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RESUMO

Muitos compostos organicos presentes nos corpos d’agua, chamados contaminantes
emergentes, ainda ndo sao contemplados nas legislacfes ambientais brasileiras. Tais compostos
necessitam ser avaliados por apresentarem elevada toxicidade aos organismos Vivos,
provocando sérios problemas aos ecossistemas e a satde animal e humana, entre eles o triclosan
(TCS). O crescente uso do TCS pela industria e numa variedade de produtos domésticos
comuns, incluindo detergentes, cremes dentais, sabonetes, entre outros, resulta em langamento
de grandes e crescentes quantidades deste composto nos corpos d’agua, podendo afetar a satde
e sobrevivéncia de organismos aquaticos. A legislacéo brasileira estabeleceu uma concentracéo
méaxima de TCS de 0,3 %, para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, mas nao
h& nenhum limite estabelecido para concentra¢cbes maximas permitidas nos diferentes corpos
d’agua. Apesar da preocupacio com tal contaminante, poucos sio os trabalhos abordando seus
efeitos fisioldgicos sobre os organismos aquaticos, particularmente os peixes. O presente
trabalho avaliou o efeito do TCS sobre a funcdo cardiorrespiratoria in vivo e sobre a expresséo
de proteinas cardiacas envolvidas no manejo de célcio cardiaco do matrinxd, Brycon
amazonicus. Entre os principais achados, o presente trabalho mostrou que: a) em presenca de
TCS a &gua ndo atinge 100% de saturagdo com Ogz; b) O TCS ndo apenas reduz a taxa
metabolica como também aumenta a tencdo critica de O, reduzindo a capacidade de manter a
tomada de O constante e, consequentemente, reduzindo as chances de sobrevivéncia em
ambientes hipoxicos; c) a necessidade ventilatoria € significativamente aumentada pelo TCS,
mostrando diminuicao significativa da eficiéncia das branquias na troca de O, além de aumentar
0 gasto energético para a troca gasosa; d) o TCS teve um efeito depressor na frequéncia cardiaca
e aumentou a expressdo de canais de calcio do tipo L e do trocador Na*/Ca?*. Em conjunto, 0s
resultados obtidos no presente trabalho mostram que o TCS, mesmo em baixas concentragdes
e em exposicOes de curta duracdo (96h) diminui a capacidade respiratéria da espécie e interfere
no manejo de célcio cardiaco. O efeito depressor da funcdo cardio-respiratoria in vivo, bem
como as alteracBes na expressdo de proteinas envolvidas no acoplamento excitacdo-contracdo
cardiaco de matrinxa reforcam a necessidade ndo apenas de reavaliacdo da utilizacdo de TCS
em produtos de consumo como também do estabelecimento de limites maximos permitidos em
aguas para consumo humano e conservacédo da vida aquatica.

Palavras-chave: Triclosan-TCS, Matrinxd-Brycon amazonicus, Respostas Cardiorespiratdrias

e Hipdxia.



ABSTRACT

Many organic compounds present in bodies of water, called emerging contaminants, are not yet
contemplated in Brazilian environmental legislation. Such compounds need to be evaluated for
their high toxicity to living organisms, causing serious problems for ecosystems, animal and
human health. Among these compounds, widely used, is triclosan (TCS). The increasing use of
TCS by the industry and a variety of common household products, including detergents,
toothpastes, soaps, among others, results in the release of large and increasing amounts of this
compound in water bodies, which can affect the health and survival of organisms aquatic
Brazilian legislation has established a maximum TCS concentration of 0.3% for personal care
products, cosmetics and perfumes, but there is no established limit for maximum permissible
concentrations in the different water bodies. Despite the concern with such contaminant, few
works are addressing its physiological effects on aquatic organisms, particularly fish. The
present study evaluated the effect of TCS on cardiorespiratory function in vivo and on the
expression of cardiac proteins involved in the management of cardiac calcium of Brycin
amazonicus. Among the main findings, the present study showed that: a) in the presence of TCS
the water does not reach 100% saturation with O2; b) TCS not only reduces the metabolic rate
but also increases the critical O2 uptake, reducing the ability to keep O2 uptake constant and,
consequently, reducing the chances of survival in hypoxic environments; c) the ventilatory
requirement is significantly increased by the TCS, showing a significant decrease in the
efficiency of the gills in the exchange of O2 besides increasing the energy expenditure for the
gas exchange; d) TCS had a depressant effect on heart rate and increased expression of L-type
calcium channels and Na + / Ca 2+ exchanger. Together, the results obtained in the present
study show that the TCS, even in low concentrations and in short exposures (96h), decreases
respiratory capacity of the species and interferes in the management of cardiac calcium. The
depressant effect of cardio-respiratory function in vivo as well as changes in the expression of
proteins involved in the cardiac excitation-contraction coupling of matrinxa reinforce the need
not only for reassessment of the use of SCC in consumer products but also for the establishment

of maximum limits waters for human consumption and conservation of aquatic life.

