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RESUMO

O aumento da demanda global por alimentos impulsionou o uso de fertilizantes,
resultando na geragdo em larga escala de fosfogesso, um subproduto industrial
frequentemente armazenado a céu aberto e com potencial para gerar impactos
sobre os ecossistemas. Apesar da crescente preocupacao ambiental associada a
esse residuo, ainda sdo escassos o0s estudos que investigam seus efeitos
neurocomportamentais, especialmente em relagdo a locomogéo, ao comportamento
semelhante a ansiedade e a preferéncia social. O presente estudo avaliou os efeitos
do fosfogesso sobre os parametros fisico-quimicos da agua e as respostas
comportamentais de peixes-zebra adultos (Danio rerio) apds exposi¢cao subaguda (7
a 10 dias) e prolongada (28 a 31 dias) ao fosfogesso. Os animais foram expostos a
trés concentragdes de fosfogesso (0,025; 0,1 e 0,4 g/L), além de um grupo controle.
Foram realizados os testes de tanque novo, claro/escuro e preferéncia social para
avaliar locomocgao, comportamento semelhante a ansiedade e preferéncia social,
respectivamente. Todos os experimentos comportamentais e as analises estatisticas
foram conduzidos de forma cegada. O fosfogesso alterou as caracteristicas da agua
de forma concentracdo-dependente, a maior concentragdo de 0,4 g/L reduziu o pH
em 9 %, aumentou a condutividade em 171%, a dureza em 412,5% e a turbidez em
16,9%. Em relagdo ao comportamento, a exposicdo subaguda de 0,4 g/L induziu
comportamento semelhante a ansiedade no teste claro/escuro, e reduziu a
preferéncia social. Ja a exposi¢cado prolongada a 0,4 g/L resultou em aumento da
atividade locomotora, e 0,025 g/L reduziu o comportamento semelhante a ansiedade
no teste de tanque novo. Os resultados demonstram que o fosfogesso promove
alteragdes  fisico-quimicas no meio aquatico e induz respostas
neurocomportamentais dependentes da concentracdo e do tempo de exposigao,
evidenciando a sensibilidade do peixe-zebra para a avaliacdo dos efeitos
ecotoxicolégicos desse residuo. Tais achados reforcam a necessidade de
estratégias de monitoramento, manejo e destinagdo ambientalmente adequada

desse residuo.

Palavras-chave: Danio rerio; Ecotoxicologia; Fosfogesso; Neurotoxicidade;

Comportamento.



ABSTRACT

The increase in global demand for food has driven the use of fertilizers, resulting in
the large-scale generation of phosphogypsum, an industrial byproduct often stored
outdoors and with the potential to impact ecosystems. Despite growing
environmental concerns associated with this waste, studies investigating its
neurobehavioral effects are still scarce, especially regarding locomotion, anxiety-like
behavior, and social interaction. This study looked at the effects of phosphogypsum
on the physical-chemical parameters of water and the behavioral responses of adult
zebrafish (Danio rerio) after subacute exposure (7 to 10 days) and prolonged
exposure (28 to 31 days) to phosphogypsum. The animals were exposed to three
concentrations of phosphogypsum (0.025, 0.1, and 0.4 g/L), in addition to a control
group. Novel tank, light/dark, and social preference tests were conducted to assess
locomotion, anxiety-like behavior, and social interaction, respectively. The procedures
and behavioral analyses were conducted blind to group allocation. The addition of
phosphogypsum changed the water characteristics in a concentration-dependent
way, causing at 0.4 g/L a 9% decrease in pH, a 171% increase in conductivity, a
412.5% increase in hardness, and a 16.9% increase in turbidity. Regarding behavior,
subacute exposure led to anxiety-like behavior in the light/dark test, and in the social
preference test, a reduced preference for the interaction zone at 0.4 g/L. On the other
hand, prolonged exposure resulted in increased locomotor activity at the highest
concentration and reduced anxiety-like behavior at the lowest concentration (0.025
g/L) in the novel tank test. The results show that phosphogypsum causes
physico-chemical changes in the aquatic environment and triggers neurobehavioral
responses depending on the concentration and exposure time, highlighting the
sensitivity of zebrafish for assessing the ecotoxicological effects of this waste. These
findings emphasize the need for strategies for monitoring, management, and

environmentally proper disposal of this waste.

Keywords: Danio rerio; Ecotoxicology; Phosphogypsum; Neurotoxicity; Behavior.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1: Tanque de alojamento. ..., 19
Figura 2: Desenho experimental da exposi¢ao subaguda e prolongada.......... 20
Figura 3: Tanque do teste de tanque NOVO............ccooiiiiiiiiiii i 22
Figura 4: Tanque do teste de claro/escuro.............cooiiiiiiiiiiiiiiieee, 23
Figura 5: Aparato utilizado no teste de preferéncia social............................ 24
Figura 6: Efeito da exposi¢cao subaguda no teste de tanque novo.................. 27
Figura 7: Efeito da exposigao subaguda no teste claro/escuro...................... 28
Figura 8: Efeito da exposi¢cao subaguda no teste de preferéncia social........... 29
Figura 9: Trajetodrias representativas de natacao (mapas de rastreio)............... 30
Figura 10: Efeito da exposi¢ao prolongada no teste de tanque novo.............. 31
Figura 11: Mapas de calor da densidade de ocupagao.............c.ccevvveeeennnn. 32
Figura 12: Efeito da exposicao prolongada no teste de claro/escuro.............. 33

Figura 13: Efeito da exposi¢ao prolongada no teste de preferéncia social....... 33



LISTA DE SIGLAS

ANOVA - Analise de Variancia

APHA - American Public Health Association

As - Arsénio

CAPES - Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Cd - Cadmio

CEUA - Comité de Etica no Uso de Animais

CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal
Cr - Cromo

Mn - Manganés

NTU - Unidade nefelométrica de turbidez

OMS - Organiza¢ao Mundial da Saude

ONU - Organizagao das Nagdes Unidas

Pb - Chumbo



10

SUMARIO

R L 20 50T 03 o TR 11
2 OBUETIVOS......cooiiiicccceererrissssssses s s s s s ssss s e s s s s s s ssne s e s s s s s s ssmmn e e s s ssssssnnnnsnssssssnnnnensnnns 16
2.1 ODJELIVO QEIAL.... .o ————- 16
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS: ... ..uuiiiieiiiiiiiii e 16
2.2.1 Avaliar os efeitos do fosfogesso sobre os parametros fisico-quimicos da
= o |1 £ PSPPSRt 16

2.2.2 Avaliar o efeito da exposigédo subaguda e prolongada ao fosfogesso em
peixes-zebra (Danio rerio) adultos sobre o comportamento locomotor;.......... 16

2.2.3 Avaliar o efeito da exposig¢édo subaguda e prolongada ao fosfogesso em
peixes-zebra (Danio rerio) adultos sobre o comportamento semelhante a

F= T ST =10 b= o LS 16
2.2.4 Avaliar o efeito da exposicédo subaguda e prolongada ao fosfogesso em
peixes-zebra (Danio rerio) adultos sobre o comportamento social................. 16
KT [ 23 0] 0 0 1O 16
3.1 ASPECIOS GLICOS. ... e 16
I 2 o] {0 Yo [ o SRR 16
.8 ANIMIAIS. .ot e e e aaaaes 18
3.4 Procedimentos exXperimentais..........coooviiiiiiiiiiiiiiieiae e 19
3.4.1 Andlise dos parametros comportamentais.............cccoeevevveeviviiiiiiicennnn. 21
3.4.1.1 Teste de tanqQUe NOVO.........ooeeiiiiiiiiiieee e 21
3.4.1.2 Teste Clar0o/@SCUIO...........cuvueeeieeicee e 22
3.4.1.3 Teste de preferéncia social............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiieee s 23
3.5 Analise estatistiCa.........ccoovvmiiiiii e 24
3.5.1 Calculo @amostral...........ccoccciiiiiiiieeeeeeerrrr s e 24
3.5.2 Avaliagao da normalidade e escolha dos testes estatisticos.......... 24
4 RESULTADOS.......cooiiiiiiiiiiiiissssssssssssssmsnnn s s s e e s s e e s e s s e e s essssssssssssssssssssnnsnnmnnnsnssnnnnnes 25
4.1 Parametros fisico-quimicos da agua de eXpoSICaO0........ccceevveeeeeeeeeeeerieeeeennnns 25
4.2 ComMPOrtAmMENTO.....cccci i e e e e e e e e e e e e eeaaaaa 26
4.2.1 Resultados comportamentais apés exposi¢ao subaguda............... 26
4.2.1.1 Teste de tanque NOVO............coiiiiiiiiiii e 26
4.2.1.2 Teste de Clar0/€SCUIO. .........ccoeeiiiiiiiie e 27
4.2.1.3 Teste de preferéncia social.........cccccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiicccceee e 28
4.2.2 Resultados comportamentais apés exposi¢ao prolongada............. 30
4.2.2.1 Teste de tanque NOVO............oeiiiiiiiiiiie e 30
4.2.2.2 Teste de Clar0/€SCUrO. ........ccoeeiiiiiiie et 32
4.2.2.3 Teste de preferéncia social.........ccccooeeeeiiiiiiiiiiiiiiicccieee e 33
5 DISCUSSAD........coiiuerceiirisessesasssssessessessess s sssssesssssssssssssesaessesessssssssssesssnsensaneen 34
5.1 Fosfogesso induz alteragdes fisico-quimicas na agua...........cccceeeeeeeeeeeeeenn.n. 34
5.2 Exposigao de subaguda ao fosfogesso..........ccevveiiiiiiiiiiiiii e 36
5.3 Exposicao prolongada ao fosfogesso..........ccuvvvuiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeeeen 37
5.4 Fosfogesso induz alteragbes comportamentais dependentes do tempo de
(2 (o T0 1] 7= Lo J PRSPPI 38
5.5 Fosfogesso, Saude Unica e sustentabilidade: implicacdes para a gestéo
ambiental e a saude publiCa.............ueiiiiiiii 40
5.6 Pontos fortes € lIMitagOes. ........uuuuuiiiiieii e 42
(53030 N0 I 1 17 Yo 1 43
8 REFERENCIAS..........couiieciiecicaensacsssesssssssssssssssssesss s ssssssssssessssessssssssssssnssssnnas 44

Anexo |: Parecer técnico CEUA: “Avaliagcao dos efeitos do fosfogesso em
peixe-zebra (Danio MEII0)........ooiiiii e e e e 51



11

1 INTRODUGAO

No século XIX, a populacdo mundial atingiu 1 bilhdo de pessoas. Desde
entdo, o crescimento populacional tem sido expressivo, refletindo avangos no
desenvolvimento humano, na medicina, no saneamento basico e na producao de
alimentos (ONU, 2024). Em 15 de novembro de 2022, a populagao atingiu 8 bilhdes
de habitantes, representando um marco historico (ONU, 2022). Projecbes das
Nacdes Unidas indicam que esse numero continuara aumentando nas proximas
décadas, podendo ultrapassar 9,7 bilhdes de pessoas por volta de 2050 (ONU,
2019), evidenciando a continua expansao da populagao global.

