 52emProchiladus lineatugoletados nos corregos Apertados e Cambé,
situados na cidade de Londrina no Parand, o que indica aésrsgveras no orgao.

O valor médio de alteracdo (VMA), que € baseado na ownarée lesdes
por animal, ndo se apresentou alterado, neste estudmngmararos grupos dos
diferentes periodos (15 e 45 dias) de exposicédo ao Cr e@ssgijue receberam ou
ndo a suplementacdo com a vitamina C. Inferindo, no ggua, o tempo de
exposicdo ndo agravou a ocorréncia das histopatologias esuéadgue a
suplementacdo com a vitamina C ndo surtiu o efeito protesperado, no tecido

hepéatico contra os efeitos toxicos do Cr.

6.3.3. Andlises histopatoldgicas dos testiculos

Os peixes estdo susceptiveis a constantes exposicOesoa taos de
poluentes ambientais, os quais, por sua vez, podem sevidbsa transportados até
as gbnadas. Os efeitos desses poluentes ambientais sobproducdo desses
animais sdo aparentemente régidPor isso, a andlise histopatologica das gbnadas

de teledsteos expostos a metais pesados € de sumatam@orem estudos
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toxicoldgicos (Christiansen et al., 1998; Miles-Richardsoal.et999; van den Belt
et al., 2002; Kinnberg e Toft, 2003; van der Ven et al., 2003).

Ha relatos da inibicdo do processo espermatogénico, contamaon@entado
de espermatogobnias/espermatécitos e reduzido de espermattespdematides, a
atrofia e/ou necrose das células intersticiais bemocomdancas na estrutura das
células de sustentacdo, como sendo as alteracdesulsgss mais comumente
observadas em peixes expostos a metais pesados (Creasy, 1997)

A vacuolizacdo, em estagio avancado, pode levar asasda@rminativas a
necrose. Foi observada no presente estudo uma c@vwatiezducdo da ocorréncia
da vacuolizagdo nos grupos Vit€m relacdo aos grupos Vitdos experimentos 1 e
2, sugerindo a eficacia do efeito protetor da vitamina C soteeido testicular dos
animais que a receberam. Vacuoliza¢des nas células deglfeyaiin observadas ao
estudar os efeitos da poluicdo ambiental sobre as godadadividuos dduntius
Javanicusa Indonésia (Shobikhuliatul et al., 2013).

As células germinativas em desenvolvimento, especialmente o0s
espermatécitos primarios e secundarios, foram afetadasiveenente pelo Cr (VI)
no presente estudo, ocasionando o retardo no desenvolvirgenadal, com a
ocorréncia de agrupamentos pronunciados de células gernspaitaose nuclear, e
degeneracédo de cistos. Foram verificadas quantidades reddeidagupamentos
nucleares e picnose nuclear nos grupos Vitlds experimentos 1 e 2, em relacéo
aos grupos VitC dos experimentos 1 e, Augerindo, mais uma vez, que
suplementacdo com a vitamina C atuou como protetora amsitedeitos toxicos do
Cr (VI), ao reduzir a frequéncia destas patologias. A pemglear € caracterizada
por arredondamento e condensacdo do nucleo celular, gmdausar alteracbes
genéticas, necrose e, consequentemente, implica na oediganumero de
espermatozoides (Pieterse, 2004). As alteracfes supracis@@ascomumente
observadas em espécies de peixes expostos a outras cabstém niveis toxicos,
conforme relatado por Nath e Kumar (1990) em individuosCdhksa fasciatus
expostos ao sulfato de niquel (64 mb,Ladicionado & agua, por apenas 24h. Sendo
gue Pieterse (2004) verificou a presenca de picnos®reochromis mossambicus
ap6s exposicdo a 0,16, 0,4 e 2,0 rilgde cobre durante 96 h. Enquanto isso,
Vergilio et al. (2013) observaram a presenca de fusfes regleaeducao de células
germinativas em individuos dgymnotus carap@xpostos a 5, 10, 20 e 30 uM de
mercurio durante 24, 48, 72 e 96 h. Adicionalmente, Shobikhugatil (2013), ao
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estudarem os efeitos da poluicdo ambiental, na Indor@sservaram degeneracao
de cistos e necrose em individuosRimtius javanicus

Necroses e degeneracdes cisticas, identificadas renfgesstudo, em menor
porcentagem nos grupos VitGexperimentos 1 e 2), pode ser reflexo do efeito
protetor da vitamina C contra a intoagdo do Cr (VI) no tecido. Essas alteracdes
foram observadas em maior porcentagem nos grupos (diGexperimento 2) em
relacdo aos grupos VitQdo experimento 1). Além de resultar em alteracdes
degenerativas no epitélio seminifeesta patologia também pode ser responséavel por
mudancas nas células espermatogénicas (Pieterse, 20péyda da estrutura de
cistos é comunem espécies de peixes expostas a autmetais em niveis toxicos,
conforme relatado por Nath e Kumar (1990) em individuosCdisa fasciatus
expostos ao sulfato de niquel (64 md),Ladicionado & agua por 24 h. Sendo que
Pieterse (2004) verificou a presenca desta alteracdOreothromis mossambicus
ap6s exposicdo a 0,16, 0,4 e 2,0 rilgde cobre durante 96 h, 0 mesmo ocorrendo
em individuos deGymnotus carapexpostos a 5, 10, 20 e 30 uM de mercurio
durante 24, 48, 72 e 96 h (Vergilio et al., 2013).

De acordo com Ham e colaboradores (19@/Madre e Kumar (1987), as
substancias toxicas parecem atuar indiretamente sobrguiibeo entre os
hormoénios gonadotréficos e esteroides, oiqpacta a diferenciacdo, a maturacao, a
morfologia e a fisiologia gonadal como um todo, podemmwtanto, influenciar
diretamente as divisdes celulares do tecido germinativo.

A metodologia utilizada para caracterizar as severidddsdesdes- indice
de alteracdo histopatologica (IAH) constatou que os valores médios do IAH
testicular obtidos, neste estudo, foram classificadosocmoderadas nos grupos
20VitC" expostos ao metal por 15 e 45 dias, ou seja, afetam parotala funcio do
tecido, e leves nos demais grupos expostos ao Cr por 15 e 45 dias,
independentemente da dieta oferecida, ndo comprometergim, @&s funcdo do
tecido hepatico.

O valor médio da alteracdo (VMA) testicular pode-se mfaseque em
algumas patologias o tempo de exposicao ao metal interfergrau de ocorréncia
de algumas lesbes, como por exemplo, a ruptura de cateseatou aumento nos
grupos 10VitCe 20VitC expostos ao Cr por 45 em relacdo ao grupos 10¥itC
20VitC expostos ao metal por 15 dias. Por outro lado, a rupturastles doi

classificada como ndo observada em todos os grupos WiCexperimento 2
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enquanto que nos grupos 1Vit€ 20VitC' do experimento 1 essa alteracdo foi
classificada como discreta e moderada, respectivamenti@ant®, inferese que o
tempo de exposicéo ao Cr (VI) e a presencga da suplegderda vitamina C podem
influenciar na gravidade das ocorréncias de algumas le=siesilares.

6.4. Andlises morfométricas das branquias, figado e testiculos

6.4.1. Analises morfométricas das branquias

A andlise morfométrica de histopatologias nas branquiasitgeavaliar de
forma direta a relacdo do peixe com o ambiente aquatide vive (Silva, 2004)
Como regra geral, espera-se que a area das lamelas dejaemacondicdes
favoraveis a sobrevivéncia dos animais, e menor quando esE® em um
ambiente menos favoravel (Maciel Junior, 20@ta propriedade das branquias em
alterar a area de lamela em resposta as condicOesrdaibitem sido utilizada em
varios estudos com objetivo de avaliar a toxicidade de pigseobre as células dos
peixes (Leonardo et al., 2001; Silva, 2004; Figueiredo-Fernahd¢s2€07, Garcia-
Santos et al. 2007, Reis et al., 2D09

No presente estudo, o aumento no nimero de células mumosasdo o
filamento branquial observado em animais dos grupos 10¥iPOVitC expostos ao
metal durante 15 e 45 dias, quando comparado ao Grupo Conithé® que a
exposicao ao metal pode causar a proliferacdo desséssc@loservouse também,
que, no geral, ndo houve diferenca significativa entrgrapos VitC, 1VitC* e
20VitC", expostos ao metal por 15 dias, e os respectivos grup@s WiitC* e
20VitC", expostos amnetal por 45 dias. Além disso, os grupos Vjt€xpostos ao
metal durante 15 e 45 dias, ndo apresentaram diferengtistesi entre 0s
respectivos grupos VitC expostos ao metal durante 15 e 45 d#sgerindo,
portanto, que a vitamina C fornecida ndo atuou como agente proctetoa o efeito
nocivo do Cr as células mucosas. Sabe-se que a mgdiferea hipersecrecédo das
células mucosas nas branquias frente a situacdesressesbodem ser consideradas
como mecanismos de defesa numa resposta crénica, mas que podentanto,
comprometer a funcédo branquial, dependendo da severidadeckssy (Mallatt,
1985; Leonardo et al., 2001; Fracéacio et al., 2003).

O aumento e reducdo no numero das células de pilar adlssrmos animais
expostos ao Cr durante 15 e 45 dias, alimentados ou ndo camstaémentada

com a vitamina C, podem ser em decorréncia do aumentande ganguineo nas
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lamelas, ja que as células de pilar fornecem suponte jaos vasos sanguineos
(Takashima e Hibiya, 1995; Rosety-Rodriguez et al., 2002; Maréhel., 2004).
Mas a reducdo no numero dessas células, em particutEmprausar aneurismas e
vasodilatacdo do eixo venoso. Sendo importante resspl@ara presenca dessas
patologias foram observadas, neste estudo, nas brampsganimais expostos ao Cr
durante 15 e 45 dias.

A elevada quantidade do epitélio filamentar, observadagngms 10VitCe
10VitC" dos experimentos 1 e 2, do presente estudo, estaacirelda com
hipertrofia e hiperplasia do epitélio flamentarqual levou a fusdo parcial ou total
das lamelas secundarias, conforme observado na histapatdiranquial deste
estudo.

Em relacdo a quantidade das lamelas secundarias, os gvit@sdo
experimento 1 ndo apresentaram diferenca significativaiedagado aos respectivos
grupos VitC do experimento 2. Observou-se, também, que os grupos 2@d&C
experimentos 1 e 2 apresentaram valores, desse caonstitecidual, similares ao
Grupo Controle. Além disso, os grupos Vit@d experimento 1 ndo apresentaram
diferenca estatistica em relacdo aos respectivos Vi€ do experimento 2.
Pode-se inferir, portanto, que o tempo de exposicdo nao ioikbwena quantidade
das lamelas secundéarias e que a dosagenDdagd* de Cr (VI) ndo afetou a
integridade das lamelas secundarias. Infere-se, també&na suplementacdo com a
vitamina C ndo interferiu na preservacao da integridadeattaslds secundarias e
alguns dos seus constituintes, uma vez que nao foi obsedifadenca estatistica

entre os grupos Vit@ os grupos VitCdos experimentos 1 e 2.

6.4.2. Analises morfométricas do figado

O figado, como o maior 6rgdo envolvido com o metabolisorporal, entra
em contato direto com poluentes absorvidos do ambiente e gsanpgpara a
circulagdo sanguineaportanto, ndo é de se estranhar que alteracdes
histomorfolégicas no figado sejam frequentemente askxciaa poluicdo do
ambiente aquatico (Saleh, 1982; Braunbeck et al., 1990; Gortalbz1993).