Keywords: Triclosan-TCS, Matrinxa-Brycon amazonicus, cardiorespiratory responses and

Hypoxia.
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1. INTRODUCAO

A agua é o componente essencial para a vida e representa o principal constituinte de
todos os seres vivos, sendo que, seus multiplos usos sdo indispensaveis a um largo espectro das
atividades humanas, destacando-se, entre outras, o abastecimento publico e industrial, a
irrigacao agricola, a producdo de energia elétrica e as atividades de lazer e recreacdo, bem como
a preservacédo da vida aquatica.

Nas Ultimas décadas, no entanto, os ecossistemas aquaticos tém sofrido alteracGes
significativas em funcdo de diversos fatores antropogénicos tais como mineragéo, urbanizacéo,
construcdo de represas e barragens, interferéncia no curso natural dos rios, desmatamento e uso
inadequado do solo, intensa atividade agricola e langcamentos de efluentes domésticos e
industriais.

De particular interesse sdo os contaminantes ou poluentes emergentes, substancias
potencialmente toxicas cujos efeitos ou presenca no ambiente sdo ainda pouco conhecidos. Tais
substancias englobam tanto aquelas que ja vém sendo utilizadas ha tempo, como também novas
substancias decorrentes dos avancos tecnoldgicos (BARCELO, 2003). A tabela 1 apresenta
alguns dos principais contaminantes emergentes, divididos por categorias. O termo
“emergente” se refere a preocupacdo que estas substancias tém trazido a luz de novos
conhecimentos adquiridos sobre seus impactos reais e potenciais a salde humana e ambiental.
Os contaminantes emergentes ndo estdo incluidos em programas de monitoramento de rotina
pelos 6rgdos de meio ambiente, na salde e tampouco estdo inseridos em normas ou legislacGes
de controle ambiental.

O triclosan (TCS), um composto que tem sido amplamente utilizado como agente
antimicrobiano, estd entre os contaminantes emergentes amplamente utilizados. O TCS
apresenta uma ampla gama de atividades contra bactérias gram-negativas e gram-positivas,
fungos e leveduras. Devido as suas propriedades desinfetantes, o triclosan vem sendo utilizado
por muitos anos em uma variedade de produtos de higiene pessoal como xampus, sabonetes,
cremes dentais, cosméticos, produtos de limpeza doméstica, em téxteis e plasticos utilizados
em roupas esportivas, calcados, tapetes e utensilios culinarios (LEVY et al., 1999). Apo6s 0s
diversos meios de utilizacdo, o triclosan chega a corpos hidricos por meio de langamento de
efluentes de Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE), podendo afetar a saude e sobrevivéncia

de organismos aquéticos. Apesar da preocupacdo com tal contaminante emergente, poucos sao



os trabalhos abordando seus efeitos fisioldgicos sobre 0s organismos aquaticos, particularmente

0S peixes.

TABELA 1: Categorizagédo de alguns contaminantes emergentes

CLASSE DE SUBSTANCIA EXEMPLOS
Farmacos
Antibicticos Trimetropim, eritromicina, lincomicina,

sulfametazona

Analgésicos e drogas anti-inflamatorias

Codeina, ibuprofeno, acetaminofeno, &cido
acetilsalicilico, diclofenaco, fenoprofeno

Drogas psiquiatricas

Diazepan

Reguladores lipidicos

Bezafibrato, acido clofibrico, acido fenofibrico

B-blogueadores

Metoprolol, propranolol, timolol

Contrastes (raio X)

lopromide, iopamidol, diatrizoate

Esterdides e horménios (contraceptivos)

Estradiol, estrona, estriol, dietilestilbestrol

Produtos de uso pessoal

Fragrancias

Nitropoliciclicos e macrociclicos

Agentes de protecdo solar

Benzofenona, canfora, metilbenzilideno

Repelentes

N.N-dietiltoluamida

Antissépticos

Triclosan, clorofeno

Surfactantes

Alquifenol etoxilados, alquifendis (nonifenol e
octilfenol), alquifendis carboxilados

Retardantes de chama

Difenil éteres polibromados (PBDES), tetrabromo
bisfenol A, Tris(2-cloroetil)fostato

Agentes e aditivos industriais

Agentes quelantes (EDTA), sulfonados aromaticos

Aditivos de gasolina

Dialquiléteres, metil-t-butil éter (MTBE)

Produtos de desinfec¢do

lodo-THMSs, bromoacidos, bromoacetonitrilas,
bromoaldeidos, cianoformaldeidos, bromatos,
NDMA

Nanomateriais

Cosméticos, protetores solares, biosensores, etc.