O aumento populacional intensifica a demanda por recursos fundamentais a
vida e estd associado a diversas consequéncias ambientais e sociais, como
desmatamento, esgotamento dos solos e ampliagdo de problemas relacionados a
fome (Van Bavel, 2013). Nesse contexto, a ampliagdo da produgao de alimentos
torna-se essencial, e estudos estimam que a demanda global por alimentos podera
aumentar entre 35% e 56% entre 2010 e 2050 (Van Dijk et al., 2021). Esse cenario
impulsiona o uso de fertilizantes, insumos indispensaveis para as atividades
agricolas atuais, que nas ultimas décadas permitiram um expressivo aumento na
capacidade global de producgao de alimentos (Penuelas, Coello e Sardans, 2023).

A intensificagdo da producdo de fertilizantes fosfatados tem gerado
importantes desafios ambientais, dentre os quais se destaca a crescente geragéo de
fosfogesso, um subproduto soélido resultante da produgdo de &acido fosforico,
principal matéria-prima utilizada na fabricacao desses fertilizantes (Adalibieke et al.,
2023; Penuelas e Sardans, 2023). Considerado um dos maiores residuos industriais
do mundo, o fosfogesso é produzido em larga escala e sua geragdo acompanha
diretamente a expansao da agricultura global. Estima-se que a produgédo anual
mundial de fosfogesso possa atingir aproximadamente 438 milhdes de toneladas até
2050, resultando em um estoque acumulado proximo de 11 bilhdes de toneladas.
Apesar dos elevados volumes produzidos, apenas uma pequena parcela desse
material € atualmente utilizada, tornando sua disposig¢ao final um importante desafio
ambiental e econdmico (Akfas et al., 2024).

No Brasil, considerado um dos principais produtores mundiais de fosfogesso,
a geracdo anual desse residuo € estimada entre 25 e 32 milhdes de toneladas,

concentrando-se principalmente nos estados de Minas Gerais e Sao Paulo. Os
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municipios de Uberaba (MG) e Cubatao (SP) destacam-se como importantes polos
associados a mineracao fosfatica e a industria de fertilizantes, sendo responsaveis
pela producdo de grandes volumes de fosfogesso (Seven Residuos, 2026). Em
Uberaba, a presenga de complexos industriais ligados a producgéo de fertilizantes
fosfatados, incluindo unidades da Mosaic Fertilizantes e da Yara Brasil, contribui
para o acumulo de extensas pilhas desse residuo. Segundo a Mosaic (2025), o
municipio abriga a maior operacao de distribuicdo de fosfogesso para uso agricola
do mundo, tornando-se uma area de especial interesse para estudos ambientais e
toxicologicos.

O fosfogesso € geralmente armazenado em grandes pilhas a céu aberto
proximas as unidades produtoras, ficando exposto a agao de fatores climaticos como
chuva e vento. Essas condi¢cdes favorecem a dispersdo e a lixiviagcdo de seus
constituintes para o ambiente, podendo resultar na contaminacédo de solos, aguas
superficiais, aquiferos subterraneos e da atmosfera (Araujo e Fernandes, 2013).
Além do sulfato de caélcio, sua composicdo pode incluir metais potencialmente
toxicos, como arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb) e cromo (Cr), bem como
compostos acidos e radionuclideos naturais (Akfas et al., 2024). A liberagdo desses
contaminantes tem sido associada a alteracdo dos parametros fisico-quimicos da
agua, a degradacado de ecossistemas aquaticos e terrestres, a contaminagao de
recursos hidricos, a dispersao atmosférica de particulas e a potenciais riscos a
saude humana, incluindo efeitos respiratorios, hepaticos, carcinogénicos e doengas
autoimunes (Mishra et al., 2010; Tayibi et al., 2009; Silva et al., 2022). Diante desses
potenciais impactos, torna-se essencial avaliar os efeitos do fosfogesso sobre
organismos expostos em ambientes aquaticos.

A avaliacdo dos impactos ambientais decorrentes da liberacdo de
contaminantes em ecossistemas aquaticos constitui um dos principais objetivos da
ecotoxicologia, area que integra conhecimentos da ecologia, toxicologia, quimica
ambiental e biologia para compreender os efeitos de substancias potencialmente
toxicas sobre organismos e ecossistemas (Walker et al., 2012). Os ambientes
aquaticos estdo entre os compartimentos ambientais mais vulneraveis a
contaminagdo, uma vez que atuam como receptores finais de poluentes
provenientes de atividades industriais, agricolas e urbanas. Nesse contexto, a
utilizagdo de organismos bioindicadores tem se mostrado uma ferramenta

fundamental para a deteccdo precoce de impactos ambientais, permitindo a
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avaliacdo de respostas em diferentes niveis de organizagdo bioldgica, desde
alteragdes celulares e fisioldgicas até modificagdes comportamentais e
populacionais (Newman, 2019). Entre esses desfechos, as alteracdes
comportamentais tém recebido destaque por apresentarem respostas sensiveis e
precoces a exposicao a contaminantes, podendo indicar comprometimentos
neurolégicos antes mesmo da ocorréncia de danos morfoldégicos mais evidentes
(Newman, 2019; Stewart et al., 2014).

Dentre os organismos utilizados em estudos ecotoxicologicos, o peixe-zebra
(Danio rerio) destaca-se como um dos principais modelos experimentais da
atualidade e €& amplamente reconhecido como bioindicador de contaminacao
ambiental (Braga et al., 2024). Originario do sul da Asia e pertencente a familia
Cyprinidae, esse organismo apresenta caracteristicas que favorecem sua utilizacao
em pesquisas ambientais e biomédicas, incluindo pequeno porte, facil manutencao
em laboratério, elevada fecundidade, rapido desenvolvimento embrionario,
transparéncia dos embrides e baixo custo experimental (Choi et al., 2021). Além
disso, aproximadamente 70% dos genes humanos possuem homdlogos no genoma
do peixe-zebra, percentual que ultrapassa 80% para genes associados a doengas
humanas, conferindo elevada relevancia translacional aos resultados obtidos nessa
espécie (Howe et al., 2013). Seu sistema nervoso apresenta organizagao
neuroanatdmica e neuroquimica conservada entre os vertebrados, permitindo a
investigacdo de processos relacionados a ansiedade, sociabilidade, aprendizagem,
cognigao e neurotoxicidade (Stewart et al., 2014).

O peixe-zebra esta continuamente exposto as substancias presentes no
ambiente aquatico, cuja absorgcao pelo organismo pode ocorrer por diferentes vias,
incluindo as brénquias, a pele e o trato gastrointestinal, a depender das
caracteristicas fisico-quimicas dos compostos e de sua biodisponibilidade no meio
(Rong et al., 2021; Armitage et al., 2017). Entre essas vias, as branquias constituem
uma importante interface entre o organismo e a agua, devido a sua ampla superficie
de contato, elevada vascularizagéo e participagdo nos processos de trocas gasosas
e regulagao idnica. Em peixe-zebra, estudos experimentais demonstram a captagéo
de elementos diretamente do meio aquatico, incluindo metais como cadmio e cobre,
além da participagdo de mecanismos especificos de transporte (Komjarova; Bury,
2014; Kodzhahinchev et al., 2023). Dessa forma, a exposi¢gdo aquatica constitui uma

importante via de entrada de substéncias no organismo, podendo favorecer sua
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posterior distribuicdo e acumulagdo em diferentes tecidos. Dessa forma, o
peixe-zebra tem sido amplamente empregado em estudos de genética,
neurociéncia, toxicologia, ecotoxicologia, farmacologia e modelagem de doencas
humanas, contribuindo significativamente para a identificagcdo de potenciais riscos
ambientais e a saude humana (Choi et al., 2021; Szychlinska; Marino Gammazza,
2025).

Nesse contexto, a presenca de elementos potencialmente téxicos na
composicao do fosfogesso merece atencdo, uma vez que processos de lixiviagao
podem favorecer sua liberacdo para a fase aquosa, dependendo das condi¢des
fisico-quimicas do meio. Estudos sobre o comportamento desse residuo indicam que
a mobilizacdo de determinados elementos pode ser influenciada por fatores como o
pH e a relacao entre a quantidade de residuo e o volume de agua (Peng et al., 2020;
Ammar et al., 2013). Uma vez disponibilizados na agua, esses elementos podem
apresentar diferentes graus de biodisponibilidade e constituir potenciais fontes de
exposicao para organismos aquaticos (Rutherford; Dudas; Arocena, 1995). Dessa
forma, alteragdes na composicao fisico-quimica da agua decorrentes da presenca
do fosfogesso podem favorecer o contato dos peixes com seus constituintes e,
consequentemente, contribuir para a ocorréncia de efeitos bioldgicos.

Nos ultimos anos, diversos estudos tém demonstrado que a exposicéo a
metais potencialmente toxicos e outros poluentes ambientais pode desencadear
alteracbes locomotoras, déficits de interacédo social, comportamentos semelhantes a
ansiedade e prejuizos cognitivos em peixes-zebra, evidenciando a sensibilidade
desse organismo para a deteccao de efeitos neurotdxicos (Braga et al., 2024).
Entretanto, apesar da crescente preocupagdo com os impactos ambientais do
fosfogesso e da ampla utilizagdo do peixe-zebra como modelo ecotoxicologico (Silva
et al., 2022; Wang et al., 2025) ainda sdo escassos os estudos que investigam os
efeitos desse residuo sobre o sistema nervoso central. Recentemente, Wang et al.
(2025) demonstraram que a exposi¢cao ao fosfogesso pode promover estresse
oxidativo, danos histolégicos hepaticos, apoptose celular e genotoxicidade em
peixes-zebra submetidos a condigdes de aquecimento ambiental. Contudo, os
possiveis efeitos neurocomportamentais decorrentes da exposi¢cao a esse residuo
permanecem pouco compreendidos.