No presente estudo, foi constatado que a quantidade deasit@pldos
hepatocitos entre os grupos Vit@os experimento 1 e 2, e o Grupo Controle ndo
apresentou diferenca significativa. Observou-se, tambémosjugupos VitC, do

experimento 1, ndo apresentaram diferenca estatisticelacdo a quantidade desse
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constituinte tecidual nos respectivos grupos V@®itC*, do experimento 2. Além
disso, a quantidade de citoplasma dos hepatécitos naaudgaghificativamente,
entre os grupos Vit@ VitC", dos experimentos 1 e 2. Enquanto issquantidade
dos hepatécitos mononucleados foi observada em maioeradmos grupos VitC
dos experimentos 1 e 2, em relagdo ao grupos Mit6s experimentos 1 e 2. Ao
passo que, os hepatdcitos binucleados foram observados iemgoentidade nos
grupos VitC, dos experimentos 1 e 2, em relacdo ao grupos,\div€ experimentos

1 e 2. No presente estudo, sugere-se que 0 aumento na fragdénmpatocitos
binucleados nos grupos VitQleve-se a necessidade do figado dos lambaris em
acelerar o metabolismo para metabolizar, de formaaapi vitamina C disponivel
no organismo, pois, uma vez metabolizada, a vitamina podgitéaano processo de
desintoxicacdo.Segundo Braunbeck et al.,, (199@s alteragbes no numero, no
tamanho e na forma do nucleo dos hepatécitos podem ser dewdposicdo a
contaminantesGul et al. (2004) afirm@am que a histopatologia hepatica em peixes
de dgua doce de areas poluidas leva a extensa proliferab@padécitos, indicando
aaparente acao toxicasgpoluentes sobre o figado.

A alteracdo no diametro nuclear de hepatdcitos tem fsetpuentemente
considerada tanto como sinal de aumento da atividade dhietalmuanto de
patologia (Braunbeck et al., 1990). No caso deste estudo, o tauofservado nos
animais dos grupos VitCdos experimentos 1 e 2, em relagdo aos grupos,VitC
sugere que possa ser um sinal de aumento da atividade metglagas a presenca
da vitamina C. Uma possivel explicacdo €, novamente, que @ssia vitamina C é
metabolizada pelo organismo, podera auxiliar no processo deod&Emcao que
ocorre no tecido hepatico.

Foi observado no presente estudo que o0s grupos ¥it@itC*, dos
experimentos 1 e 2, apresentaram numeros elevados dadofitlinfocitarios, no
figado, em relacdo ao Grupo Controle. Ao passo que o grupotC0do
experimento, 1 e o grupo 20Vit@o experimento 2, apresentaram maior nimero de
infiltrados  linfocitarios em relagdo aos demais grupos ViCVitC*, dos
experimentos 1 e 2. Este ultimo resultado corrobora nesultados apresentados
neste mesmo estudo, para histopatologia hepética, uma vemftarmacdo e
alteracédo no formato dos capilares sindss podem ser consideradas bioindicadores
histopatologicos de estresse ambiental (Thomas, 1990; Kairdér 1992; Teh et al.,
1997).
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Em relacdo a quantidade dos capilares sinusoides, 0os mesnzs
observados em ndameros aumentados nos grupos suplememadasviamina C,
no presente estudo. Este achado se correlaciona saaswtados histopatolégicos
apresentados neste estudo, no tocante a presenca deddilds; capilares e
congestdo sanguinea. A congestdo vascular do&leasou em veias pequenas €
uma mudanca patolégica frequentemente observada no figaainukes expostos a
substancias toxicas, e que as células hepaticas nadfaeante a congestdo podem
sofrer atrofia em casos mais severos (Wester, .et28D2). Esta alteracdo é
responsavel pelo acimulo de sangue que por consequénciaacalilatacdo dos
vasos sanguineos (Roberts, 1989). Este disturbio circolasta relacionado com a
diminuicdo da velocidade de circulagdo de sangue no Boagrandes proporcgoes,
causa diminuicdo das trocas metabdlicas entre o plasmguineo e o tecido
hepatico, causando danos as células locais, conformeomistatado em peixes de

agua doce de areas poluidas (Gl et al., 2004).

6.4.3. Analises morfomeétricas dos testiculos

Poluentes como residuos industriais e agricolas causaims véfeitos
deletérios no tecido das gbnadas de peixes. Eles podem gqaejudi
desenvolvimento de células germinativas e acunsgares testiculos, afetando o
processo da espermatogénese e podendo suprimir a producao o espgre leva
a uma reducdo na capacidade reprodutiva dos peixes (Shadtikhati al., 2013)
Portanto, estudos histomorfométricos das células gernasapiodem servir como
base para estudos toxicoldgicos (Pieterse e Van Vuren, 2002).

No presente estudo, a reducdo do nimero de cistos, obsemaitalos os
grupos \tC e VitC" do experimento 2, quando comparados aos respectivos grupos
VitC™ e VitC" do experimento 1 e ao Grupo Controle, sugere que o tempo de
exposicao ao metal interfere na constituicdo tecithsaicular e que a suplementacéo
com a vitamina C nao surtiu efeito protetor, ao longo dos 46 d#iatratamento,
contra os danos causados pelo Cr (VI). Individuos Lebistes reticulatus
apresentaram reducéo significativa de cistos ap6s expasi680 mg.L de zino
durante 20 dias (Sehgal e Saxena, 1986). Pieterse (2004) wvegdficeducdo no
ndmero de cistos erreochromis mossambiclepds exposicdo a 0,16, 0,4 e 2,0

mg.L™ de cobre, durante 96 h.
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O aumento de espermatogonias observado no grupo 108@@xperimento
1, e nos grupos 10Vit@ 20VitC, do experimento 2, em relagdo ao Grupo Controle
e, também, no grupo 10VitQdo experimento 1, em relagcdo ao grupo 10Vitd
experimento 2, indica que a exposicéo ao Cr (VI) no ptesstudo causa alteracoes
na proliferacdo destas células germinativas inici@saumento no numero de
espermatogdnias observado no grupo 20Vit€ experimento 1 em relagéo ao grupo
20VitC do experimentd, pode ser reflexo da acéo protetora da vitamina C cositra o
danos téxicos causados pela exposicao ao Cr (VI). Ditsremte do observado nos
mamiferos, as espermatogbnias dos peixes teledsteos paoosgram em contato
direto com a lamina basal do tdbulo seminifezosim, sempre completamente
envolvidas pelas células de Sertoli (Schulz et al., 20D8umento no namero de
células de Sertoli observado nos grupos 1Mit€s experimentos 1 e 2 em relacdo ao
Grupo Controle e aos demais grupos experimentais,\itle indicar a existéncia
de toxicidade, sendo que a proliferacaetaie células somaticas seria uma tentativa
de proteger as células germinativas dos efeitos toxicosdumupala exposicdo ao Cr
(VI). Uma vez que as células de Sertoli tém como umaae fsingdes manutengao
do ambiente adequado para a proliferacdo e maturacdo de ogdulagativas,
gualquer alterago na funcdo desta célula de suporte pode resultar em gerda
células germinativas e, consequentemente, infertilidadek@aeide, et al., 2005).
Teoricamente, qualquer substancia toxica pode produzir d@eyaietectaveis nas
funcdes das células de Sertoli, 0 que em seguida podemaraanormalidades nas
células germinativas, sendo estes o0s primeirosssoa lesdo testicular (Miles-
Richardson et al.,, 1998oekelheide, et al., 2005). No entanto, observou-se que o
grupo 1VitC do experimento 1 apresentou nimero maior de Célula deli San
relacdo ao Grupo Controle e aos demais grupos*\i€s experimentos 1 e 2.
Constatou-se, também, que ndo houve diferenca, signicath nimero de Células
de Sertoli entre os grupos Vit€ VitC", dos experimento 1 e 2. Hipertrofias
hiperplasias nas células de Sertoli foram observadasndividuos deMorone
americanae Cyprinus carpiocoletados no rio Hudson, EUA (Blazer, 2002).

No presente estudo, o aumento manero de espermatozoides no grupo
1VitC do experimento 1 em relacdo ao Grupo Controle e aos slegnapos
experimentais dos experimentos 1 e 2. N&o foi observadacalteno nimero dessas
células entre os grupos, dos experimentos 1 e 2, que r@&cebesuplemento com a

vitamina C e o Grupo Controle. No entanto o grupo 10 Vitld experimento 1
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apresentou aumento de espermatozoides em relacdo ao PoupatC do
experimento 1. Em relac@o a este ultimo resultado, sggeue a vitamina C atuou
como protetora contra os danos causados pelo metal medtdess germinativas
avancadasA reducao no niumero de espermatozoides geralmente se tefléorma
negativa no processo reprodutivo e perpetuacao das poputiiHesixes (Pieterse
e van Vuren, 2002; Pieterse, 2004). Pieterse (2004) observouragduedo a
producdo espermatica e@reochromis mossambicwpos exposicdo a 0,16, 0,4 e
2,0 mg.L" de cobre adicionado a agua durante 96 h.

As alteracdes no numero de cistos, espermatogdngeentatozoides, além de
proporcédo de intertubulo, observadas neste estudo, podeefieens da presenca de
algumas das diversas patologias observadas no test@zilambaris expostos ao Cr
(VI), como, por exemplo, nucleos picnoticos, degeneragdeecrose de ceélulas
germinativas. Sendo muitas delas consideradas irrevergiv@isrtanto, maléficas

para a reproducao dos animais.

6.5. Andlises das enzimas antioxidantes

6.5.1. Estresse oxidativo nas branquias

A primeira enzima responsavel pela defesa antioxidante ddacél a
superoxido dismutase (SOD), a qual catalisa a dismutacagidrégoquimica que
resulta um produto oxidado e um reduzido) do radical superéxridpeedxido de
hidrogénio. Em seguida, a catalase (CAT) realiza a degiagfo celular, ao
converter o peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua (Fugidkasida, 2007). Por
serem a primeira linha de defesa contra agentes toxicoo®giens (Pandey et al.,
2003), a proporcao dos niveis do sistema SOD/CAT € normaméhtada como
biomarcador para indicar o nivel de producdo de espécidsascate oxigénio
(EROs) (Regoli et al., 2003; van der Oost et al, 2003). No meesstudo, 0s niveis
crescentes da atividade de CAT nas branquias dos animsigrdpos Vit C
sugerem a presenca de elevada quantidade de peroxido de hidrogéitito, mu
provavelmente induzida pela exposicdo ao Cr .(\Wa tentativa de reduzir a
guantidade de peréxido de hidrogénio, foi necessario, portaatonento dos niveis
da enzima CAT no sistema antioxidante SOD/CAT. Em contiidpa no
experimento 2, tanto os niveis da enzima SOD quanto da @Amfsuperiores nos
grupos VitC e VitC", quando comparados ao Grupo Controlasil medida que

concentracdo do metal aumentou, os niveis destas end@nassceram. E possivel
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gue o aumento da atividade destas enzimas contribua para a @liongha EROs
induzidas pela exposi¢do ao poluente (Stara et al., 2012). O aumastatividades
de SOD e CAT foi observado ef@reochromis niloticusexpostos a diferentes
concentragtes (0,1%, 1% e 10% do volume total do aquariojudecdntaminada
com efluentes de fabricas téxteis durante 15, 30 e 454hgsal(e Mazmanci, 2011),
emCyprinus carpicexpostos a 0,5 e 1 mg-lde malation ndo associado ao licopeno
durante 14 dias (Yonar, 2013); e @neochromis niloticuexpostos a 0,04 mgiL
do pesticida fenitrotiol, sem associagcdo com a vitaminauCante 30 diasH]-
Gawad e Hamid, 2013). Em relacdo as alteracdes na atividadeide eCAT, foi
relatado um aumento desta enzima@anassius auratus. expostos a 10 mglde
Cr (VI) durante 24, 48 e 96 h (Kubrak et al., 20B3mLabeo rohitaexpostos a 4,5
ng.L* de malation durante exposicdes aguda (4 dias) e subcronicam$) FRAtil e
David, 2013). A reducédo da atividade da CAT foi observadaGsaochromis
niloticus expostos a 0,1, 0,5, 1,0 e 1,5 migde Cr (VI) durante 96 h; e eByprinus
carpio expostos a 93,95, 187,9, 281,85 mgde Cr (VI) (KCr,0O;) durante 24, 48,
72 e 96 h (Kumar et al., 2013).