(adaptada de BARCELO, 2003)



1.1. O Triclosan

O triclosan (TCS), cuja denominacgdo quimica é 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol, é
um composto fendlico (fig. 1) que se apresenta como um po cristalino, sendo conhecido
comercialmente como Irgasan DP-300, Lexol 300, Ster-Zac, Cloxifenolum, BioFresh e
Microban (FANG et al., 2010) . O TCS possui massa molecular de 289,54 g.mol, é pouco
solivel em agua (12 mg.L* a 20 °C), exceto em pH alcalino, e possui elevada solubilidade na
maioria dos solventes organicos (FANG et al., 2010).

Apresenta estabilidade térmica elevada, 0 que permite sua incorporacdo em Varios
materiais plasticos (ORVOS et al., 2002), sendo um composto ndo ionizavel em pH neutro
(pKa= 8,1), Possui um coeficiente de parti¢cdo octanol-agua relativamente alto (log kow de 5,4),
0 que sugere que na forma protonada esse composto possa ser soluvel em ambientes aquaticos

(SINGER et al., 2002). Suas propriedades fisicas e quimicas sdo apresentadas na tabela 2.

Figura 1: Estrutura molecular do triclosan

(FANG et al., 2010)

TABELA 2: Propriedades fisicas e quimicas do triclosan

Formula Molecular C12H7C1302

Peso Molecular 289,5g/mol

Cor Cristais Brancos
Gravidade Especifica 1,55x10 Kg/m a 22°C
Estabilidade Estavel em condi¢6es Normais
Ponto de Fuséo 56,5°C
Solubilidade em Agua 0,012 g/L a 20°C
Constante de particdo (LogKnow) 48a25°C

Presséo de Vapor 2,2E-6 mm Hga 20° C

(adaptada de FANG et al., 2010)



Devido as suas multiplas aplicagdes, o TCS tem sido identificado em aguas residuais e
superficiais, bem como em outras matrizes ambientais. Este composto apresenta baixa
toxicidade e é parcialmente removido durante os tratamentos de aguas residuais convencionais.
No entanto, este composto passou a chamar aten¢do devido a sua semelhanga estrutural quimica
com contaminantes altamente toxicos e persistentes, como as dioxinas, e também devido a
possibilidade de sua conversdo nestes compostos perigosos. Assim, o destino ambiental do TCS
é um assunto de preocupacao especial (SANCHEZ-PRADO et al., 2006).

De acordo com AHN et al. (2008), embora amplamente classificado como
hidrocarboneto aromético halogenado, o TCS possui representativos funcionais de fendis,
éteres difenilicos e bifenilos policlorados (PCBs). A atividade de TCS nos musculos (que sera
discutida adiante), segundo esses autores, pode refletir sua capacidade de assumir uma
conformagdo como a dos PCBs n&o-polinucleares.

No ambiente aquatico, varios sdo os fatores que influenciam a fotodegradagédo do TCS,
tais como: pH, irradiacdo solar, quantidade de matéria organica dissolvida, presenca de co-
solutos, ions metalatos e de metabolitos (SUAREZ et al., 2007; SANCHEZ-PRADO et al.,
2006).

A fotodegradacdo do TCS gera varios subprodutos bio-acumulaveis e lipofilicos, como
¢ o0 caso do metil-triclosan (MTCS), proveniente da reacdo de metilacdo bioldgica
(LINDSTROM et al., 2002). A fotodegradacéo, com a luz ou com a radiagdo UV, promove a
conversdo do TCS em dioxinas (monoclorofenol e 2,4-diclorofenol), o que ocorre com trés dias
de exposicdo a luz artificial, tanto na agua do mar quanto na agua doce (ARANAMI;
READMAN, 2007; FANG et al., 2010).