A relevancia deste estudo também se estende a avaliagao de risco ambiental

e a gestdo de residuos industriais, uma vez que a identificagdo de alteracdes
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fisico-quimicas da agua e de respostas neurocomportamentais em peixe-zebra pode
contribuir para o desenvolvimento de estratégias de biomonitoramento e para o
acompanhamento de areas potencialmente expostas a dispersao de constituintes do
fosfogesso. Embora os resultados obtidos ndo permitam, isoladamente, estabelecer
critérios regulatorios ou limites de exposicéo, eles fornecem evidéncias que podem
subsidiar futuras avaliagdes de risco, programas de monitoramento ambiental e
estratégias de contengao, manejo e destinagao desse residuo.

Essa perspectiva esta alinhada aos principios da Politica Nacional de
Residuos Sdlidos, especialmente quanto a protecdo da qualidade ambiental, a
prevencao e a gestdo ambientalmente adequada dos residuos (Brasil, 2010). Além
disso, a pesquisa contribui para os objetivos de desenvolvimento sustentavel (United
Nations, 2015), particularmente o ODS 3, saude e bem estar para todos, o ODS 6,
relacionado a reducdo da poluigdo e a protegdo da qualidade da agua, o ODS 12,
voltado ao manejo ambientalmente adequado de produtos quimicos e residuos e a
reducao de sua liberagcado para o ambiente, o ODS 14 sobre vida na agua e o ODS
15 sobre vida na terra.

Diante do aumento continuo da produgdo e do acumulo de fosfogesso em
diferentes regides do mundo, especialmente em importantes polos produtores
brasileiros como o municipio de Uberaba (MG), torna-se fundamental ampliar o
conhecimento acerca dos riscos ambientais associados a esse material.
Considerando a possibilidade de dispersdo de contaminantes presentes no
fosfogesso para ecossistemas aquaticos, bem como a escassez de estudos que
investiguem seus efeitos sobre o sistema nervoso central, esta pesquisa busca
contribuir para o preenchimento de uma importante lacuna cientifica relacionada a
toxicidade do fosfogesso, particularmente no que se refere aos efeitos
neurocomportamentais associados a ansiedade, a locomoc¢ao e a preferéncia social
em peixe-zebra. Parte-se, portanto, da hipétese de que a exposigdo subaguda e
prolongada ao fosfogesso seja capaz de induzir alteragbes neurocomportamentais
em peixes-zebra adultos (Danio rerio), manifestadas por mudangas nos padrdes de
locomocgédo, no comportamento semelhante a ansiedade e na preferéncia social. Os
resultados obtidos poderdo contribuir para a compreensao dos potenciais riscos
ecotoxicoldgicos associados ao fosfogesso, fornecendo subsidios para futuras
estratégias de monitoramento ambiental, gestdo de residuos industriais e protegao

dos ecossistemas aquaticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da exposicdo subaguda e prolongada ao fosfogesso em

peixes-zebra (Danio rerio) adultos.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Avaliar os efeitos do fosfogesso sobre os parametros fisico-quimicos da
agua;

2.2.2 Avaliar o efeito da exposi¢cado subaguda e prolongada ao fosfogesso em
peixes-zebra (Danio rerio) adultos sobre o comportamento locomotor;

2.2.3 Avaliar o efeito da exposi¢cao subaguda e prolongada ao fosfogesso em
peixes-zebra (Danio rerio) adultos sobre o comportamento semelhante a ansiedade;

2.2.4 Avaliar o efeito da exposi¢cado subaguda e prolongada ao fosfogesso em

peixes-zebra (Danio rerio) adultos sobre o comportamento social.

3 METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi realizado apds aprovacado do protocolo experimental
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro sob protocolo n° 23085.003364/2025-11 (Anexo 1), aprovado em
23 de maio de 2025. Todos os procedimentos foram conduzidos em conformidade
com a legislagao brasileira vigente (Lei n°® 11.794/2008 e Decreto n° 6.899/2009),
além das diretrizes nacionais do CONCEA (2023) e das normas internacionais para
pesquisa animal. Além disso, o estudo foi registrado no Open Science Framework

(OSF) com o titulo: Effects of phosphogypsum on zebrafish (Danio rerio).

3.2 Fosfogesso
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O fosfogesso utilizado neste estudo foi doado pela Mosaic Fertilizantes,
unidade de Uberaba-MG (CNPJ: 61.156.501/0110-00), localizada na Avenida
Filomena Cartafina, n® 22180, Uberaba-MG, Brasil. O material foi coletado a partir do
acerto de carga destinado a pilha final de disposi¢do a céu aberto. No laborat6rio, o
fosfogesso foi armazenado em temperatura ambiente, local seco e protegido da luz
direta. A composicao elementar do lote utilizado n&o foi determinada individualmente
neste estudo, portanto, ndo foi possivel estabelecer a contribuicdo especifica de
constituintes individuais do fosfogesso para os efeitos observados. Essa
caracteristica deve ser considerada na interpretacdo dos resultados, uma vez que a
composicao do fosfogesso pode variar de acordo com sua origem e com as
caracteristicas do processo industrial de producao (IAEA, 2010; Rutherford; Dudas;
Arocena, 1995).

Para determinar as concentragdes de fosfogesso utilizadas nos experimentos,
sua solubilidade foi inicialmente estimada por calculo tedrico e complementada por
avaliagao visual da presenga de material ndo dissolvido. A solubilidade teérica do
fosfogesso em agua, a temperatura ambiente, foi estimada em 0,52 g/L, sendo
definida a concentracdo maxima experimental de 0,4 g/L. A partir desse valor, foram
estabelecidas trés concentracdes experimentais: 0,4 g/L, 0,1 g/L e 0,025 g/L, sendo
as duas ultimas obtidas por diluicdo seriada em fator de quatro.

Para o preparo das suspensdes experimentais, foram pesadas as massas de
fosfogesso correspondentes as concentragbes desejadas para um volume final de
15 L de agua. Para concentragéo 0,025 g/L, 0,1 g/L, 0,4 g/L foi pesado 0,375¢g, 1,59
e 6 g, respectivamente. O material previamente pesado foi transferido para um balao
volumétrico de 1 L e preenchido com q.s.p.1 L de agua declorada. Sendo
posteriormente homogeneizadas em banho ultrassénico por 20 minutos. Apds esse
procedimento, 1 L da suspensao preparada foi adicionado aos aquarios contendo
previamente 14 L de agua declorada, totalizando 15 L nas concentragdes finais de
0,025 ¢g/L,0,1g/Le 0,4 g/L.

Para minimizar possiveis vieses experimentais, o preparo e a administragcao
das suspensdes de fosfogesso foram conduzidos de forma cega. Um pesquisador foi
responsavel pelo preparo das suspensdes, um segundo realizou a codificagdo dos
tratamentos e um terceiro, sem conhecimento da identidade dos grupos
experimentais, realizou a adicdo das suspensdes aos aquarios. O cegamento foi

mantido durante toda a exposicao, incluindo as renovagdes semanais da exposi¢cao
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prolongada, nas quais as solu¢des foram preparadas, codificadas e adicionadas
seguindo o mesmo procedimento. Os codigos dos tratamentos somente foram
revelados apods a conclusao das exposicdes e das analises comportamentais.

Apos a imerséo do fosfogesso nos tanques experimentais, foram coletadas
amostras de agua da torneira, do grupo controle e das trés concentragbes de
fosfogesso testadas para verificar possiveis alteragdes nos parametros
fisico-quimicos da agua. O pH, a turbidez, a condutividade e a dureza total foram
medidos com o auxilio de um pHmetro, turbidimetro, condutivimetro e pela titulagao
complexométrica utilizando uma solugéo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA),

respectivamente.

3.3 Animais

Neste estudo, foram utilizados 160 peixes-zebra selvagens (Danio rerio),
adultos (> 3 meses de idade), com peso aproximado de 350 mg e comprimento entre
3 e 4 cm, adquiridos de um fornecedor comercial local (Alfa Peixes, Uberaba, Minas
Gerais, Brasil, CNPJ: 07.151.071/0001-34). Devido a origem comercial dos animais,
a idade exata e o sexo nao foram determinados individualmente antes da
distribuicdo experimental, sendo considerados possiveis fatores de variabilidade
biolégica. Para minimizar sua influéncia sobre os resultados, os animais foram
distribuidos aleatoriamente entre os grupos experimentais. Os animais foram
mantidos em tanques de 20 L (Figura 1) contendo agua declorada, com volume util
de 15 L por tanque, permitindo espaco adequado para manejo e filtragem, em
densidade de 1,33 peixes/L.

Apo6s a chegada ao laboratorio, os animais foram aclimatados e passaram
por um periodo minimo de quarentena de trés semanas. Todas as condi¢cdes de
manutencdo seguiram as recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), garantindo condigcbes adequadas para a
espécie (Brasil, 2023). A renovagéo total da agua foi realizada semanalmente,
exceto na exposigado subaguda, onde os animais permaneceram no tratamento até o
ultimo teste, assim como na ultima semana da exposigdo prolongada. Apds o0s
testes comportamentais, os animais retornaram para o0 tanque exposicao e
permaneceram no mesmo até o dia do ultimo teste. Foram mantidos os seguintes

parametros fisico-quimicos: temperatura de 26 + 1 °C, pH 7,0 £ 0,3 e aménia total <



19

0,01 mg/L, que sdo monitorados todos os dias. Os peixes permaneceram sob ciclo
claro/escuro de 14:10 h e foram alimentados duas vezes ao dia com ragao comercial
em flocos (Poytara®, Brasil).

Durante todo o periodo experimental, a alimentagdo e o monitoramento dos
parametros da agua seguiram a rotina estabelecida pelo Laboratério de Zebrafish
(ZebLab) da UFTM, citada anteriormente.

25cm

20cm

Figura 1. Tanque de alojamento. 20 animais foram mantidos em tanques de 20 L contendo agua
declorada, com volume util de 15 L por tanque, permitindo espago adequado para manejo e filtragem,
em densidade de 1,33 peixes/L. Fonte: Autoria propria, 2026.

3.4 Procedimentos experimentais

O experimento foi conduzido a partir dos grupos experimentais: (1) controle; e
fosfogesso (2) 0,025 g/L, (3) 0,1 g/L e (4) 0,4 g/L. Apbs o preparo dos tanques e a
diluicdo do fosfogesso, os animais foram alocados individualmente de forma
randomizada aos grupos experimentais em tanques estaticos com capacidade de 20
L preenchidos com um volume de 15 L por meio de uma sequéncia de numeros
verdadeiramente aleatérios obtida por uma ferramenta online (Random.org).