O aumento da atividade de SOD e a reducdo da atividade de CAT,
observads nos grupos VitCdo experimento 1, quando comparado aos grupos VitC
no presente estudo, sugerem que a acdo da enzima SOD, juatao®na acao
protetora da vitamina C, foi eficiente na tentativa de reduzineutralizar as EROs
geradas pela exposicdo ao Cr (VI). Nao teria sido necespartanto, uma alta
atividade da CAT para transformae® em HO + O,. No entantg a reducédo das
atividades do sistema SOD/CAT, vista nos grupos Vite@ comparacdo com 0s
grupos VitC do experimento 2 do presente estudolusive a niveis proximos ao
Grupo Controlesugere que o tempo de exposicao foi significativo para qgéa a
protetora da vitamina C se estabelecesse, juntamente s@stema SOD/CAT, na
tentativa de reduza formacdo das EROs em decorréncia da exposicao ao Istetal
corrobora os indicios de que as alteracdes nas atigidkdeenzimas antioxidantes
podem ocorrer de um modo dependente da dose e do tempo de exmusica
poluente, bem como da susceptibilidade das espécies expadtagCheung et al.,
2001, El-Gawad e Hamid, 201l 3A reducao das atividades de CAT e SOD também
foi observada em individuos d@reochromis niloticusexpostos a 0,04 mg'Ldo
pesticida fenitrotiol, associado a suplementacéo ceitamina C, durante 30 dias

gquando comparado ao grupo que nao recebeu a vitaglzavad e Hamid, 2013)
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Um estudo anterior relatou que ndo houve diferenca sigivhcda atividade de
SOD entre os individuos d&yprinus carpioexpostos a 0,5 e 1 mg'lde malation
associado ao licopeno durante 14 dias, em relacdo ao Gaunpmle (Yonar, 2013).

A enzima antioxidante GST contribui para a segunda faskeslatoxicacao
do organismo apds exposicdo a xenobidticos, através da €ifmink conjugados
com a glutationa, sendo muito importante para a protdpdotecidos contra o
estresse oxidativo (Kubrak et al., 2010). O aumento da ativite@ST, observado
nos grupos 1VitCe 20VitC, dos experimentos 1 e 2 do presente estudo, imdica
estabelecimentoadestresse oxidativo induzido pela presenca do Cr (VI), e qae es
enzima esta atuando no processo de desintoxicacdo do Iegitpiial. O aumento
da atividade da GST também foi observado em individu@3reechromis niloticus
expostos a 0,04 mg.L-1 do pesticida fenitrotiol ndo associadtaraina C, durante
30 dias El-Gawad e Hamid, 2013Ds niveis de atividade da GST equivalentes ou
inferiores ao Grupo Controle, observados nos grupos’ i€ presente estudo,
sugerem que a acao protetora da vitamina C, em conjunto cprocesso de
desintoxicacdo da enzima GST, conseguiu reduzir a formac&R@s induzida
pelo Cr (VI). A reducdo da GST foi observada em individuosQteochromis
niloticus expostos a 0,04 mg'Ldo pesticida fenitrotiol, associado a suplementac&o
com a vitamina C, durante 30 di@sn comparacdo com 0 grupo que nao recebeu a
vitamina El-Gawad e Hamid, 2013Kubrak et al. (2010) ndo observaram alteracbes
significativas nos niveis de GST em individuosGbrassius auratus. expostos a
10 mg.L* de Cr (I1l) e Cr (V1) durante 24, 48 e 96h.

A formacdo de proteinas carboniladaomo produto da oxidacdo de
proteinas a partir de reacGesEROS, pode ser classificada como irreversidela
a alteracdes conformacionais e reducasatividades cataliticas das enzimas (Zhang
et al., 2008). Com isso, 0 aumento de proteinas carbonéadasnostras de tecidos
tornou-se um biomarcador amplamente utilizado em taetgesstresse oxidativo
(Zhang et al., 2008). Neste estudo, as branquias de aniomigrdpos VitCdos
experimentos 1 e 2 apresentaram altos niveis de proteimd®niEdas.
Concentracfes elevadas de proteinas carboniladas, stibdesnoxidantes, podem
indicar a presenca de uma elevada porcentagem de pratisfiueeionais, podendo
contribuir para danos celulares e até mesmo a meiftda; devido ao estresse
oxidativo (Hermes-Lima, 2004). Interessantemgente presente estudo, 0s grupos

VitC* apresentaram niveis de proteinas carboniladas préximos aos upo Gr
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Controle, indicando que a vitamina C atuou como protetoraec@ngeracao do
radicais OHe gerados pela exposicdo ao Cr (VI) e responsaveis justameta
carbonilacdo de proteinas (Farber e Levine, 1986; Oliver, 1887)aumenb nos
niveis de proteinas carboniladas tambénrdtatado pard.abeo rohitaexpostos a
4,5 pg.I* de malation durante exposicdes aguda (4 dias) e subctfidéas) (Patil
e David, 2013).

6.5.2. Estresse oxidativo no figado

A atividade antioxidante da SOD tem papel significativo nosamsmos de
defesa nas células (Kono e Fridovich, 1982; Pandey e2@0, Hermes-Lima,
20041). Modulagbes da atividade da SOD sé&o indicadores precocestresse
oxidativo em sistemas biologicos (Kono e Fridovich, 1982ndey et al., 2001
Hermes-Lima, 2004). N&o obstante, a catalase (CAT) podenselos marcadores
enzimaticos mais sensiveis a presengEHROS, e, devido ao fato de sua atividade
ser modulada por varios fatores, incluindo a producéo dieaia superoxido, ela
uma das enzimas antioxidantes mais utilizadas em pesgaisagstudar o estresse
oxidativo em peixes (Kono e Fridovich, 1982; Pandey et al., 20049te estudo,
foram observados niveis consideravelmente altos da atividadeAdee niveis
reduzidos da atividade de SOD no tecido hepatico dos animaisugms gfit C. O
aumento da CAT sugere a presenca elevada de peroxido dgénidroo que
provavelmente foi decorrente da exposicao ao Cr (VI). Orgliea que 0 processo
de estresse oxidativo estava em sua fase inicial, oadadels niveis de CAT foram
necessarios para atuar na reducdo da quantidade de perOxXddratgEnio. HA
relatos da reducéo da atividade da SODGarassius auratugxpostos por 96 h a 1,
2,5, 5 e 10 mg.t de Cr (lll) adicionado na agua (Lushchak et al., 2009); e em
Carassius auratugxpostos por 96 h a 10 e 50 nigde Cr (VI) adicionado na agua
(Lushchak et al.,, 2008). Kubrak et al. (2010)Lieet al. (2011) ndo observaram
alteracdes significativas nos niveis de SOD @aurassius auratugxpostos a 10
mg.L* de Cr (VI) e Cr (lll) durante 24, 48 e 96h, e @mcorhynchus mykiss
expostos a 50, 100 e 200 pg.de Cr (V1) durante 7 dias, respectivamerien
aumento da atividade desta enzima foi relatad&gprinus carpioexpostos a 0,5 e
1 mg.L* de malation ndo associado ao licopeno, durante 14 diag(Y2013).0
aumento de SOD e CAT foi relatado @reochromis niloticugxpostos a diferentes

concentragbes (0,1%, 1% e 10% do volume total do aquariojudecdntaminada
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com efluentes de fabricas téxteis durante 15, 30 e 434Hgal e Mazmanci, 2011)

e emOreochromis niloticusexpostos a 0,04 mg'Ldo pesticida fenitrotiol, sem
associacdo com a vitamina C, durante 30 diElsGawad e Hamid, 2013). Em
relacdo aos niveis de CATesultados similares foram observados €yprinus
carpio expostos a 0,5 e 1 mg‘lde malation ndo associado ao licopeno, durante 14
dias (Yonar, 2013) e elmabeo rohitaexpostos a 4,5 pg'lide malation durante
exposicdes aguda (4 dias) e subcrdnica (15 dias) (Patil d,284i3).Contrapondo

0 que foi observado neste estudo, niveis reduzidos da atividad@ Oaforam
relatadosem Carassius auratusxpostos por 96 h a 10 e 50 mg.de Cr (VI)
adicionado a &gua (Lushchak et al., 2008). Enquanto Velieheunwou (2010)
observaram tanto aumento quanto rédugios niveis de CAT, mas nao
significativos, enCarassius auratusxpostos a 4,25 e 8,57 ppm de Cr (VI) durante 4
semanas.

A vitamina C é um antioxidante em potencial que pode auxil@ganismo
a eliminar as EROs, impedindo, assim, danos aos tecidos (Pincemalil, &082;
Kelly et al., 2004; Wong et al., 2013D aumento dos niveis de SOD e CAT
observado n®grupos Vit C dos experimentos 1 e 2 do presente estudo, sugeee que
vitamina C, como parte do sistema antioxidante, atuou prategemtra a formacéo
de radicais livres, reduzindo assim, as EROs induzidas pefacetdo ao Cr (VI)

A reducéo de CAT e SOD também foi observada no teciddibepte individuos de
Oreochromis niloticusexpostos a 0,04 mg'Ldo pesticida fenitrotiol, associado a
suplementacdo com a vitamina C, durante 30 dias, quando cdm@erarupo que
nao recebeu a vitamin&kGawad e Hamid, 2013)onar (2013) relataram que os
niveis de SOD estavam normalizados e os de CAT reduziddSypnnus carpio
expostos a 0,5 e 1 mg‘lde malation associado ao licopeno, durante 14 dias.

As Glutationa S-tranferases (GST) constituem uma grande dadeikenzimas
multifuncionais que é formada a partir da Glutationa redu@SH). A enzima GST
se conjuga a xenobidticos e aldeidos, produtos da peroxidacgmdites l(Hermes-
Lima, 2004). Os conjugados formados nas células hepaticafesfientemente
excretados pela bile através das bombas dependentes deoATPpdem ser
degradados e acetilados para formar conjugados de N-acdstigistacidos
mercaptlricos), 0os quaisrdo excretados na urina (Hermes-Lima, 2004). A reduzida
atividade da GST hepatica nos grupos VidlBs experimentos 1 e 2 do presente

estudo pode ser um indicio de que o estresse oxidativojdodado Cr (VI) inibiu
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a atividade desta enzima . Lushchak et al. (2008) e Canabafaledo (2010)
também observaram niveis reduzidos de GST no figad€atassius auratus
expostos por 96 h a 10 e 50 migde Cr (VI), adicionados & agua, e@eochromis
niloticus capturados ao longo da bacia do rio Piragibu-Mirim nacede Sorocaba,
respectivamente. O aumento da atividade da GST tambéntataid@ em individuos
de Oreochromis niloticusexpostos durante 30 dias a 0,04 rigdlo pesticida
fenitrotiol ndo associado a vitamina EHGawad e Hamid, 2013). Por tudo acima
exposto, os valores crescentes da atividade da GST obsenméigado dos animais
dos grupos VitC do presente estudo, podem ser um indicio de que os dashs
enzima estejam se normalizando, se aproximando dos nivaiseafdos pelo
Grupo Controlelsto permite inferir, portanto, que a vitamina C, juntamex@m o
sistema SOD/CAT foram eficientes na reducéo da geracadRlas em decorréncia
da exposicdo ao Cr (MI)Uma reducdo da atividade da GST foi relatada em
individuos deOreochromis niloticusexpostos durante 30 dias a 0,04 nigdo
pesticida fenitrotiol, associado a suplementacéo coitamina C, em comparacéo
com O grupo que nao recebeu a vitamiBbGawad e Hamid, 2013).