Dois tempos de exposicdo ao fosfogesso foram avaliados em dois
experimentos independentes. No experimento 1, o fosfogesso foi adicionado apenas
no inicio da exposigcdo e o tempo de exposigcdo avaliado foi de 7 a 10 dias

(exposi¢ao subaguda). No experimento 2, o fosfogesso foi adicionado aos tanques
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dos grupos experimentais e toda a agua dos tanques e as concentragcbes de
fosfogesso foram renovadas a cada 7 dias (com exceg¢ao da ultima semana), e o
tempo de exposicao foi de 28 a 31 dias (exposi¢ao prolongada) (Figura 2).

Para minimizar possiveis vieses experimentais, o preparo, a administracdo
das suspensbes de fosfogesso e a analise dos dados comportamentais foram
conduzidos de forma cega. Um pesquisador foi responsavel pelo preparo das
suspensdes, um segundo realizou a codificagdo dos tratamentos e um terceiro, sem
conhecimento da identidade dos grupos experimentais, realizou a adigdo das
suspensdes aos aquarios.

O cegamento foi mantido durante todo o periodo de exposi¢ao, incluindo as
renovagdes semanais no experimento de exposicdo prolongada, nas quais as
solugbes foram preparadas, codificadas e adicionadas seguindo o mesmo
procedimento. Da mesma forma, as analises comportamentais foram realizadas sem
conhecimento da identidade dos grupos experimentais, e os codigos dos
tratamentos somente foram revelados apdés a conclusdo das analises

comportamentais e estatisticas.

INICIO DA )
EXPOSICAO TESTES COMPORTAMENTAIS ANALISES
Tanques Tanque Claro Preferéncia Analise de
moradias novo escuro social comportamento
‘E BORIS

Processsamento
de dados

>
¥ GraphPad
Prism

Exposicao subaguda

1°-7° dia 8° dia 9° dia 10° dia

Exposicao prolongada
1°-28° dia 29° dia 30° dia 31° dia

Figura 2. Desenho experimental da exposicdo subaguda e prolongada ao fosfogesso. 4 grupos:
controle (1) e fosfogesso (0,025 g/L (2); 0,1 g/L (3) e 0,4 g/L (4). Expostos de forma subaguda (7 a 10
dias) e prolongada (28 a 31 dias). Teste de tanque novo realizado nos 8° e 29° dias de exposicao.
Teste claro/escuro realizado nos 9° e 30° dias de exposigdo. Teste de preferéncia social realizado no
10° e 31° dia de exposigdo. Apds os testes comportamentais, os animais retornaram para o tanque
exposicao e permaneceram no mesmo até o dia do ultimo teste. As analises de comportamento foram
realizadas nos softwares ANY-maze® e BORIS® e o processamento de dados foi realizado pelo
software GraphPad Prism. Fonte: Autoria propria, 2026.
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3.4.1 Analise dos parametros comportamentais

O comportamento dos animais foi registrado individualmente por meio de
gravagdo em video e, posteriormente, analisado utilizando os softwares ANY-maze®
(Stoelting Co., USA) (Marcon et al., 2019) e BORIS®. Ademais, todas as analises de
dados foram realizadas de forma cega, sendo a decodificagdo efetuada apenas apos

a conclusao dessa etapa.

3.4.1.1 Teste de tanque novo

O teste de tanque novo foi realizado no 8° dia (exposi¢ao subaguda) e 29°
dia (exposigdo prolongada) para a analise do comportamento semelhante a
ansiedade e do comportamento locomotor. O teste € baseado na geotaxia,
comportamento o qual o peixe-zebra apresenta um comportamento inato de cautela
quando é colocado em um ambiente desconhecido. Permanecer inicialmente na
regidao inferior reduz sua exposigcdo a possiveis predadores e representa uma
estratégia natural de protecdo. Conforme percebe que o ambiente ndo oferece risco,
passa a explorar as regides superiores. Por isso, quanto mais rapidamente ele
explora o tanque, menor tende a ser a resposta de ansiedade (Maximino et al., 2010;
Levin et al., 2007 ).

O aparato utilizado consistiu em um tanque de teste com medidas de 24 x 8 x
20 cm, contendo nivel de agua de 15 cm (2,7 L uteis) (Figura 3), onde os animais
foram colocados individualmente e tiveram seu comportamento registrado,
individualmente, por um periodo de 7 minutos, sendo o primeiro minuto para
aclimatacdo do animal ao aparato e os outros 6 minutos para avaliagdo dos
parametros. A analise dos videos foi realizada no software ANY-maze®, onde o
tanque foi dividido virtualmente em trés areas horizontais iguais (superior,
intermediaria e inferior) e o0s seguintes parametros foram avaliados: distancia
percorrida, cruzamentos, tempo de permanéncia nas zonas inferior e superior do

tanque (Marcon et al., 2019).
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Figura 3 - Tanque do teste de tanque novo. Fonte: Autoria propria, 2026.

3.4.1.2 Teste claro/escuro

O teste claro/escuro foi realizado no 9° dia (exposi¢cao subaguda) e no 30° dia
(exposigao prolongada) para avaliar o comportamento semelhante a ansiedade e o
comportamento locomotor. O teste tem como base a escototaxia, que é a
preferéncia natural do peixe-zebra por ambientes escuros, considerados mais
seguros contra predadores. O aquario é dividido em compartimentos claro e escuro,
permitindo a livre movimentacao do animal entre eles. Em condi¢des normais, apés
um periodo de adaptacdo, o peixe explora ambos os compartimentos. No entanto,
um aumento do comportamento do tipo ansioso € caracterizado por maior
permanéncia na regido escura, menor tempo na regido clara e redugdo das
transi¢cdes entre os compartimentos (Maximino et al., 2010; Stewart et al. 2012).

O aparato utilizado consistiu em um tanque com medidas de 20 x 8 x 10 cm
contendo nivel de agua de 600 ml (Figura 4). A metade do tanque estava com as
paredes externas revestidas com papel vinilico autocolante preto e a outra metade
com papel vinilico autocolante branco. Os tanques foram tampados para evitar
possiveis fugas do tanque de teste durante as filmagens.

O comportamento dos animais foi registrado, individualmente, por um
periodo de 6 minutos, sendo o primeiro minuto para aclimatagdo e os outros 5
minutos para avaliagdo dos paradmetros. Com o auxilio do software BORIS®, os

parametros avaliados foram: tempo de permanéncia no compartimento claro e o
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numero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro (Maximino et al.,
2010).

10cm

20cm

Figura 4. Tanque do teste de claro/escuro. Fonte: Gerada por IA, 2026.

3.4.1.3 Teste de preferéncia social

O teste de preferéncia social foi realizado no 10° dia (exposi¢cao subaguda) e
no dia 31° dia (exposigdo prolongada) para a avaliagdo do comportamento de
preferéncia social. O teste se baseia no comportamento naturalmente gregario do
zebrafish, que tende a formar cardumes. Avalia a preferéncia do animal por
permanecer proximo a um grupo de coespecificos em comparagao com uma area
neutra. Quanto maior o tempo na zona de interacdo, maior a sociabilidade; a
diminuicdo desse tempo pode indicar déficits no comportamento social (Gerlai,
2014).

O aparato experimental consistiu em um tanque central de teste, com
dimensdes de 24 x 8 x 20 cm , contendo nivel de agua de 15 cm (2,7 L uteis)
(Figura 5). Em ambas as extremidades do tanque de teste foram posicionados
tanques menores com dimensdes de 8 x 8 x 20 cm e com o mesmo nivel de agua
do tanque central. Em um dos compartimentos foram adicionados cinco
coespecificos, caracterizando a zona de interagdo (tanque estimulo), enquanto o
compartimento oposto foi preenchido apenas com agua, correspondendo a zona
neutra.

O comportamento dos animais foi registrado, individualmente, durante 7
minutos, sendo os 2 primeiros destinados a aclimatagao e os 5 minutos seguintes a

avaliacdo comportamental. Foram analisados os seguintes parametros: distancia
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percorrida, numero de cruzamentos, tempo de permanéncia na zona de interacao e
tempo de permanéncia na zona neutra. Durante a analise dos videos no software
ANY-maze, o tanque de teste foi virtualmente dividido em trés areas verticais iguais:

interacao, intermediaria e neutra (Benvenultti et al., 2021).

T 0T i

i |  Zona ~ Zonade i

Zona ; o 7 . i
£ neutra intermediaria interacao g
; ol _“-.{hn
~
I |
8cm 24 cm

Figura 5. Aparato utilizado no teste de preferéncia social. Fonte: Autoria propria, 2026.

3.5 Analise estatistica

3.5.1 Calculo amostral

O tamanho da amostra foi definido com base em estudos anteriores e
confirmado por meio de um calculo a priori do tamanho da amostra. Esse calculo foi
realizado utilizando o software G*Power (versado 3.1.9.2; Franz Faul, Universidade
de Kiel, Alemanha) com base nos seguintes parametros: probabilidade de erro tipo |
(a) = 0,05, poder estatistico (1-B) = 0,8 e um tamanho de efeito grande (f = 0,4). A

amostra total do estudo compreende 160 peixes-zebra adultos.

3.5.2 Avaliagao da normalidade e escolha dos testes estatisticos

A normalidade foi avaliada utilizando os testes de Kolmogorov-Smirnov e
D’Agostino & Pearson. Dependendo da distribuicdo, os dados foram analisados
utilizando um teste paramétrico (ANOVA de uma via) ou um teste ndo paramétrico
(Kruskal-Wallis). Os dados foram apresentados como média + desvio padrao para

dados paramétricos e como mediana com intervalo interquartil para dados nao
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paramétricos. Comparagdes post-hoc foram realizadas utilizando os testes de Tukey
para dados paramétricos ou o post-hoc de Dunn para dados nao paramétricos.
Todos os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o GraphPad
Prism 10.1.0. Houve exclusdo dos animais apenas para morte. Animais foram
considerados outliers apenas para o teste de claro/escuro em que alguns tiveram
congelamento (freezing) > 50% do tempo total do teste. Adicionalmente, todas as
analises de dados foram realizadas de forma cega, sendo a decodificagdo efetuada

apenas apos a conclusao dessa etapa.

4 RESULTADOS

4.1 Parametros fisico-quimicos da agua de exposicao

Os parametros fisico-quimicos da agua de exposi¢do foram alterados de
acordo com o aumento da concentracdo de fosfogesso (Tabela 1). Foi observada
uma redugao no pH dependente da concentracdo de fosfogesso utilizada, com
diminuicdo de 7,44 no grupo controle para 6,77 (9,0%) na concentragdo mais alta
(0,4 g/L). Em contraste, a condutividade aumentou progressivamente com a adi¢gao
das concentragdes de fosfogesso, variando de 74,9 uS no controle para 203 pS
(171,0%) na maior concentragédo testada. A dureza da agua também apresentou
aumento marcante e concentragdo-dependente, passando de 480 mg/L no controle
para 2.460 mg/L (412,5%) em 0,4 g/L. De forma semelhante, a turbidez elevou-se
entre os grupos expostos, atingindo 6,83 NTU na maior concentragdo, em
comparagao com 0,04 NTU no controle (16.975 %). Em contrapartida, a temperatura
manteve-se relativamente estavel entre os tratamentos, apresentando apenas
pequenas variagdes ao longo das condi¢gbes experimentais. Apesar das mudancgas
nos parametros fisico-quimicos da agua, o bem-estar dos animais foi avaliado com
base no Guia Brasileiro de Produgao, Manutencdo ou Utilizagdo de Animais para
Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica (BRASIL, 2023), considerando
indicadores como mudanga de coloragédo, que pode refletir estresse fisioldgico ou
resposta a estimulos ambientais, anormalidades morfolégicas em branquias, olhos
ou nadadeiras, e alteragdes comportamentais, como nado incomum, letargia ou
imobilidade. Visualmente nenhuma dessas mudangas foi observada, assim como

nao houve mortes.



Tabela 1. Resultado da avaliagdo dos parametros de agua da exposicao.
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) AMOSTRAS
PARAMETROS

Torneira | Controle | 0,025g/L | 0,1g/L | 0,4 g/L

pH 7,84 7,44 7,26 7,13 6,77

Condutividade (uS/cm) 67,5 74,9 73,3 107,7 203
Dureza (mg/L de CaCO:s) 540 480 740 940 2.460

Turbidez (NTU) 0,04 0,04 0,73 0,83 6,83

Temperatura (°C) 24,1 23,8 23,4 24 23,6

MS/cm: microsiemens por centimetro; mg/L de CaCO:: miligramas de carbonato de calcio por litro;
NTU: unidade nefelométrica de turbidez; °C: grau celsius.

4.2 Comportamento

4.2.1 Resultados comportamentais apos exposi¢ao subaguda

4.2.1.1 Teste de tanque novo

A Figura 6 mostra os resultados do teste comportamental do tanque novo

apos o protocolo de exposigdo de subaguda ao fosfogesso. Os resultados do teste

de Kruskal-Wallis indicam que n&o houve efeito significativo nos parametros

analisados.
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Figura 6. Efeito da exposicdo subaguda ao fosfogesso no teste de tanque novo. Os dados foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e sdo apresentados como medianas + intervalo interquartil. n
= 20, exceto para controle (n = 19) e fosfogesso 0,4 g/L (n = 21).

4.2 .1.2 Teste de claro/escuro

A Figura 7 apresenta os resultados do teste claro/escuro apds o protocolo de
exposicao de subaguda ao fosfogesso. A andlise da ANOVA indicou efeito
significativo no numero de cruzamentos (F;, = 4,592; p = 0,0052). As analises
post-hoc revelaram aumento significativo no numero de cruzamentos no grupo
exposto a concentragcdo de 0,1 g/L de fosfogesso em comparagdo aos grupos
expostos as concentragdes de 0,025 g/L (p < 0,05) e 0,4 g/L (p < 0,01) (Figura 7A).
Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos expostos
ao fosfogesso e o grupo controle para esse parametro. Além disso, o teste de
Kruskal-Wallis demonstrou efeito significativo no tempo de permanéncia na zona
clara (H = 12,59; p = 0,0056). As analises post-hoc evidenciaram que os animais
expostos as concentragdes de 0,025 g/L (p < 0,01) e 0,4 g/L (p < 0,05) de
fosfogesso permaneceram menos tempo na zona clara em comparagao ao grupo

controle (Figura 7B).
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Figura 7. Efeito da exposicdo subaguda ao fosfogesso no teste claro/escuro. Os dados de
cruzamentos foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Tukey e sdo apresentados por média + desvio padrdo. Os dados de tempo na zona
clara foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn e s&o
apresentados como medianas % intervalo interquartil. *p<0,05, **p<0,01. n = 20, exceto para controle
(n =19) e fosfogesso 0,4 g/L (n = 21).

4.2.1.3 Teste de preferéncia social

A Figura 8 apresenta os resultados do teste de preferéncia social apos o
protocolo de exposigdo subaguda ao fosfogesso. O teste de Kruskal-Wallis indicou
que nao houve efeito significativo na distancia percorrida (H = 1,521; p = 0,6775)
(Figura 8A), entretanto, houve um efeito significativo no niumero de cruzamentos
entre os grupos (H = 20,81; p = 0,0001). As analises post-hoc revelaram que o grupo
exposto a concentragcdo de 0,4 g/L de fosfogesso apresentou maior numero de
cruzamentos em comparagao aos grupos expostos as concentragdes de 0,025 g/L e
0,1 g/L (p < 0,001 ) (Figura 8B).

Adicionalmente, o teste de Kruskal-Wallis demonstrou efeito significativo no
tempo de permanéncia na zona de interagdo (H = 48,05; p < 0,0001). As analises
post-hoc evidenciaram que o grupo exposto a concentragcdo de 0,4 g/L de
fosfogesso permaneceu menos tempo na zona de interagdo em comparagdo ao
grupo controle (p < 0,001) e aos grupos expostos as concentragdes de 0,025 g/L e
0,1 g/L (p < 0,0001) (Figura 8C). Da mesma forma, foi observado efeito significativo
no tempo de permanéncia na zona neutra (H = 47,34; p < 0,0001), onde o grupo

exposto a concentragdo de 0,4 g/L permaneceu mais tempo nessa zona em
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comparagao ao grupo controle e aos grupos expostos as concentragdes de 0,025
g/L e 0,1g/L (p <0,0001) (Figura 8D).
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Figura 8. Efeito da exposi¢do subaguda ao fosfogesso no teste de preferéncia social. Os dados foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn e sdo apresentados
como medianas * intervalo interquartil, exceto para a distancia, que foi analisada através da analise
de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey, e sdo apresentados como
média + desvio padrao. ***p<0,001, ****p<0,0001. n = 20, exceto para controle (n = 19) e fosfogesso
0,4 g/L (n=21).

Complementarmente as analises quantitativas, as trajetérias representativas
de nado de um animal de cada grupo ilustram qualitativamente o padrdo de
exploracéo espacial no aparato (Figura 9). Observa-se que os grupos controle, 0,025
g/L e 0,1 g/L apresentam trajetdérias predominantemente concentradas na zona de
interacdo. Ja o grupo exposto a 0,4 g/L apresenta maior permanéncia na zona

neutra.
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Figura 9. Trajetorias representativas de natagdo (mapas de rastreio) obtidas no teste de preferéncia
social apos a exposicdo subaguda ao fosfogesso. A imagem ilustra o padrdo de exploragéo espacial
de um animal representante de cada grupo experimental, evidenciando a distribuicado de nado entre
as zonas neutra, intermediaria e de interagdo. Fonte: any-maze.

4.2.2 Resultados comportamentais apés exposi¢cao prolongada

4.2.2.1 Teste de tanque novo

A Figura 10 apresenta os resultados do teste do tanque novo apds o
protocolo de exposi¢cao prolongada ao fosfogesso. O teste de Kruskal-Wallis revelou
efeito significativo na distancia percorrida (H = 19,88; p = 0,0002). As analises
post-hoc revelaram que o grupo exposto a concentragéo de 0,4 g/L de fosfogesso
apresentou aumento na distancia percorrida em comparagdo ao grupo exposto a
concentracao de 0,025 g/L de fosfogesso (p < 0,0001) (Figura 10A). Além disso, a
analise da ANOVA demonstrou efeito significativo no numero de cruzamentos (F3,75
= 5,274; p = 0,0024). As analises post-hoc evidenciaram que o grupo exposto a
concentragcéao de 0,4 g/L apresentou maior numero de cruzamentos em comparagao
ao grupo controle e ao grupo exposto a concentracao de 0,025 g/L (p < 0,01) (Figura
10B).

Em relacdo ao tempo de permanéncia na zona superior, a analise por ANOVA

revelou efeito significativo (F3,75 = 8,598; p < 0,0001), e os animais expostos a
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concentragdo de 0,025 g/L de fosfogesso permaneceram mais tempo na zona
superior do tanque em comparagdo ao grupo controle e ao grupo exposto a
concentracdo de 0,4 g/L (p < 0,001) (Figura 10C). Ademais, o teste de
Kruskal-Wallis demonstrou efeito significativo no tempo de permanéncia na zona
inferior (H = 2,13; p < 0,0001). As analises post-hoc mostraram redugao no tempo de
permanéncia na zona inferior no grupo exposto a concentragao de 0,025 g/L em
comparagao ao grupo controle (p < 0,0001) e ao grupo exposto a concentragao de
0,4 g/L (p <0,001) (Figura 10D).
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Figura 10. Efeito da exposi¢céo prolongada ao fosfogesso no teste de tanque novo. Os dados foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn e sdo apresentados
como medianas % intervalo interquartil, exceto para cruzamentos e tempo na zona superior, que foram
analisados através da analise de varidncia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey
e sdo apresentados como média * desvio padrao. **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. n = 20, exceto
para fosfogesso 0,025 g/L (n = 19).

Complementarmente as analises quantitativas, os mapas de calor ilustram
qualitativamente o padrao de distribuicdo espacial e a densidade de ocupacio da

média dos animais de cada grupo no tanque (Figura 11). Observa-se maior

densidade de ocupacgao na regido superior do tanque no grupo exposto a 0,025 g/L.
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Figura 11. Mapas de calor da densidade de ocupagédo no teste de tanque novo apds a exposi¢ao
prolongada ao fosfogesso. A representacdo visual ilustra a distribuicdo espacial e o tempo de
permanéncia média de cada grupo experimental (Controle, 0,025 g/L, 0,1 g/L € 0,4 g/L). A escala de
cores indica a densidade de presenca no aparato, onde cores mais quentes (tendendo ao vermelho)
representam areas de maior permanéncia (~25 s), enquanto as mais frias (tendendo ao azul)
representam areas de menor permanéncia (~0 s). Fonte: any-maze.