Danos causados nas proteinas, ou na modificacdo quimacair@acidos em
proteinas durante o estresse oxidativo, podem originar mad¢dio de proteinas
carboniladas No presente estudo, 0 aumento na concentracdo de proteinas
carboniladas nos grupos Vit@os experimentos 1 e 2 pode indicar que a intoxicacao
por Cr (VI) induzu alteracdes na sintese de proteinas. Em contrapartigaucao
das proteinas carboniladas nos grupos Vil6s experimentos 1 e 2 deste estudo
permite inferir que a vitamina C teve acao protetora sobadical OH, o qual, que
além de ser um tipo de EROs induzido pelo Cr, é consideespmnsavel pela
formacédo de grupos carbonila nas proteinas. Ou seja, andtatoiou eficientemente
no mecanismo de defesa no figado, protegendo as proteinas digcandes
covalentes, geradas pela oxidacdo celular, e levanddiédmida carbonilacao de
proteinas (Farber e Levine, 1986; Oliver, 1980 aumento de proteinas
carboniladas foi também relatado &manna punctatéBloch) expostos a 0,75 pg L
! de deltametrina, 10 gLde endossulfam e 5 mg‘Lde paraquat durante 48 h
(Parveza e Raisuddin, 2005) e eabeo rohita,expostos a 4,5 pg Lde malation

duranteo exposicado aguda (4 dias) e subcronica (15 dias) (Patil e (26\i8).
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6.5.3. Estresse oxidativo no musculo

O desempenho do sistema SOD/CAT é frequentemente utilizadoeies
como biomarcador para indicaneutralizacdo da geracdo das EROs em decorréncia
da exposicéo a algum agente estressor (Regoli et al., 208er Oost et al, 2003).
Neste estudo, houve niveis relativamente altos da atividad€EAde e niveis
reduzidos da atividade de SOD no tecido muscular dos animais wussgvit C.
Sugerindo, qua exposi¢cdo ao metal e a catalisagdo do superoxido pelaceSOHm
gerou a formacgéo de peréxido de hidrogébim estudo relata o aumento dos niveis
de SOD e CAT no musculo dgrycon cephalugxpostos por 96 h a 2 mg-lde
Folisuper 600 BR ® (MP formulacdo comercial - MPC, 600"y (Monteiro et al.,
2009).

Os niveis da atividadeadenzimas SOD e CAT, observado nos grupos VitC
dos experimentos 1 e 2, em comparacdo ao Grupo Contrgieesente estudo
sugere a interacdo destas enzimas antioxidantes commaneit&, na tentativa de
neutralizaras EROs induzids pela exposicao ao Cr (VI). Estas intera¢des indicam
gue o padrdo de resposta do sistema de SOD/CAT devido a émpasi€r (V1) foi
influenciado pela presenca da suplementacdo da vitaminad@taa A reducao das
atividades de SOD e CAT foi também relatada em individudBrgeon cephalus
expostos por 96 h a 2 mg-lde Folisuper 600 BR ® (MP formulacdo comercial -
MPC , 600 g [') associado ao selénio (Monteiro et al., 2009).

O aumento da atividade da GST observado nos grupo§ ¥itCrelacdo ao
grupo VitC' do presente estudo, sugere que a bioacumulacdo do Cr (Vljodispa
reacdes que culmiram na geracdo de EROs, e ainda influenaias reacbes de
defesa efetuada pelas enzimas antioxidanéesando, assim, alteragcdes no processo
de desintoxicacdo realizado pela enzima GST. A reducdo ddadevda GST nos
grupos 1VitC e 10VitCdo presente estudo permite se inferir que a suplementacio
com a vitamina C, juntamente com o0 mecanismo de d&gat@o pela GST,
propiciou a diminuicdo da geracdo de EROs induzida pelo Cr &t somente
corrobora o papel fundamental da GST na protecdo dos temdb 0 estresse
oxidativo (Fournier et al., 1992). Monteiro et al. (2009) teglam o aumento da
atividade da GST no tecido muscular Be/con cephalugxpostos por 96 h a 2
mg.L* de Folisuper 600 BR ® (MP formulagdo comercial - MPC, 6007y L

associado ou ndo ao selénio.
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A introducdo de grupos carbonila a proteinas durante essstioxidativo,
bem como a medi¢cdo dos niveis de proteinas carboniladdsmpser utilizados
como biomarcad@s da exposicdo a poluentes (Parveza e Raisuddin, 20@5). N
presente estudo, o aumento das proteinas carboniladas nos fitosios
experimentos 1 e 2, indica que a intoxicacdo @o(VI) provavelmente provocou
aumento da geracdo de EROs e, consequentenzntajor sintese de proteinas
disfuncionais. Em contrapartida, a reducdo das proteard®riladas nos grupos
VitC* dos experimentos 1 e 2 no tecido muscular dos animais doferesstudo
sugere que a vitamina C atuoa defesa, impedindo a modificagdo covalente das
proteinas, ou seja, adicdo do grupo carbonila. A formdedte tipo de proteinas
disfuncionais € comumente relatada como consequéaaaidacao celular induzida
pela intoxicagdo ao Cr (Farber e Levine, 1986; Oliver, 1987).t&d0 acima
exposto, pode-se afirmar qaeguantidade de proteinas carboniladas pode fornecer
informagdes importantes e que séo potenciais indicadorestidEsse oxidativo em

peixes expostos ao Cr.

6.6. Biossorcao eCocos nucifera L.

A casca do coco verde € uma matéria organica constytifdapalmente por
carbono, oxigénio e hidrogénio. Por possuir a morfologi@mg# com superficies
irregulares, ela facilita a remocdo de metais em &ol{fino et al., 2006). Neste
estudo, a quantidade de Cr (VI) removida das solucdes que fieanazontato com
0 po6 da casca de coco verde durante 2 h foi superior a quntidanetal removido
das solucdes que ficaram em contato com a matéria orgamich h. Inferindo,
assim, que o poder de remocédo do Cr (VI) aumenta a megdilase prolonga
tempo de contato com o p6 da casca de coco verde. Blaajtaat al. (2008), ao
testarem diferentes materiais adsortivos, constatgtee nas primeiras 2h de contato
do metal com o material adsorvente, a remocéao iacoiis rapidamente. Apos este
periodo, o sistema adsorvente/solucao iteadatingir o equilibrio de concentracao,
permanecendo, assim, com o percentual de remocao dimingsidteRios similares
foram verificados por Pino et al. (2006), ao testaremtergial biossortivo do p6 da
casca de coco na remocdo de 20 ppm de diferentes nrathigydo o Cr (VI), da
agua. Hasany e Ahmad (2006) também observaram a eficiéngmooesso de
remocao dos metais: cromo trivalente [Cr (JIDfdmio [Cd (I)] e mercurio [H)

(IN], utilizando o p6 da casca de coco verde como matelisakeente.

80



7. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados no presente @stdelese concluir
gue a exposicdo ao Cr (V))os diferentes periodos, a saber, 15 e 45 dias, além de
levar a bioacumulacdo deste metal em diferentes O6rgéamspu alteracbes
patoldgicas e morfométricas nas branquias, figado ieulest, bem como alteracbes
enzimaticas e induziu estresse oxidativo nos tecidogjbra, hepatico e muscular
de individuos dé\. aff. bimaculatus

Esta exposicdo ao metal aumentou a sintese de rddioassnos tecidos dos
peixes e consequentemente aumentou a sintese de prdigfimasionais nos tecidos
estudados. Respostas diferenciadas nas atividades das®i®0D, CAT e GST,
observadas nas branquias, figado e muasculo dos lambarisstexpmo Cr (VI)
associado ou ndo a vitamina C, indicam a presenca de smoandesiguais na
regulacdo da expressao de genes para estas enzimas opetéagia fisiologica de
cada Orgéo. Alguns fatores como o tempo de exposiganse do Cr (VI) também
podem ter levado os tecidos a respostas antioxidantetifere

Em relacdo ao efeito protetor da vitamina C, a partir dosltaess
histologicos e enzimaticos obtidos no presente estudajuc®e que a vitamina
atuou em diferentes graus nos diferentes tecidos estudzatad que os resultados
dos testes enzimaticos apresentaram maaio benéfica desta vitamina junto as
enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST, na tentativa de reduzneutralizar o
estresse oxidativo e os danos produzidos nas branguadp fe musculo, apos
exposicdo ao Cr (VI). Portanto, houve efeito positivouso desta vitamina na
reducdo da ocorréncia e da frequéncia de algumas, das distgstologias
estudadas, na manutencdo de células e estruturas immoparaeo funcionamento
dos oOrgaos estudados e na regulacdo do sistema enziohdsidecidos estudados,
onde agiu como protetora dos diferentes tecidos estudados.

Os resultados demonstrados neste estudo apontam que cascaale coco
verde, residuo agroindustrial biodegradavel e fonte renqvéeml sim grande
potencial como material biossorvente de baixo custo patantento de efluentes
industriais contaminados com metais pesados, principalmeité\d). A utilizacao
da casca de coco como bioadsorventa sana excelente forma de aproveitamento

desta biomassa, ja que cerca de 400 mil toneladas anuai®dépigas no Brasil.
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8. TABELAS

Tabela 1 Classificagdo da severidade das lesdes por categoria de
indice de alteracdo histopatolégica (IAH), segundo Poléksic e
Mitrovic- Tutundzic (1994).

Categorias Severidade das alteraces (6rgao)
0-10 Funcionamento normal

11-32 Leve

33-54 Moderada

55- 76 Intensa

77-100 Severa

>100 Irreversivel

Tabela 2: Critérios para pontuacdo das lesbes em funcédo da
ocorréncia das alteracdes nas branquias, figado ieutest

modificado de Schwaiger et al. (1997).

Pontuacao Ocorréncia das alteracdes
0 (zero) Alteracao nao observada
1 (discreta) 1 a5 ocorréncias

2 (moderada) 6 a 10 ocorréncias

3 (intensa) 11al5 ocorréncias

4 (severa) Acima de 15 ocorréncias
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Tabela 3: Porcentagem da mortalidade detyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes

concentragoes de Cr (VI) durante 15 e 45 dias.

Mortalidade (%)

Concentracdes Tempo (dias)
de Cr (V1)

(mg.L? 1 8 15 22 29 36 45
Controle 0 0 0 0 0 0 0
1vit C” 0 0 0 0 0 0 0
10vit C 0 0 0 0 0 0 0
20Vit C 0 0 0 20 0 0 10
1vitC* 0 0 0 0 0 0 0
10vit C* 0 0 0 0 0 0 0
20Vit C* 0 0 0 10 0 0 10
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Tabela 4: Acumulacdo de Cr nos tecidos de machosAdgyanaxaff. bimaculatus submetidos a diferentes

concentracfes deste metal na 4gua durante 15 e 45 dias.