4.2.2.2 Teste de claro/escuro

A Figura 12 apresenta os resultados do teste claro/escuro apos o protocolo de
exposicao prolongada ao fosfogesso. A analise por ANOVA revelou efeito
significativo no numero de cruzamentos (F3,74 = 3,357; p = 0,0233). As analises
post-hoc evidenciaram que o grupo exposto a concentracdo de 0,4 g/L de
fosfogesso apresentou maior numero de cruzamentos em comparagao ao grupo
controle (p < 0,05) (Figura 12A). Entretanto, os resultados do teste de Kruskal-Wallis
indicam que nao houve efeito significativo em relacdo ao tempo de permanéncia na

zona clara (Figura 12B).
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Figura 12. Efeito da exposigdo prolongada ao fosfogesso no teste de claro/escuro. Os dados de
cruzamentos foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Tukey e sdo apresentados por média + desvio padrdo. Os dados de tempo na zona
clara foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e sdo apresentados como medianas + intervalo
interquartil. *p<0,05. n = 20, exceto fosfogesso 0,025 g/L e 0,4 g/L, n=19.

4.2.2.3 Teste de preferéncia social

A Figura 13 apresenta os resultados do teste de preferéncia social apds o

protocolo de exposi¢cao prolongada ao fosfogesso. A analise da ANOVA revelou que

nao houve efeito significativo entre os parametros analisados.
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Figura 13. Efeito da exposigdo prolongada ao fosfogesso no teste de preferéncia social. Os dados
foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) de uma via e sdo apresentados por média
+ desvio padrdo. n = 20, exceto para fosfogesso 0,025 g/L (n = 18).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, os resultados obtidos demonstraram que os efeitos da
exposicdo ao fosfogesso sobre parémetros fisico-quimicos da agua e sobre o
comportamento do peixe-zebra. De maneira geral, a exposigao ao residuo promoveu
a reducao do pH e o aumento da condutividade, dureza e turbidez da agua de forma
concentracao-dependente. Nos ensaios comportamentais, a exposi¢ao subaguda ao
fosfogesso induziu respostas compativeis com comportamento semelhante a
ansiedade no teste claro/escuro e prejuizo na preferéncia social no teste de
preferéncia social. Por outro lado, a exposi¢cado prolongada ao fosfogesso induziu
comportamento semelhante a ansiedade no teste de tanque novo e alteragdes na

locomocéao nos testes claro/escuro.

5.1 Fosfogesso induz alteragdes fisico-quimicas na agua

Os parametros fisico-quimicos da agua foram modificados de forma
concentragdo-dependente pela adigdo de fosfogesso, evidenciando alteragbes nas
caracteristicas do meio experimental. Observou-se redug¢ao gradual do pH, aumento
da condutividade elétrica, da dureza e da turbidez, enquanto a temperatura
permaneceu estavel entre os tratamentos. Apesar da diminuicdo observada, os
valores de pH permaneceram dentro da faixa estabelecida pela Resolugao
CONAMA n° 357/2005 para aguas doces destinadas a protegcédo da vida aquatica
(pH entre 6,0 e 9,0). Da mesma forma, os valores de turbidez registrados, mesmo na
maior concentragao testada (6,83 NTU), permaneceram inferiores ao limite de 100
NTU estabelecido para aguas doces de Classe 2.

Além dessas alteragdes, a exposicdo ao fosfogesso promoveu um aumento
expressivo da dureza e da condutividade elétrica da agua (412,5% e 171%),
indicando maior concentracdo de ions dissolvidos provenientes do material
adicionado. Esse comportamento é esperado devido a composi¢do quimica do
fosfogesso, constituido predominantemente por sulfato de calcio di-hidratado
(CaS04-2H:0), além de impurezas contendo fluoretos, fosfatos, metais-traco e
radionuclideos naturais, que podem ser liberados para o meio aquatico (Saadaoui et
al., 2017; Silva et al., 2022). Embora a Resolugago CONAMA n° 357/2005 nao
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estabeleca limites especificos para dureza e condutividade, esses parametros séo
amplamente utilizados como indicadores da composigao idnica e da qualidade da
agua, refletindo alteragdes na mineralizagao e na disponibilidade de sais dissolvidos,
fatores capazes de influenciar a fisiologia dos organismos aquaticos (APHA, 2023;
Boyd & Tucker, 1998). Assim, os resultados demonstram que a presenga do
fosfogesso foi capaz de modificar significativamente as caracteristicas
fisico-quimicas da agua de exposi¢ao, especialmente em relagdo a mineralizagao do
meio, representada pelo aumento da dureza e da condutividade.

O aumento da dureza (412,5%) observado na maior concentragdo (2.460
mg/L de CaCOQ:s) caracteriza uma condicdo de agua extremamente dura, muito
superior aos valores normalmente encontrados em ecossistemas naturais de agua
doce (Boyd & Tucker, 1998). De forma semelhante, o aumento da condutividade
(171%) sugere maior disponibilidade de ions dissolvidos, alterando o equilibrio
osmotico e podendo interferir nos processos fisioloégicos dos peixes, como 0s
mecanismos de osmorregulagao e trocas ibnicas pelas branquias (Evans et al.,
2005). Além disso, estudos recentes demonstram que o lixiviado de fosfogesso
promove alteragdes significativas na composicdo da agua e desencadeia efeitos
toxicos em peixes-zebra, incluindo estresse oxidativo, danos histopatolégicos e
genotoxicidade, indicando que as modificagdes fisico-quimicas do meio podem
contribuir para a resposta biolégica dos organismos expostos (Wang et al., 2025).
Dessa forma, além da presenca de possiveis contaminantes associados ao
fosfogesso, as proprias alteragdes fisico-quimicas da agua devem ser consideradas
na interpretacéo dos efeitos observados nos organismos expostos.

As modificacbes observadas na qualidade da agua podem ter contribuido
para os efeitos biolégicos registrados, uma vez que altera¢gdes no pH, na dureza e
na composi¢cdo ibnica influenciam a biodisponibilidade e a toxicidade de
contaminantes presentes em matrizes complexas, como o fosfogesso (Newman,
2019; APHA, 2023). Esse residuo contém metais potencialmente téxicos, como
arsénio (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), chumbo (Pb) e manganés (Mn) (Akfas et al.,
2024), capazes de se bioacumular nos tecidos dos peixes e desencadear processos
de estresse oxidativo. Metais nao essenciais, como Cd, Pb e As, sédo particularmente
nocivos por favorecerem a formacado de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
comprometerem o sistema antioxidante por meio da interagdo com grupos tiol (—SH),

contribuindo para danos celulares em o6rgdos como figado, rins e cérebro. Esses
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mecanismos podem resultar em alteragdes metabdlicas, neurolégicas e
comportamentais, comprometendo a homeostase dos organismos aquaticos
(Sevcikova et al., 2011; Valko et al., 2005).

Nesse sentido, a resposta biologica a exposigcdo ao fosfogesso ndo deve ser
interpretada exclusivamente a partir de sua concentragdo nominal, mas também
considerando a fracdo de seus constituintes efetivamente disponivel para absorcao
pelos organismos (Campbell, 1995; Playle, 1998). A reducao do pH observada apés
a adicao do fosfogesso pode modificar a especiagdo quimica e, consequentemente,
alterar sua biodisponibilidade (Wood et al., 2012). Da mesma forma, a elevacéo da
dureza e as mudangas na composi¢cao idnica podem interferir na interacdo entre
ions metalicos e superficies bioldgicas, particularmente nas branquias, influenciando
processos de absorcao e toxicidade (Paquin et al., 2002; Niyogi & Wood, 2004).
Assim, as modificagdes na qualidade da agua identificadas no presente estudo
podem representar ndo apenas consequéncias da presenga do fosfogesso, mas
também fatores capazes de modular a exposicao interna aos seus constituintes,
estabelecendo uma possivel relagdo entre as alteragcbes ambientais e as respostas

comportamentais observadas.

5.2 Exposicao de subaguda ao fosfogesso

No teste de tanque novo, ndo houve diferengas significativas no
comportamento dos peixes-zebra expostos ao fosfogesso. Essa auséncia de
alteragdes pode estar relacionada a influéncia de diferentes fatores enddgenos e
exdgenos, capazes de modular a resposta dos animais frente ao ambiente
experimental. Entre os fatores endogenos, destacam-se a variabilidade individual,
diferencas fisiologicas e mecanismos adaptativos ao estresse. Paralelamente,
fatores exdgenos, como condigdes ambientais, manejo experimental, luminosidade,
ruidos e até mesmo a sensibilidade do proprio teste comportamental, podem
interferir nos parémetros avaliados (Kalueff, A. V. et al. 2013; Stewart et al., 2014;
Ogi et al., 2021).

No teste claro/escuro, a redug¢ao do tempo na zona clara dos grupos expostos
a 0,025 g/L e 0,4 g/L sugere comportamento semelhante a ansiedade induzida pelo
fosfogesso. Esse padrdo esta associado a escototaxia, uma resposta natural do

peixe-zebra na qual ambientes escuros sdo percebidos como locais mais seguros
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em situagdes de estresse (Maximino et al., 2010; Stewart et al., 2011). Além disso,
alteracbes oxidativas e possiveis danos neuroquimicos provocados pelos metais
presentes no residuo podem afetar neurotransmissores envolvidos na modulagao
emocional e exploratéria (Zahran et al., 2025), contribuindo para o fendtipo
observado.

Em contrapartida, o grupo exposto a concentragéao intermediaria de 0,1 g/L
nao apresentou essa mesma redugao no tempo na area clara. Esse fendbmeno pode
estar relacionado a uma curva dose-resposta em formato de U, conhecida como
hormese, na qual concentragbes mais baixas e mais altas causam efeitos evidentes,
enquanto concentragdes intermediarias provocam respostas atenuadas ou
semelhantes ao controle. Esse tipo de perfil ja foi descrito em estudos toxicoldgicos
e costuma ocorrer devido a ativagdo de mecanismos de compensagao ou adaptacao
do organismo frente a exposig¢ao inicial ao contaminante (Calabrese e Baldwin,
2001).