CONCENTRACAO DE Cr (VI) (mg.L )

ORGAOS
-1
(mg.g) C 1VitC 10VitC" 20VitC" 1VitC* 10VitC* 20VitC+
Cabeca 0,001+0,00 3,153%0,08 5,550+0,54 10,953+0,06 1,33x0,15  2,43+0,20  4,14+0,1%
Testiculos 0,001+0,00 6,471+0,58 10,613+3,58 29,308+7,50 3,34+0,76  2,74+0,92 5,96+0,23
—
© Branquias 0,001:0,00 16,333+42% 26,650+1,59 57,6570,18 6,41+0,05 14,91+2,08 13,54+4,87
o
S Figado 0,001+0,00 40,500:6,38 45,417+1,78 75,892+3,61 8,93+0,5 43,500+2,12 18,417+1,29
o
W Intestino 0,001£0,00 29,68857% 63,344+4,52 73,258+2,91 22,269+1,0%8 15,9432,93 27,792+2,7%
X
LLl
Mlsculo 0,001+0,00 2,069+0,18 3,213+0,25 4,579+0,88  1,448+025 3,545+0,38 2,374+0,0¥
Vértebras 0,001+0,00 4,021+0,08 18,940+0,98 18,636+0,58 2,307+0,18 4,288+0,58 17,216+2,3D
Cabeca 0,001+0,00 5,357+1,72 8,725+1,29 22,653+1,69 0,808+0,08 5,080+0,67 8,981+0,34
N Testiculos 0,001+0,00 15,044+2,09 39,784+2,11 59,553+3,20 2,024+0,58 2,245+0,2% 4,965+1,18
O ~ .
© Branquias 0,001+0,00 18,384+1,9% 31,022+2,91 73,575+2,56 5,151+1,02 18,208+2,91 16,410+1,08
Z
LL
S Figado 0,001+0,00 48,340+0,50 58,764+2,35 82,253+1,16 16,583+2,39 49,406+1,29 25,221+2,39
x
L Intestino 0,001+0,00 36,5930,26 68,438+2,21 07,807+3,28 24,814+243 19,443+201 28,936+1,32
NI
Mlsculo 0,001+0,00 3,168+0,62 5,966+1,27 10,002+0,58 0,648+0,14 6,045+1,08 4,374+0,0¥
Vértebras 0,001+0,00 13,137+1,07 19,285+1,18 38,572+1,00 5,788+0,14 6,500+1,4% 11,716+1,59

*Letras iauais na mesma linha indicam aue médias néo whifentre si pelo teste de NewmKauls. P<0.05.
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Tabela 5: Percentuais de patologias das alteracBes histopatolédgsadranquias detectadas ¢

machos déstyanaxaff. bimaculatusapés exposicdo a diferentes concentracdes de Crg\dAyuma por

15 e 45 dias.
CONCENTRACAO DE Cr (VI) (mg.L *)

PATOLOGIAS IAH
1VitC™ 10VitC™ 20VitC™ 1VitC* 10VitC* 20VitC*
Dilatacdo dos canais vasculares | 75,00 50,00 0,00 33,33 83,33 100,00
Aumento do espaco interlamelar secunda | 50,00 0,00 85,00 100,00 83,33 80,00
Hipertrofiasghiperplasias do epitélio | 50,00 000 2000 9000 9333 3500

filamentar
Deformacéo da lamela priméria | 50,00 40,00 100,00 100,00 100,00 100,00
8 Reducao do espaco interlamelar secundéd | 65,00 30,00 20,00 23,33 46,66 15,00
% Fuséo e desorganizagdo da lamela secunc | 100,00 30,00 100,00 100,00 100,00 100,00
% Hipertrofia e hiperplasia das células muco: 1l 100,00 10,00 100,00 100,00 100,00 100,00
é Ruptura epitélio lamelar I 100,00 30,00 100,00 100,00 90,00 100,00
. Hipertrofia e hiperplasia das células de clc 1l 100,00 40,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Descamacéo do epitélio Il 0,00 20,00 20,00 16,66 0,00 85,00
VacuolizacGes I 100,00 0,00 0,00 0,00 100,00 50,00
Necroses e degeneracdes celulares Il 65,00 10,00 100,00 13,33 100,00 100,00
Aneurismas lamelares 100,00 50,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Dilatacdo dos canais vasculares | 52,00 45,00 0,00 33,33 100,00 100,00
Aumento do espaco interlamelar secunda | 70,00 0,00 0,00 100,00 0,00 80,00
Hipertrofiasghiperplasias do epitélio | 60.00 0.00 0,00 7500 10000 100,00
filamentar

Deformacéo da lamela primaria | 100,00 65,00 100,00 100,00 100,00 100,00
8 Reducao do espaco interlamelar secundé | 8,00 4500 0,00 50,00 100,00 20,00
% Fuséo e desorganizagéo da lamela secunc | 100,00 65,00 0,00 100,00 100,00 100,00
é Hipertrofia e hiperplasia das células muco: I 100,00 30,00 0,00 100,00 100,00 100,00
é Ruptura epitélio lamelar I 100,00 45,00 100,00 100,00 60,00 100,00
W Hipertrofia e hiperplasia das células declc 1I 100,00 60,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Descamacéo do epitélio 1] 6,00 25,00 100,00 16,66 0,00 85,00
Vacuolizagbes I 100,00 0,00 0,00 0,00 100,00 50,00
Necroses e degeneracdes celulares Ill 100,00 55,00 100,00 55,00 100,00 100,00
Aneurismas lamelares I 100,00 85,00 100,00 100,00 100,00 100,00
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Tabela 6: Classificacdo das alteracdes histopatoldgicas das le&ndgiacordo com os valores méd

das alteractes (VMA) de lambaris expostos a diferenteseotracdes de Cr (VI) durante 15 e 45 dia

CONCENTRAGAO DE Cr (VI) (mg.L )

PATOLOGIAS — — —— — — —
1vitC 10VitC 20VitC 1vitC 10VitC 20VitC
. o . . . Na .
Dilata¢é@o dos canais vasculares Discreta  Discreta a0 Discreta Moderada Severa
Observads
. . Na
Aumento do espaco interlamelar secund: Discreta a0 Moderada Moderada Moderada Moderada
Observade
Hi fi hi lasi itéli , Na . .
Ipertrofias e_ Iperplasias do epitelio Discreta ao Discreta Discreta Moderada Moderada
filamentar Observade
Deformacao da lamela primaria Discreta Discreta Moderada Severa Moderada Moderada
- Reducao do espaco interlamelar secund Discreta Discreta Moderada Discreta Discreta Discreta
Fuséa izaca | | .
IC—) usaoe desorganlzggao da lamela Moderada Discreta Moderada Severa Moderada Moderada
prd secundaria
= Hipertrofia e hiperplasia das células
= Moderada Discreta Moderada Discreta Moderada Moderada
% mucosas
& Ruptura epitélio lamelar Moderada Discreta Moderada Severa Moderada Moderada
uw Hi fi hi lasi &ul .
Ipertrofia e |p;e|:cr)$0a3|a das celulas de Moderada Discreta Moderada Severa Moderada Moderada
Descamacéao do epitélio Nao Discreta Discreta Discreta Nao Moderada
& P Observad: Observade
. Nao Nao Nao .
V | @ M M D
acuolizac@s oderada Observad: Observad: Observads oderada Discreta
Necroses e degeneracdes celulares Discreta Discreta Discreta Discreta Moderada Moderada
Aneurismas lamelares Moderada Moderada Discreta Moderada Moderada Moderada
. - . . . Nao .
Dilatacdo dos canais vasculares Discreta Discreta Discreta Moderada Moderada
Observads
Aumento do espaco interlamelar secundi Discreta Nao Nao Moderada Nao Moderada
pag ‘ Observade Observad: Observade
Hipertrofias g hiperplasias do epitélio Discreta Nao Nao Discreta Moderada Moderada
filamentar Observade Observad:
Deformacéo da lamela priméria Moderada Discreta Moderada Moderada Moderada Moderada
~ . . . Nao . .
Reducéo do espacgo interlamelar secund Discreta Discreta Discreta Moderada Discreta
N Observads
,C_) Fuséo e desorganizacgédo da lamela . Nao
> .. Moderada Discreta Moderada Moderada Moderada
i secundaria Observade
E . . . . ’ ~
o Hipertrofia e hiperplasia das células Moderada Discreta Nao Moderada Moderada Moderada
H_J mucosas Observads
ﬁ Ruptura epitélio lamelar Moderada Discreta Moderada Moderada Discreta Moderada
Hipertrofia e hli?gféaga das celulas de Moderada Discreta Moderada Moderada Moderada Moderada
~ - . . . Nao
Descamacdo do epitélio Discreta Discreta Moderada Discreta Moderada
Observade
. o Nao Nao Nao .
Vacuolizacdes Moderada Observads Observad: Observads Moderada Discreta
Necroses e degeneracfes celulares Moderada Discreta Moderada Discreta Moderada Moderada

Aneurismas lamelares Moderada

Moderada Moderada Moderada Moderada Moderada
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Tabela 7: Percentuais de patologias das alterac6es histopatoldigidasmdo detectadas em machos

de Astyanaxaff. bimaculatusap6s exposicao a diferentes concentracfes de Cr §\dyua por 1%
45 dias.

PATOLOGIAS

IAH

CONCENTRACAO DE Cr (VI ) (mg.L™)

1vitC™ 10VvitC™ 20VitC

1VitC*™ 10VitC*™ 20VitC*

Infiltragdo de linfécitos | 25,00 90,00 93,33 50,00 46,66 40,00
Vacuolizacdo hepatoceluli | 80,00 90,00 90,00 100,00 100,00 100,00
Hipertrofia e hiperplasia d
. hepatocitos | 80,00 40,00 1333 2666 2666 65,00
|_
5 Nucleo picnético I 95,00 80,00 96,66 83,33 70,00 55,00
=
x Desorganizagdo do corde |, 9509 9900 9333 100,00 100,00 100,00
o hepatico
x
L ~ ,
Congestao sanguinea€ | 5oy 2900 2333 36,66 2333 2500
dilatacao sinusoide
Necrosﬁede,g?”eragoes Il 100,00 90,00 30,00 100,00 100,00 100,00
epatocﬂos
Infiltragdo de linfécitos | 66,00 9540 60,00 45,00 60,00 25,00
Vacuolizacdo hepatoceluli | 64,00 100,00 80,00 100,00 100,00 100,00
N H'pertr‘;f'aer,"Perp'aS'ad | 32,00 0,00 000 0,00 3000 25,00
o epatOC|tos
|_
z NUcleo picnético I 4400 90,00 90,00 82,00 6000 50,00
=
o Desorgak:"z""?‘f"o docordé | sg00 10000 10000 100,00 100,00 100,00
Q. epatico
Ll ~ ,
Congestao sanguineae | 45459 5500 4000 61,00 4000 2500
dilatacéo sinusoide
Necrose e degeneragbes |\ 75 59 g500 100,00 100,00 6000 85,00

hepatocitos
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Tabela 8: Classificacdo das alterac6es histopatoldgicas do figadmatdo com os valores médic
das alteragbes (VMA) de lambaris expostos a diferemrseatracdes de Cr (VI) durante 15 e
dias.