Ja no teste de preferéncia social, os peixes expostos a maior concentragao
(0,4 g/L) apresentaram menor permanéncia na zona de interagao e maior tempo na
zona neutra, indicando um prejuizo no comportamento social. Como o peixe-zebra
apresenta habitos naturalmente gregarios (Brasil, 2023), a redugdo da preferéncia
social sugere um comprometimento neurocomportamental. O aumento dos
cruzamentos do grupo 0,4 g/L em comparagao com as concentragdes de 0,025 g/L e
0,1 g/L também pode refletir agitagdo locomotora ou comportamento de fuga frente
ao estimulo social. Essas alteracbes podem estar relacionadas a neurotoxicidade
induzida pelos componentes do fosfogesso, uma vez que o estresse oxidativo e os
danos ao sistema nervoso central podem interferir diretamente na sociabilidade,

locomogéo e percepgao ambiental dos organismos (Zahran et al., 2025).

5.3 Exposigao prolongada ao fosfogesso

ApOs a exposigao prolongada, no teste de tanque novo, os animais expostos
a concentragdo de 0,4 g/L apresentaram aumento da distancia percorrida e maior
numero de cruzamentos, indicando hiperatividade locomotora e um possivel estado
de agitagao induzido pela exposi¢cao prolongada. Alteragdes locomotoras desse tipo

sdao frequentemente associadas a neurotoxicidade causada por contaminantes

ambientais, especialmente metais capazes de interferir em neurotransmissores
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relacionados ao controle motor e a resposta ao estresse (Jaishankar et al., 2014;
Kumar et al., 2024). O aumento da atividade exploratéria também pode refletir um
comportamento de fuga ou tentativa de adaptagado frente as condi¢cdes adversas
(Egan et al., 2009). Por outro lado, o grupo exposto a 0,025 g/L apresentou um
aumento significativo no tempo de permanéncia na zona superior do tanque novo, o
que se associa a um efeito do tipo ansiolitico. Essa resposta, restrita a menor
concentragcao, sugere uma curva dose-resposta em formato de U, indicando que o
residuo induz efeitos neurocomportamentais distintos a depender do nivel de
exposicao (Calabrese e Baldwin, 2001).

No teste claro/escuro, o aumento do numero de cruzamentos observado no
grupo 0,4 g/L reforga a hipotese de hiperatividade locomotora induzida pelo estresse
ou por alteragdes neurotdOxicas associadas a exposigao prolongada. Ja o teste de
preferéncia social ndo revelou diferengas significativas entre os parametros
analisados. Em conjunto, os resultados da exposi¢ao prolongada sugerem que 0s
efeitos do fosfogesso sdo dependentes da concentracdo. Enquanto a maior
concentragédo (0,4 g/L) promoveu aumento da atividade locomotora, sugerindo
alteragdes neurocomportamentais associadas a exposi¢do prolongada, a menor
concentragao (0,025 g/L) esteve relacionada a um comportamento compativel com
reducdo da ansiedade. Por outro lado, a auséncia de alteracbes no teste de
preferéncia social sugere que os efeitos do fosfogesso foram mais evidentes sobre
parametros locomotores e emocionais do que sobre a sociabilidade. Esses achados
reforcam a ocorréncia de respostas neurocomportamentais distintas em funcao da

concentragcao de exposigao (Jaishankar et al., 2014; Kumar et al., 2024).

5.4 Fosfogesso induz alteragdes comportamentais dependentes do tempo de

exposicao

Os resultados demonstram que os efeitos do fosfogesso em peixe-zebra
variam substancialmente conforme o tempo de exposigcdo. A exposigdo subaguda
promoveu predominantemente respostas relacionadas a ansiedade e ao prejuizo da
preferéncia social, evidenciadas pela redu¢ao da exploragado da zona clara no teste
claro/escuro e pela diminuicdo da sociabilidade (Maximino et al., 2010). Por outro
lado, a exposigédo prolongada desencadeou alteragdes locomotoras e exploratorias

mais pronunciadas nas concentragdes altas, caracterizadas por hiperatividade e
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mudangas no padréo de exploragdo do ambiente, exceto para o grupo de 0,025 g/L,
que manifestou um efeito ansiolitico.

Essa diferengca entre os periodos de exposigdo sugere uma transi¢cao no
fendtipo comportamental induzido pelo fosfogesso. Na exposicdo subaguda,
predominaram respostas defensivas compativeis com um estado de estresse agudo,
refletidas principalmente pelo aumento do comportamento tipo ansioso no teste
claro/escuro e pelo prejuizo da preferéncia social na concentragao de 0,4 g/L. Apds
a exposicao prolongada, entretanto, o perfil comportamental tornou-se distinto,
sendo marcado principalmente por alteracbes locomotoras e exploratdrias, como a
hiperatividade observada na maior concentragao.

Esses achados sugerem que a exposi¢cao continua ao fosfogesso pode,
inicialmente, induzir respostas defensivas e de estresse, evoluindo posteriormente
para alteragdes neurocomportamentais mais complexas que podem estar
relacionadas tanto a adaptagao fisiolégica dos animais ao ambiente contaminado,
considerando a elevada plasticidade fenotipica apresentada pelos peixes frente a
diferentes estressores ambientais (Abdelnour et al., 2024), quanto ao
comprometimento progressivo do sistema nervoso decorrente da bioacumulagao de
contaminantes metalicos (Zahran et al., 2025).

Um aspecto interessante foi a resposta da preferéncia social ao longo do
tempo. Embora a concentragdo de 0,4 g/L tenha reduzido significativamente a
sociabilidade apos a exposi¢do subaguda, esse efeito ndo foi observado apds a
exposicao prolongada. Esse resultado pode refletir uma adaptacgéo fisiolégica dos
animais ou, alternativamente, a hiperatividade locomotora observada no periodo
prolongado pode ter alterado o padrdo de exploragdo do aparato experimental,
reduzindo a sensibilidade do teste para detectar alteracdes especificas na interagao
social.

Além disso, a menor concentragao (0,025 g/L) apresentou respostas opostas
dependendo do tempo de exposicdo. Enquanto apds a exposicdo subagudas
promoveu comportamento semelhante a ansiedade no teste claro/escuro, a
exposicao prolongada induziu um perfil compativel com efeito tipo ansiolitico no
teste do tanque novo. Esses resultados reforgam que a duragédo da exposi¢ao pode
ser tdo determinante quanto a concentragdo para definir a direcdo da resposta

neurocomportamental ao fosfogesso.
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5.5 Fosfogesso, Saude Unica e sustentabilidade: implicagbes para a gestdo

ambiental e a saude publica

Os resultados deste estudo devem ser interpretados nédo apenas sob a
perspectiva da toxicidade para o peixe-zebra, mas também no contexto mais amplo
da interagdo entre qualidade ambiental, saude dos organismos e sustentabilidade
dos sistemas produtivos (Walker et al., 2012; Newman, 2020). A presenca de
residuos industriais em ambientes aquaticos pode desencadear alteragcdes nas
caracteristicas do meio e afetar organismos expostos, estabelecendo uma cadeia de
eventos que ultrapassa os limites do organismo individual e pode repercutir sobre
niveis superiores de organizacao ecoldgica (Newman, 2020). Nesse contexto, a
biodisponibilidade e a bioacumulacdo de constituintes potencialmente téxicos
assumem papel central na avaliagao de risco, uma vez que a concentracio total de
um elemento no residuo ndo necessariamente corresponde a fragao disponivel para
absorcao pelos organismos (OECD, 2000; Baird & Cann, 2012). Assim, a avaliagao
integrada das caracteristicas fisico-quimicas do meio e das respostas bioldgicas
constitui uma abordagem relevante para compreender os efeitos ambientais
associados ao fosfogesso (Walker et al., 2012).

Embora o0s mecanismos moleculares responsaveis pelas alteragdes
neurocomportamentais observadas ndo tenham sido diretamente investigados neste
estudo, evidéncias da literatura indicam que metais potencialmente toxicos podem
exercer efeitos neurotoxicos por meio de mecanismos envolvendo estresse
oxidativo, desequilibrio redox, alteragbes na neurotransmissao e comprometimento
da homeostase celular (Flora; Mittal; Mehta, 2008; Vellingiri et al. 2022). Esses
processos podem afetar fungdes neuroldgicas relacionadas a locomogéo,
exploragdo ambiental, respostas ao estresse e interagédo social (Kalueff et al., 2013;
Stewart et al.,, 2014). Dessa forma, as alteragdes comportamentais observadas
neste estudo podem ser interpretadas como respostas integradas do organismo a
exposicao ambiental, embora estudos futuros envolvendo bioacumulagao tecidual,
biomarcadores de estresse oxidativo, neurotransmissores, histopatologia e
expressao génica sejam necessarios para estabelecer relagdes mecanisticas mais
diretas (Newman, 2020; Walker et al., 2012).

Sob a perspectiva ecoldgica, alteragdes comportamentais ndo devem ser

consideradas apenas como respostas individuais. Modificagbes persistentes na
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locomocgéao, na exploracdo do ambiente ou na preferéncia social podem interferir na
capacidade dos organismos de localizar alimento, evitar predadores, utilizar habitats
e interagir com outros individuos, podendo repercutir sobre processos ecologicos em
niveis superiores de organizagao (Scott; Sloman, 2004; Sih et al., 2004). Nesse
sentido, a utilizacdo de parametros comportamentais como indicadores de efeito
pode complementar analises fisico-quimicas e outros biomarcadores tradicionais,
contribuindo para uma avaliagdo mais abrangente dos impactos ecotoxicologicos
associados a residuos industriais (Hellou, 2011; Melvin; Wilson, 2013; Newman,
2020).

Essa perspectiva € particularmente relevante quando considerada sob o
conceito de Saude Unica (One Health), que reconhece a interdependéncia entre a
saude humana, animal e ambiental e propde abordagens integradas para a
prevencao e o enfrentamento de riscos a saude (WHO; FAO; UNEP; WOAH, 2022).
A Organizagdo Mundial da Saude destaca que a poluicdo e outros estressores
ambientais podem afetar simultaneamente os ecossistemas e a saude dos
organismos, reforcando a necessidade de agbes intersetoriais e de sistemas de
monitoramento integrados (WHO, 2026). Nesse contexto, investigar os efeitos
ecotoxicolégicos do fosfogesso contribui para uma compreensédo preventiva dos
riscos associados a geragao, armazenamento € manejo deste residuo, considerando
nao apenas a protecao da fauna aquatica, mas também a conservagao dos recursos
naturais dos quais as populagdes humanas dependem (WHO; FAO; UNEP; WOAH,
2022).