CONCENTRACAO DE Cr (VI) (mg.L )
PATOLOGIAS

1VitC~  10VitC™ 20VitC™ 1VitC* 10vitC* 20vitC*

Infiltracdo de linfécitos  Discreta Moderada Moderada Discreta Discreta Discreta
Vacuolizacdo hepatocelule Moderads Moderada Moderada Moderada Moderada Moderada

Hipertrofia e hiperplasia dt i . . )
P Perp Moderada Discreta Discreta Discreta Discreta Discreta

— hepatdcitos
O
E Nucleo picnético Moderadz Moderada Moderada Moderada Moderada Discreta
=R aci0 do corda
esorganizagao do corda
% 9 'g:_ Moderadz Moderada Moderada Moderada Moderada Moderada
o hepatico
X<
- C ta i
ongestao sanguinea e . , ,
_g . g . Moderade Discreta Discreta Discreta Discreta Discreta
dilatacdo sinusoide
Necrose e degeneracdes
,g. ¢ Moderade Moderada Moderada Moderada Moderada Moderada
hepatocitos
Infiltrac&o de linfécitos  Discreta Discreta Discreta Discreta Discreta Discreta
Vacuolizacdo hepatocelule Discreta Moderada Moderada Moderada Moderada Moderada
Hipertrofia e hiperplasia d¢ _. Né&o Né&o Né&o : :
N hepatocitos DISCTeMa 5 servad: Observad: Observade D °C'®12  Discreta
O
= , C . . .
E Nucleo picnético Moderade Moderada Moderada Moderada Discreta Discreta
= 5 acio d 45
esorganizagao do corda _.
% g '(;. Discreta Moderada Moderada Moderada Moderada Moderada
o hepéatico
X<
L

Congestdo sanguinea e

. . . . Discreta Discreta Discreta Discreta Discreta Discreta
dilatacéo sinusoide

Necrose e degeneracdes

. Discreta Moderada Moderada Moderada Discreta Moderada
hepatocitos
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Tabela 9: Percentuais de patologias das alteracdes histopatadgioa testiculos
detectadas em machos destyanax aff. bimaculatus apds exposicdo a diferentes
concentragfes de Cr (VI) na &gua por 15 e 45 dias.

CONCENTRACAO DE Cr (VI) (mg.L ™
PATOLOGIAS IAH

1VitC~ 10VitC™ 20VitC™ 1VitC*™ 10VitC* 20VitC*

Dilatacao

: [ 55,00 10,00 13,33 5,00 5,00 0,00
intertubular

Agrupamento o4 59 19900 100,00 100,00 10,00  100.00
- nuclear
®) ,
S Vacolos I 9500 8000 76,66 2500 100,00 70,00
=
= Rupwrade 000 4000 3666 3000 000 60,00
L ciIstos
o
N
Necrosese ' 7500 70,00 3333 2500 1000 40,00
degeneracbes
Ndcleo Il 100,00 90,00 100,00 100,00 10,00 100,00
plCﬂOthO
Dilatacéo
. 10,00 15,00 100,00 500 30,00 0,00
intertubular
Agrupamento 15500 10000 000 90,00 000 90,00
nuclear
N
o
E  Vactolos Il 100,00 9500 100,00 2500 30,00 20,00
=
= Rupwrade o000 5000 10000 3000 000 0,00
Ll cistos
(al
X
L Necroses e
€ 1 8400 8500 10000 1500 10,00 10,00
degeneracbes
Ntcleo Il 100,00 100,00 100,00 100,00 20,00 90,00
plCﬂOthO

89



Tabela 10: Classificacdo das alteracdes histopatoldgicas dosutestide acordo com

os valores médios das alteragcbes (VMA) de lambaris stapoa diferentes

concentragdes de Cr (VI) durante 15 e 45 dias.

CONCENTRACAO DE Cr (VI) (mg.L )

PATOLOGIAS
1VitC- 10VitC’ 20VitC’ 1VitC* 10VitC*  20vitC*
Dilatagao Discret Discreta Discreta Discreta Discreta Nao
intertubular IScreta Observadz
Agrupamento
Moderada Moderada Moderada Severa Moderada Moderada
- nuclear
O . .
E Vacuolos Moderada Moderada Moderada Discreta Moderada Moderada
=
= Ruptura de Nao Nao
. ) ) M
% Cistos Discreta Observadz Discreta Discreta Observadz oderada
o
x
L Necroses e _ _ . .
~ Moderada Moderada Discreta Discreta Discreta Discreta
degeneracbes
Nucleo .
L Moderada Moderada Moderada Intensa Discreta Moderada
picnotico
Dilatacéo ) . . : N&o
, Discreta Discreta Moderada Discreta Discreta .
intertubular Observadz
Agrupamento a Na
grup Moderada Moderada Nao Moderada ao Moderada
nuclear Observadz Observads
N ~
o Nao
E Vacuolos Moderada Moderada Moderada Discreta Discreta Qpservadsz
w
= N
o Ruptura de o o Moderada V@0 Nao ao
H_J Cistos iscreta iscreta Observad: Observadz Observads
X
Ll
Necroses e ) .
- Moderada Moderada Moderada Discreta Discreta Discreta
degeneracdes
Nucleo .
. Moderada Moderada Moderada Moderada Discreta Moderada
picnotico

90



9. FIGURAS

Figura 2: Organizacao estrutural dos filamentos branquiaif\stganax
aff. bimaculatusdo Grupo Controle: seio venoso central (SVC), epit
filamentar (EF), célula pilar (CP), célula de clo®@C)), célula mucose
(CM), lamela primaria (LP), lamela secundaria (LSylotacao: Azul de

toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 um.

91



Figura 3A: Organizacdo estrutural das branquias Algtyanax aff.
bimaculatusexpostos a 1mgt de Cr (VI) na &gua, apés 15 dias
tratamento sem suplementagdo com a vitamina C (JVitOCV)
dilatagdo dos canais vasculares; (A) aneurisma; (NiBrrose e
degeneracBes celulares; (HEF) hipertrofias e hiperplasiaepitélio
filamentar. Coloracdo: Azul de toluidina e Borato de dd?%. Barra: 20

pm.

Figura 3B: Organizacdo estrutural das branquias Algtyanax aff.
bimaculatusexpostos a 1mgt de Cr (VI) na agua, apés 15 dias
tratamento com suplementacdo com a vitamina C (1Vit@HD) fuséo e
desorganizacdo da lamela secundaria; (HEF) hipertrofias mlaigpias do
epitélio filamentar, (DE) descamacdo do epitélio; (REuptura do
epitélio lamelar; (DCV) dilatacdo dos canais vascula@edoracao: Azul

de toluidina e Borato de sédio 1 %. Barra: 20 pum.
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Figura 3C: Organizacdo estrutural das branquias Aktyanax aff.
bimaculatusexpostos a 10mgtde Cr (VI) na agua, ap6s 15 dias
tratamento sem suplementagdo com a vitamina C (1QVI{OCV)
dilatagdo dos canais vasculares; (A) aneurisma; (NiBrrose e
degeneracbBes celulares; (REL) ruptura do epitélio lamegRL;P)
deformacéo da lamela priméria. Coloracédo: Azul de talai@é Borato de

sodio 1 %. Barra: 20 um.

Figura 3D: Organizacdo estrutural das branquias Algtyanax aff.
bimaculatusexpostos a 10mgtde Cr (VI) na agua, apés 15 dias
tratamento com suplementacdo com a vitamina C (10VitQ¥D)
vacuolizacdo degenerativas; (HEF) hipertrofias e hipegdadd epitélio
filamentar; (HM) hipertrofia e hiperplasia das célutascosas; (REL)
ruptura do epitélio lamelar; (REIS) reducdo do espacorlantelar
secundario. Coloracdo: Azul de toluidina e Borato de sbdi Barra: 20

pm.
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Figura 3E: Organizacdo estrutural das branquias Algtyanax aff.
bimaculatusexpostos a 20mgtde Cr (VI) na agua, ap6s 15 dias
tratamento sem suplementacdo com a vitamina C (2QVitOLP)
deformacéo das lamelas primérias; (REL) ruptura do epiggtielar; (FD)
fusdo e desorganizacdo da lamela secundaria. Coloragéialedluidina

e Borato de sédio 1 %. Barra: 20 pm.

Figura 3F. Organizacdo estrutural das branquias Algtyanax aff.
bimaculatusexpostos a 20mgtde Cr (VI) na agua, apés 15 dias
tratamento com suplementacdo com a vitamina C (20Vit(RD) fuséo e
desorganizacdo da lamela secundaria; (ND) necrose e dage®e
celulares; (DLP) deformacdo da lamela primaria. Colaragézul de

toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 pum.
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Lh

b
=

Valor médio do IAH

15 T
10
5
0 . . . | |

Vit C- 10VitC-  20VitC-  1VitC+ 10Vt C+  20Vit C+
Grupos expostos ao Cr (VI) durante 15 dias (mg.L 1)

Figura 3G: Valor médio do indice de Alteraces Histologicas (IA
das branquias déstyanaxaff. bimaculatus expostos a diferente
concentragcdes de Cr (VI) associado ou ndo a racédo suppseraecom
vitamina C, durante 15 dias.
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Figura 4A: Organizacdo estrutural das branquias Algtyanax aff.

bimaculatusexpostos a 1mgt de Cr (VI) na &gua, apés 45 dias

tratamento sem suplementacdo com a vitamina C (JVitEHM)

hipertrofia e hiperplasia das células mucosas; (RELuraptlo epitélio
lamelar; (HEF) hipertrofia e hiperplasia do epitélio fintar; (DLP)
deformacdo da lamela priméria. Coloracéo: Azul de talai@é Borato de
sodio 1 %. Barra: 20 pm.

Figura 4B: Organizacdo estrutural das branquias Algtyanax aff.
bimaculatusexpostos a 1mgt de Cr (VI) na agua, apés 45 dias
tratamento com suplementacdo com a vitamina C (1V)itCHAEI)
aumento do espaco interlamelar secundario; (REL) ruptarapitélio
lamelar; (HM) hipertrofia e hiperplasia das células musog&ITC)
hipertrofia e hiperplasia das células de cloro; (DLP) defgéo da lamele
primaria). Coloracdo: Azul de toluidina e Borato de séd¥.1Barra: 20

pm.
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Figura 4C: Organizacdo estrutural das branquias Altyanax aff.
bimaculatusexpostos a 10mgtde Cr (VI) na agua, ap6s 45 dias
tratamento sem suplementagdo com a vitamina C (1QVI{OCV)
dilatacdo dos canais vasculares; (VC) vacuolizacaondeggiva; (FD)
fusdo e desorganizacdo da lamela secundéria; (REL) rugbuegpitélio
lamelar; (DLP) deformacéo da lamela primaria; (REI8ugdo do espace
interlamelar secundario. Coloracdo: Azul de toluicdnBorato de sodio

%. Barra: 20 um.

Figura 4D: Organizacdo estrutural das branquias Algtyanax aff.
bimaculatusexpostos a 10mgtde Cr (VI) na agua, apés 45 dias
tratamento com suplementacdo com a vitamina C (10VitGBCV)
dilatacdo dos canais vasculares; (FD) fusdo e desorgamizizc lamela
secundaria; (HEF) hipertrofias e hiperplasias do epifédimentar; (HC)
hipertrofia e hiperplasia das células de cloro. Coloraéaol de toluidina

e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 um.
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Figura 4E: Organizagao estrutural das branquias Algtyanax aff.
bimaculatusexpostos a 20mgtde Cr (VI) na agua, ap6s 45 dias
tratamento sem suplementagdo com a vitamina C (2QV(f&D) fusédo e
desorganizacdo da lamela secundéria; (HM) hipertrofia e tagé&pdas
células mucosas; (DCV) dilatacdo dos canais venosos; (HipEjtrofia e
hiperplasia do epitélio filamentar; (HC) hipertrofia e hipesi@a das
células de cloro; (REIS) reducdo do espaco interlamsdaundario.

Coloragéo: Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Barrgra0

Figura 4F. Organizacdo estrutural das branquias Algtyanax aff.

bimaculatusexpostos a 20mgtde Cr (VI) na agua, apos 45 dias

tratamento com suplementacdo com a vitamina C (20Vit(FD) fuséo
e desorganizacdo da lamela secundéaria; (HM) hipertrdfipezplasia das
células mucosas; (DLP) deformacéo da lamela priméaria; (HpE)trofia
e hiperplasia do epitélio filamentar; (AEI) aumentoedpaco interlamela
secundario; (A) aneurisma;. Coloracdo: Azul de toluidinBogato de

sodio 1 %. Barra: 20 um.
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2
Lh

b
=

Valor médio do IAH

LA

15 T
0 T T T T T

Vit C- 10VitC-  20VitC-  1VitC+  10VitC+  20Vit C+
Grupos expostos ao Cr (VI) durante 45 dias (mg.L1)

Figura 4G: Valor médio do indice de Alteraces Histologicas (IA
das branquias déstyanax aff. bimaculatus expostos a diferente
concentragcdes de Cr (VI) associado ou ndo a racédo suppseraecom
vitamina C, durante 45 dias.
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Figura 5: Organizacao histolégica do tecido hepatico Adgyanaxaff.

bimaculatusdo Grupo Controle. Hepatécito (HP), capilar sinusoide (C
infiltrado leucocitario (IL), veia cental (VC). Colo@sg: Hematoxilina de

Mayer e Eosina. Barra: 20 pum.
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Figura 6A: Organizacdo histologica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
1mg.L* Cr (VI) na 4gua, apds 15 dias de tratamento sem supler@ierdacvitamina C
(AVitC): (VH) vacuolizacdo hepatocelular; (ND) necrose e degedesade hepatdcitos

Coloracdo: Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 um.

Figura 6B: Organizacdo histolégica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
1mg.L* Cr (VI) na 4gua, apds 15 dias de tratamento com suplegdentta vitamina C
(1VitC"): (DEP) desarranjo da estrutura do parénquima; (VH) vacgétizhepatocelular

Coloracdo: Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 um.
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Figura 6C: Organizacdo histologica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
10mg.L* Cr (V1) na &gua, apds 15 dias de tratamento sem suptiegdenda vitamina C
(10VitC): (ND) necrose e degeneracfes de hepatdcitos; (HH) Hipeetdiperplasia de
hepatécitos; (CSD) congestdo sanguinea e dilatacdo dmisieu(DEP) desarranjo d
estrutura do parénquima. Coloragédo: Hematoxilina de Malesma. Barra: 20 pm.

Figura 6D: Organizacéo histologica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
10mg.L* Cr (V1) na &gua, ap6s 15 dias de tratamento com suplegdentia vitamina C
(10VitC"): (ND) necrose e degeneracdes de hepatokiy$) vacuolizacdo hepatocelula

(NP) nucleo picnético. Coloracdo: Hematoxilina de Mayeosiria. Barra: 20 um.
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Figura 6E: Organizacdo histolégica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
20mg.L* Cr (VI) na 4gua, apds 15 dias de tratamento sem suplegdenta vitamina C
(20VitC): (ND) necrose e degeneracdes de hepatdcitos; (CSRes@o sanguinea
dilatagcdo de sinusoide; (DEP) desarranjo da estruturapaténquima. Coloracac

Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 pm.

Figura 6F: Organizacao histologica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
20mg.L* Cr (VI) na 4gua, ap6s 15 dias de tratamento com suplegdenti vitamina C
(20VitC"): (ND) necrose e degeneracdes de hepatd¢lith$) vacuolizacdo hepatocelula

(NP) nucleo picnético. Coloracdo: Hematoxilina de Mayeosiria. Barra: 20 pm.
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Grupos expostos ao Cr (VI) durante 15 dias (mg.L 1)

Valor médio do IAH

Figura 6G: Valor médio do indice de Alteracdes Histologicas (IA
do figado de Astyanax aff. bimaculatus expostos a diferente
concentragbes de Cr (VI) associado ou ndo a racao suiketa com
vitamina C, durante 15 dias.
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Figura 7A: Organizacdo histolégica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
1mg.L* Cr (VI) na 4gua, apés 45 dias de tratamento sem supleg@ientia vitamina C
(AVitC): (ND) necrose e degeneracdes de hepatdcitos; (CSD) stéagsanguinea
dilatacdo de sinusoide; (DEP) desarranjo da estrutura dmcuama; (IL) infiltrados
leucocitarios. Coloracdo: Hematoxilina de Mayer e EosiaaaB 20 um.

Figura 7B: Organizacdo histolégica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
1mg.L* Cr (V1) na agua, apos 45 dias de tratamento com suplag@enda vitamina C
(1VitC"): (ND) necrose e degeneracbes de hepatdditd) vacuolizacdo hepatoceluja

(IL) infiltrados leucocitarios. Coloracdo: Hematoxilina deydiae Eosina. Barra: 20 um.
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Figura 7C: Organizacdo histolégica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
10mg.L* Cr (V1) na &gua, apds 45 dias de tratamento sem suptiegdenda vitamina C
(20VitC): (VH) vacuolizacdo hepatocelular; (DEP) desarranjo tfatesa do parénquima
(NP) nucleo picnético. Coloracdo: Hematoxilina de Mayeosiia. Barra: 20 pm.

Figura 7D: Organizacéo histoldgica do figado Aetyanaxaff. bimaculatusexpostos a
10mg.L* Cr (VI) na 4gua, ap6s 45 dias de tratamento com suplementiacéitamina C
(10VitC"): (ND) necrose e degeneragdes de hepatdditdB) nicleo picnético; (DEP
desarranjo da estrutura do parénquima. Coloracdo: Hematoxik Mayer e Eosine
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Figura 7E: Organizacdo histolégica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
20mg.L* Cr (VI) na &gua, apds 45 dias de tratamento sem supiegdenda vitamina C
(20VitC): (ND) necrose e degeneracdes de hepatdcitos; (DEPYalgsalla estrutura de
parénquima; (VH) vacuolizacdo hepatocelular; (IL) infiltraoicocitario. Coloracéo

Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 pm.

Figura 7F: Organizacao histologica do figado Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a
20mg.L* Cr (VI) na 4gua, apds 45 dias de tratamento com suplagéenta vitamina C
(20VitC"): (IL) infiltrado leucocitario; (ND) necrose e degeneragdeshepatocitas(VH)

vacuolizacdo hepatocelular; (DEP) desarranjo da estratorgarénquima. Coloracac

Hematoxilina de Mayer e Eosina. Barra: 20 um.
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Figura 7G: Valor médio do indice de AlteracBes Histologicas (IA
do figado de Astyanax aff. bimaculatus expostos a diferente
concentracbes de Cr (VI) associado ou ndo a racao supsetaecom
vitamina C, durante 45 dias.
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Figura 8: Organizacéo histoldgica do tecido testicular Altyanaxaff.

bimaculatusdo Grupo Controle. Cistos (C), limen testicular codbel
espermatozoides e fluido testicular (SPTZ), intertul(lilg, célula de
Sertoli (CS), espermatogobnias (ES). Coloracao: Azubllédina e Borato
de sbdio 1 %. Barra: 20 um.
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Figura 9A: Organizacao histologica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatusexpostos a
1mg.L* Cr (VI) na 4gua, apés 15 dias de tratamento sem supleg@ientia vitamina C
(AvVitC’): (AN) agrupamento nuclear; (DI) dilatagdo intertubular; YNBecroses €
degeneracdes; (V) vacuolos. Coloracéo: Azul de toluidinarat8 de sodio 1 %. Barra02

um

Figura 9B: Organizacao histologica dos testiculosAgeyanaxaff. bimaculatusexpostosa

1mg.L* Cr (V1) na agua, apos 15 dias de tratamento com suplag@enda vitamina C
(1LVitC"): (AN) agrupamento nuclear; (V) vacuolos; (ND) necroses e deggies.
Coloracédo: Azul de toluidina e Borato de sédio 1 %. Barrgura0
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Figura 9C: Organizacao histologica dos testiculosAdtyanaxaff. bimaculatusexpostos a
10mg.L* Cr (V1) na &gua, apds 15 dias de tratamento sem suptiegdenda vitamina C
(a0vitC): (DI) dilatacao intertubular; (ND) necroses e deger@msg (V) vacuolos.
Coloracao Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 pm.

Figura 9D: Organizacéao histologica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatusexpostos a
10mg.L* Cr (V1) na 4gua, ap6s 15 dias de tratamento com suplagéenta vitamina C
(10VitC"): (AN) agrupamento nuclear; (ND) necroses e degeneracdesdiiRidcao
intertubular; (NP) nucleo picnético. Coloracéo: Azul diiitlina e Borato de sédio 1 %

Barra: 20 pm.
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Figura 9E: Organizacéo histolégica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatusexpostos a
20mg.L* Cr (VI) na &gua, apés 15 dias de tratamento sem supiegdenda vitamina C
(20VitC): (RC) ruptura de cistos; (AN) agrupamento nuclear; (Dbtadao intertubular
Coloracao: Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Barrgur0

Figura 9F. Organizacéo histologica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatusexpostos a
20mg.L* Cr (V1) na 4gua, ap6s 15 dias de tratamento com suplagéenta vitamina C
(20VitC"): (AN) agrupamento nuclear; (NP) nucleo picnético; (V) vactosloragio

Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 um.
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Valor médio do IAH
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Vit C- 10Vit C- 20Vit C- 1Vit C+ 10Vit C+ 20Vit C+
Grupos expostos ao Cr (VI) durante 15 dias (mg.L 1)

Figura 9G: Valor médio do indice de Alteracdes Histologicas (IAH)S
testiculos deAstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de

(V1) associado ou ndo a racéo suplementada com vitamina&yteds dias.

128



Figura 10A: Organizagéo histologica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatusexpostos
a 1mg.L* Cr (V1) na 4gua, ap6s 45 dias de tratamento sem suplagdentla vitamina C
(1VitC): (RC) ruptura de cistos; (AN) agrupamento nuclear; (DBtagao intertubular.
Coloracao: Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Barraur0

Figura 10B: Organizacao histologica dos testiculosfdeyanaxaff. bimaculatusexpostos
a 1mg.L* Cr (VI) na 4gua, apds 45 dias de tratamento com suplegdenta vitamina C
(1VitC"): (AN) agrupamento nuclear; (NP) nlcleo picnoético; (V) vacuolosioi@gao:

Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 um.
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Figura 10C: Organizagéo histologica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatusexpostos
a 10mg.L* Cr (VI) na 4gua, apds 45 dias de tratamento sem suplkegdenda vitamina C
(10VitC): (ND) necrose e deggeneracdes; (AN) agrupamento nudMpryacuolos.
Coloracao: Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Barraur0

Figura 10D: Organizacéo histolégica dos testiculosAdtyanaxaff. bimaculatusexpostos
a 10mg.L* Cr (V1) na agua, ap6s 45 dias de tratamento com suplagdenda vitamina C
(10VitC"): (DI) dilatacdo intertubular; (ND) necroses e degenerag@asracdo: Azul de

toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 um.
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Figura 10E: Organizacao histolégica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatusexpostos
a 20mg.L* Cr (VI) na 4gua, apos 45 dias de tratamento sem suplegdentla vitamina C
(20VitC): (RC) ruptura de cistos; (AN) agrupamento nuclear; (DBtagao intertubular
Coloracéo: Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Ba®aira.