Os achados também apresentam implicagbes para a gestdo ambiental e para
o desenvolvimento de estratégias de monitoramento de residuos da industria de
fertilizantes. Embora os resultados obtidos ndo permitam, isoladamente, estabelecer
limites regulatorios ou critérios de exposigdo ambiental, eles fornecem evidéncias
que podem subsidiar futuras avaliagdes de risco, programas de biomonitoramento e
estratégias de prevencao da dispersdo de constituintes do fosfogesso para corpos
d'agua (USEPA, 1998; Newman, 2020). A combinagdo de indicadores
fisico-quimicos e respostas comportamentais pode ser particularmente util para
complementar abordagens tradicionais de monitoramento, permitindo identificar
alteragbes biologicas associadas a exposi¢cdo antes que consequéncias ecologicas
mais amplas sejam evidenciadas (Hellou, 2011; Melvin; Wilson, 2013). Dessa forma,

estudos como este podem contribuir para o aprimoramento de politicas publicas
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voltadas a gestdo, armazenamento, aproveitamento e destinagdo ambientalmente
adequada de residuos da industria de fertilizantes (IAEA, 2010; International
Fertilizer Association, 2016).

Os resultados deste estudo também podem ser interpretados a luz da agenda
2030 para o desenvolvimento sustentavel, ao evidenciarem a importancia da
avaliagcao ecotoxicologica de residuos industriais para a conservagdao ambiental e a
promoc¢ao da sustentabilidade. Os achados dialogam diretamente com o objetivo de
desenvolvimento sustentavel (ODS) 6: Agua Potavel e Saneamento, ao fornecer
subsidios cientificos para a prevencido da contaminagao de ambientes aquaticos por
residuos industriais, contribuindo para estratégias voltadas a melhoria da qualidade
da agua. Da mesma forma, relacionam-se ao ODS 12: Consumo e Produgao
Responsavel, ao gerar informacées que podem apoiar praticas mais seguras de
gestdo, armazenamento, reaproveitamento e destinagao do fosfogesso, favorecendo
modelos de producdo mais sustentaveis. A pesquisa também contribui para o ODS
14: Vida na Agua, ao ampliar o conhecimento sobre os efeitos de contaminantes em
organismos aquaticos, e para o ODS 15: Vida Terrestre, ao reforgar a importancia da
prevencdo da dispersdo de contaminantes entre os diferentes compartimentos
ambientais e da conservacio da biodiversidade. De forma transversal, os resultados
convergem com o ODS 3: Saude e Bem-Estar, ao adotar uma abordagem preventiva
fundamentada no conceito de Saude Unica (One Health), reconhecendo a
interdependéncia entre a saude humana, animal e ambiental e a necessidade de
estratégias integradas para o enfrentamento dos impactos da poluigdo ambiental
(UNITED NATIONS, 2015; WHO; FAO; UNEP; WOAH, 2022).

5.6 Pontos fortes e limitagdes

Este estudo apresenta como ponto forte o fato de ser, at¢ o momento, o
primeiro a investigar os efeitos do fosfogesso sobre as respostas comportamentais
de peixe-zebra. A avaliacdo de dois protocolos de exposicdo (subagudo e
prolongado) permitiu uma avaliagdo dindmica da toxicidade, demonstrando que os
efeitos neurocomportamentais do fosfogesso ndo séo estaticos, mas dependem da
duragdo da exposicdo. Enquanto a exposicdo subaguda evidenciou
predominantemente alteragdes relacionadas a ansiedade e a sociabilidade, a

exposicao prolongada revelou modificacbes locomotoras e exploratorias mais
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pronunciadas, evidenciando uma mudanga no perfil comportamental ao longo do
tempo, contribuindo para uma anadlise abrangente, destacando a relevancia do
fosfogesso como contaminante ambiental critico, especialmente diante da auséncia
de uma padronizagdo rigorosa para o descarte desse residuo, frequentemente
armazenado a céu aberto. Essa abordagem amplia a relevancia ecotoxicoldgica dos
resultados, uma vez que organismos presentes em areas proximas a pilhas de
fosfogesso podem estar sujeitos a exposicdo continua decorrente da lixiviacao de
contaminantes para o ambiente (Tayibi et al., 2009). Dessa forma, este estudo
estabelece um importante precedente para futuras investigagées, demonstrando que
a avaliagdo dos efeitos do fosfogesso deve considerar ndo apenas a concentragao
do contaminante, mas também a duragao da exposicao.

Entretanto, o estudo apresenta limitacbes, uma vez que as condi¢cdes
experimentais ndo reproduzem integralmente a complexidade do ambiente natural.
Também nao foi possivel mensurar individualmente a quantidade de fosfogesso
absorvida pelos animais e os peixes utilizados n&o tiveram idade exata e sexo
previamente determinados devido a aquisicdo de fornecedor local. Além disso, nao
foram realizadas analises bioquimicas ou histolégicas para a confirmagéao direta dos
mecanismos envolvidos na toxicidade observada, assim como nao foi possivel isolar
quais metais presentes no fosfogesso foram diretamente responsaveis pelos efeitos

registrados.

6 CONCLUSAO

O fosfogesso promoveu alteracbes concentracdo-dependentes nos
parametros fisico-quimicos da agua, com reducdo do pH e aumento da
condutividade elétrica, dureza e turbidez. Em peixes-zebra adultos, a exposicao
subaguda induziu comportamento semelhante a ansiedade e reduziu a preferéncia
social na maior concentracdo avaliada. A exposigdo prolongada promoveu
alteracbes locomotoras e exploratorias, sem modificar a preferéncia social. Esses
achados demonstram que a exposi¢do ao fosfogesso € capaz de alterar o
comportamento de peixes-zebra adultos, sendo seus efeitos dependentes do tempo
de exposicao e da concentragao utilizada.

Contudo, os achados deste estudo reforczam a necessidade de manejo,

monitoramento, armazenamento e descarte adequados do fosfogesso, considerando
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o potencial neurotdxico do residuo e seus possiveis impactos sobre organismos
vivos. Além disso, os resultados evidenciam a importancia da adogao de estratégias
que minimizem os riscos ambientais associados a dispersdo e ao acumulo desse

residuo no ambiente.
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Anexo |: Parecer técnico CEUA: “Avaliacdo dos efeitos do fosfogesso em

peixe-zebra (Danio rerio).

Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Comissdo de Etica no Uso de Animais
R. Conde Prados, n® 191 - Bairro Abadia Uberaba/MG CEP 38025-260
(34) 3700-6802 E-mail: ceua@uftm.edu.br
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PARECER N¢ 23/2025/CEUA/PROPPG

PROCESSO N2 23085.003364/2025-11

INTERESSADO: MATHEUS MARCON

ASSUNTO: ::rrj:r;fr técnico: "Avaliagdo dos efeitos do fosfogesso em peixe-zebra (Danio

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagdo dos efeitos do fosfogesso em peixe-
zebra (Danio rerio)", registrada com o 23085.003364/2025-11, sob a responsabilidade de Matheus
Marcon — que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n? 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro, em reunido de 23/05/2025.

Apds a conclusdao dos experimentos pilotos e a emissdao da capacitacao especifica dos
envolvidos, os respectivos comprovantes deverdo ser inseridos no processo para validagao pela
coordenacgao/secretaria, possibilitando assim a liberagdo da quantidade remanescente de animais
autorizada no projeto.

Finalidade Projeto Piloto (treinamento especifico)

Vigéncia da autorizacdo 12/08/2025 a 31/12/2026

Espécie/Linhagem/Raca Peixe-zebra (Danio rerio)/ Wild-type

Ne de animais 10

Peso/idade 350mg/3 meses

Género 5 machos/ 5 fémeas

Oigiiii Alfa Peixes (Juliana Soares de Qliveira Eirelli, Avenida Prudente de Morais,
765-B. Nossa Senhora da Abadia, CNPJ 32.310.903/0001-65)

Treinamento especifico dos - Roberta da Silva Carneiro;

colaboradores - Paula Pinheiro Teixeira.

Finalidade ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo 12/08/2025 a 31/12/2026

Espécie/Linhagem/Raga Peixe-zebra (Danio rerio)/ Wild-type

N2 de animais 160

Peso/idade 350mg/3 meses

Género 80 machos/80 fémeas

Origem Alfa Peixes (Juliana Soares de q!iveira Eirelli, Avenida Prudente de Morais,
765-B. Nossa Senhora da Abadia, CNPJ 32.310.903/0001-65)




Segue abaixo a relagdo de todos os envolvidos e as respectivas fungdes no referido projeto:
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Responsavel Fungdes no projeto

Planejamento e supervisdo; manipulagdo; monitoramento do bem-estar animal; teste
fisico e/ou comportamental — especificar: anélise de comportamento; administracao de
substdncias - especificar a via: imersdo na dgua; eutandsia — especificar: resfriamento
por imersao do peixe-zebra em dgua gelada (0 a 42C) de acordo com o item 8.14.13 da
resolugdo normativa nimero 37 de 15 de fevereiro de 2018; outro procedimento—
especificar: coleta de encéfalo apds eutandsia e andlise de amostras ou dados
experimentais.

Matheus
Marcon

Colaboradores | Fungdes no projeto

Manipulagdo; monitoramento do bem-estar animal; teste fisico e/ou comportamental -
especificar: teste claro/escuro, teste de comportamento social e teste do tanque novo;
administragdo de substancias - especificar a via: imersdo na dgua; eutandsia —
especificar: imersdo em dgua gelada; outro procedimento- especificar: coleta do
encéfalo apds eutanasia e analise de amostras ou dados experimentais.

Paula Pinheiro
Teixeira

Manipulagdo; monitoramento do bem-estar animal; teste fisico e/ou comportamental -
especificar: andlise de comportamento; administragao de substancias - especificar a via:
Roberta da Silva | imersdo na dgua; eutandsia — especificar: Resfriamento pela imersdo do peixe-zebra em
Carneiro agua gelada (0 a 4°C) de acordo com item 8.14.13 da Resolugdo normativa n? 37, de 15
de fevereiro de 2018; outro procedimento- especificar: coleta de encéfalo apds
eutandsia e andlise de amostras ou dados experimentais.

Carlo José Freire de Oliveira
Coordenador da CEUA/UFTM

Documento assinado eletronicamente por CARLO JOSE FREIRE DE OLIVEIRA, Coordenador(a) da Comissdo de
Etica no Uso de Animais, em 29/05/2025, as 09:38, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no §
32 do art. 42 do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020 e no art. 34 da Portaria Reitoria/UFTM n® 215,
de 16 de julho de 2024.

-
seil
assinatura
eletrénica

y 1 A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

rhn2acao=documento conferir&id_orgao_acesso_externo=0,
informando o codigo verificador 1523233 e o codigo CRC ASS50E2A2.
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