Figura 10F: Organizacéao histologica dos testiculosAdeyanaxaff. bimaculatusexpostos
a 20mg.L* Cr (V1) na agua, ap6s 45 dias de tratamento com suplagd@nda vitamina C
(20VitC"): (AN) agrupamento nuclear; (NP) nicleo picnético; (V) vactosloracio:

Azul de toluidina e Borato de sodio 1 %. Barra: 20 um.
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Valor médio do IAH
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Figura 10G: Valor médio do indice de Alteraces Histologicas (JA
dos testiculos deéAstyanax aff. bimaculatus expostos a diferente

concentragcdes de Cr (VI) associado ou ndo a racédo suppseraecom
vitamina C, durante 45 dias.
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Tabela 11: Constituicdo do tecido branquial e quantificacdo de ®laeraAstyanaxaff. bimaculatusexposts a diferentes concentracdes de Cr (VI)

associados ou nao a dieta suplementada com vitamina C dlsaa#b dias.

CONSTITUICAO

CONCENTRACAO DE Cr (VI) (mg.L )

TECIDUAL C 1VitC 10VitC" 20VitC 1vitC* 10VitC* 20VitC*

Células pavimentosas 1,3+0,48  8,14+1,08  17,9+1,34 4,3+1,4% 3,3+1,4F  46,7#3,68  3,8%0,3%

8 Células mucosas 1,5¢0,87%  0,74%0,42 11,5+2,10  6,26+4,55 2+0,16 6,11+3,47  7,2+3,89

E Células pilar 1,90+0,22°  0,54+0,28  9,90+3,52  3,20+1,35°  2,00+0,07  544#1,23  4,5+0,79
ué Eritrocitos 10,1+0,72°  9,38+0,49° 13,5+#1,84°  4,36+0,6% 10£0,97°  23,05+4,78  4,05+0,35
@ Epitélio filamentar 33,00+1,69 40,64+1,88 69,18+0,98 31,93+1,58 34,50+2,57 49,16+2,03 28,95+2,07
f Lamela secundéria 54,84#1,0%  22,04+4,2%2 69,18+0,9%° 53,66+1,84° 50,5+1,38° 79,38+2,18 50,95+1,96°
Eixo venoso central 6,5¢1,4F  47,5#2,18°  81+3,76 22,4279 7,5¢1,76  69,55+2,58° 31,15+1,96°

Células pavimentosas 1,30+0,086  8,15:1,58 17,90+4,12  10,4+3,68 7,75+1,89  24,53+52% 3,35:0,31

8 Células mucosas 1,50+0,87  0,10+0,08 11,5+4,6%  10,2+1,4% 0,15+0,56  23,50+6,61 6,552,408
= Células pilar 1,90+0,22°  0,35+#0,12 9,90+2,98  11,3+0,53 2,00#1,16  20,51+3,03  3,44%0,08
uzJ Eritrocitos 10,10+2,7%° 8,85+#2,54° 13,5+1,96  11,3+0,52  12,50+0,94° 11,50+1,78° 2,75+0,27°
@ Epitélio filamentar 33,00+3,69 34,10+3,00 69,18+6,57  40,54#5,97  31,20+2,98 64,03+6,97 34,00+2,78
f Lamela secundéria 54,80+5,07 18,85+1,5% 69,18+7,31  43,2+#2,4f  37,50#3,2% 99,00+7,02 57,30+5,04
Eixo venoso central 6,50+1,4%  46,50+3,88 81,005,285 51,2+23%  7,00+1,29 59,90+3,08 23,05+3,07
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Tabela 12 Constituicdo do tecido hepatico e quantificacdo de cémesstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de Cr

(VI) associados ou ndo a dieta suplementada com vitanuaa@te 15 e 45 dias.

% -1
CONSTITUICAO CONCENTRAGCAO DE Cr (VI) (mg.L )

TECIDUAL C 1VitC" 10VitC" 20VitC 1VitC* 10VitC* 20VitC*

o Citoplasma 129,840,486 201,544,083 146,87+0,68 139,631,03F 148,5+1,12 99,240,686  118:0,51°
% Hepatdcito mononucleac  6,1+1,52  26,25+4,33  40,1+6,67 60,63+9,7f 6,15+1,89 10,16:1,44  2,250,3¢°
% Hepatécito binucleado  3,1+1,7% 1,1+0,38 4,5+1,2% 5,53+1,8% 41,65+3,99 33,53+3,18  80,35:5,06°
; Infiltrado leucocitario 3,9+0,86" 6,1+1,75% 12,83+1,67 22,9+947  12,3+1,99 7,4+1,76 11,5+1,63
L Capilar sinusoide 7,9+0,74  14,45+0,24  21,43+1,08 23,56:1,81%° 54,65+4,885 76,93+8,28  9,9+0,99

Diametro de hepatécito:  1,8+0,16 1,2+0,12 1,6+0,64 4,7+0,2F 1,2#0,12  5,520,19 4,7+0,2F
o Citoplasma 129,840,486 175,05+4,18 127,940,909 152,3+0,43 148,5+0,67 94,94+0,48 187,4+2,99
% Hepatdcito mononucleac  6,1+1,52 38+3,63 41,2+3,28 3,8:0,71° 6,1+0,99  8,25+1,78  1,910,38
% Hepatécito binucleado  3,1+1,7% 3,05+1,28 5,4+0,96 6,4+1,8%  41,6+4,283 33,644,986 53,754,44
; Infiltrado leucocitario  3,9+2,86 5,8+1,39" 16,6+1,5%° 19+3,47 12,3358 11,35+3,01 15,95+1,5%
- Capilar sinusoide 7,9¢0,74  18,55+2,14  23,75+4,58 152+3,8Y 54,65+6,31 70,257,222  8,39+1,24

Diametro de hepatécito:  1,8+0,16 1,1+0,16 1,440,186 5,140,332  1,3+0,1F°  8,2+0,4% 4,240,372
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Tabela 13 Constituicdo do tecido testicular e quantificacdo dela$ emAstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracfes

de Cr (VI) associados ou ndo a dieta suplementada com vit@waoeante 15 e 45 dias.

CONSTITUICAO

CONCENTRACAO DE Cr (VI) (mg.L ™)

TECIDUAL C 1VitC™ 10VitC 20VitC 1vitC* 10VitC* 20VitC*

- Cistos 104,2+4,76  114,05+4,16 58,26+3,7%8 106,844,383 155,6+3,59 105,07+4,38 121,1+4,00
E Intertdbulo 2,2+41,18 25,944,384  12,33+2,78" 223+1,78 20,9+2,368"  6,4+1,06  17,0+2,08"
Lé Espermatogbnias  1,4+0,5% 1,55+1,26 29,9+4,76 2,00+0,98 3,75+0,34 2,3+0,64 39,7+6,68
% Células de Sertoli  1,2+0,27 13,4+0,38 2,33t0,56  1,00+0,86 20,9+1,99  0,9+0,23 3,7+0,96
X Fluido testicular 0,740,160 40,3+3,8%Y  106,17+4,80 0,66+0,30 27,45+1,2% 29,0645,62  54,3+3,14

Espermatozoide 50,945,523 70,84528  54,36+5,0% 63,746,058 76,3+6,18 122,374590 30,245,123
~ Cistos 104,244,786  39,75+2,27  39,35+3,1% 24,95+2,02 41,443,083 23,5+2,59  11,1+2,72
CEJ Interttbulo 2,2+0,1% 7,541,12 12,2+2,3% 9,3+1,19  52,8+4,28 38,245,04  12,5+2,69
S  Espermatogonias  1,440,58 1,440,3%°  16,5#6,87  16,616,08 3,8+1,04°  1,840,78°  3,7541,25
@ Células de Sertoli  1,2+0,27 8,3+1,59 1,8+0,53 0,3+0,48 1,940,283  2,6+0,42 0,2+0,08
X Fluido testicular  0,7+1,16 39,246,289  127,7+465 1355+557 107,647,089 12324507 182,35+8,33

Espermatozoide 50,942,582  169,8+4,18  66,6+2,07  79,35+3,96 59,0+3,54 73,843,023  41,6+2,24
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Figura 11: Atividades das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) naldeci
branquial deAstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes
de Cr (VI) associado ou ndo a dietas suplementadas tamiva C durante
15 e 45 dias(A) Atividade da enzima SOD no tecido branquial/Adeaff.
bimaculatusexpostos a diferentes concentracées de Cr (VI) assooia
ndo a dietas suplementadas com vitamina C durante 15 eag5R)i
Atividade da enzima CAT no tecido branquial de aff. bimaculatus
expostos a diferentes concentracdes de Cr (VI) assooiad@io a dietas

suplementadas com vitamina C durante 15 e 45 dias.
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Figura 12: Atividades da enzimas antioxidante G®Tproteinas carboniladas no
tecido branquial déstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de
Cr (VI) associado ou nao a dietas suplementadas com n@aandurante 15 e 45 dias.
(A) Atividade da enzima GST no tecido branquialAdeaff. bimaculatusexpostos a
diferentes concentracfes de Cr (VI) associado ou ndetasdsuplementadas com
vitamina C durante 15 e 45 dia@) Niveis de proteinas carboniladas no tecido
branquial deA. aff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de Cr (VI)

associado ou ndo a dietas suplementadas com vitamina @edifsag 45 dias.
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Figura 13: Atividades das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) e prateina
carboniladas no tecido hepatico Astyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes
concentracbes de Cr (VI) associado ou ndo a dietas sentkedas com vitamina C
durante 15 e 45 diagA) Atividade da enzima SOD no tecido hepaticoAdeaff.
bimaculatusexpostos a diferentes concentracfes de Cr (VI) @askmou ndo a dietas
suplementadas com vitamina C durante 15 e 45 @sAtividade da enzima CAT
tecido hepético dA. aff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de Cr (VI)

associado ou ndo a dietas suplementadas com vitamina @edifsagm 45 dias.
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Figura 14: Atividade da enzima antioxidante G&Pproteinas carboniladas no tecido
hepatico deAstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de Cr (VI)
associado ou ndo a dietas suplementadas com vitamina Gedlikae 45 dias(A)
Atividade da enzima GST tecido hepaticoAdeff. bimaculatusexpostos a diferentes
concentracbes de Cr (VI) associado ou ndo a dietasnsapiadas com vitamina C
durante 15 e 45 dia@B) Niveis de proteinas carboniladas no tecido hepéti¢o dé.
bimaculatusexpostos a diferentes concentracfes de Cr (VI) asleooia ndo a dietas

suplementadas com vitamina C durante 15 e 45 dias.
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Figura 15. Atividades das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) no tecido
muscular deAstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de Cr
(V1) associado ou ndo a dietas suplementadas com vitamohaadte 15 e 45
dias. (A) Atividade da enzima SOD no tecido muscularAdeaff. bimaculatus
expostos a diferentes concentracdes de Cr (VI) askoaa ndo a dietas
suplementadas com vitamina C durante 15 e 45 (BsAtividade da enzima
CAT tecido muscular dé. aff. bimaculatusexpostos a diferentes concentragdes
de Cr (VI) associado ou ndo a dietas suplementadas caminé C durante 18

45 dias.
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Figura 16: Atividade da enzima antioxidante GST e proteinas carbonilaa&scido
muscular déAstyanaxaff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de Cr (VI)
associado ou ndo a dietas suplementadas com vitamina GedtEae 45 dias(A
Atividade da enzima GST tecido muscularAdeaff. bimaculatusexpostos a diferentes
concentracbes de Cr (VI) associado ou ndo a dietasnsimtiedas com vitamina C
durante 15 e 45 dia¢B) Niveis de proteinas carboniladas no tecido muscula. de
aff. bimaculatusexpostos a diferentes concentracdes de Cr (VI) as&ooia ndo a

dietas suplementadas com vitamina C durante 15 e 45 dias.
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