1.1.1 Ciclo do Triclosan

Os efluentes domésticos e industriais sdo conduzidos para estaces de tratamento de
esgoto (ETE). Porém, grande parte de compostos de pequeno tamanho como os contaminantes
emergentes ndo sdo removidos e acabam por retornar aos corpos d’agua. Os trabalhos com
contaminacdo das dguas no passado sempre estiveram relacionados apenas a contaminacao de
origem industrial e agricola, sendo que pouco se conhecia sobre a contaminagdo por farmacos
e produtos de higiene pessoal devido a dificuldade de deteccéo destes produtos pelos métodos
analiticos disponiveis na época, uma vez que estdo presentes na ordem de nano a microgramas
(BILA; DEZOTTI, 2003).
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A figura 2 apresenta o ciclo do triclosan no meio ambiente. O triclosan advindo de varios
produtos do nosso dia-a-dia (sabonete, creme dental, produtos de limpeza, cremes e outros)
pode ser langado nos corpos d’agua através das residéncias. Pode-se denotar o lancamento de
efluentes em (1), os quais serdo encaminhados para esta¢Ges de tratamento de esgoto (3) através
das redes coletoras de esgoto (2). O triclosan ndo ¢ removido dos corpos d’agua nas ETEs,
podendo entdo seguir dois caminhos. Um deles consiste na sua remocao junto ao lodo ativo e
subsequente utilizacdo em terrenos como adubo organico em solos, provocando a contaminacgéo
dos lencois freaticos com a penetracdo do triclosan via solo (4-A). No outro caminho o triclosan
continua o percurso do tratamento de esgoto até os rios (4-B), afetando os lengois freaticos (5).
Assim, o triclosan, através das redes coletoras de dgua potavel, segue o caminho para Estacdes
de Tratamento de adgua (ETA) (6) onde pode vir a reagir com o cloro e formar compostos
extremamente perigosos para 0s organismos vivos. Enfim, a &gua potavel com triclosan chega
para o consumo nas residéncias (7), fechando o ciclo. Adaptado de BILA; DEZOTTI, (2003).

Figura 2: Ciclo do triclosan no meio ambiente.

CICLO DO TRICLOSAN

1-Uso de produtos diarios com triclosan. Os produtos do dia-a-dia que apresentam o triclosan em sua composicao
liberam este composto nas aguas residuais. 2- As aguas residuais com o TCS seguem para as estagdes de tratamento
de esgoto. 3-ETE (EstacOes de Tratamento de Esgoto) ndo conseguem eliminar o TCS podendo ir para o lodo
ativado que sera utilizado como fertilizante (4-A) ou ir para a aguas brutas (4-B), em ambos caminhos
contaminando o lengol freatico (5), indo para a Estacdo de Tratamento de Agua (6) e retornando para a torneira

).
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1.1.2. Presenga de Triclosan no Ambiente

A literatura aponta concentrac@es de triclosan variando entre 1,3x10° ng.L* a 1,3x10*
ng.L* em diversos ambientes (Tabela 3).

Elevadas concentracdes de triclosan (TCS) foram encontradas no rio Pearl, no sul da
China, na ordem de 478 ng.L* (ZHAO et al., 2010a) até 1023 ng.L* (PENG et al., 2008).
Fatores como elevada densidade populacional e construgdes ilegais nas proximidades de rios e
pantanos certamente contribuem para a presenca dessas elevadas concentragdes de triclosan
(WU et al., 2007; CHAU et al., 2008, (ZHAO et al., 2010a). Na india, altas concentraces de
TCS também foram encontradas nos rios Kaveri, Vellar e Tamiraparani, com valores de 3.800
ng.Lt, 5.160 ng.L* e 944 ng.L, respectivamente (RAMASWAMY et al., 2011).

As concentragdes de TCS nos corpos d’agua também variam ao longo do tempo. Em
2006, por exemplo, FAIR et al. (2009) encontraram 0,6 ng.L* de TCS nas &guas do rio Lagoon
na India e, em 2008, 7,5 ng.L* foram encontrados no mesmo local de analise.

Na Europa, o TCS foi encontrado em &guas superficiais na Alemanhd, Italia, Grécia,
Eslovénia, Espanha, Roménia, Suécia, e Reino Unido, em concentragdes acima de 285 ng.L™.
Na Alemanha, as concentracdes de triclosan no rio Ruhr, numa area industrializada e de
densidade populacional elevada, variam de 3 a 10 ng.L na agua potavel. JA nas aguas
superficiais marinhas da Baia Bight (Alemanha), as concentragdes de TCS préximo a estuarios
foram de 1,21 ng.L* a 6,87 ng.L (XIE et al., 2008). A concentracdo de TCS em lagos e rios
na Suica variou de 0,4 a 74 ng.L(SINGER et al., 2002) e de 19 a 80 ng.L* no Reino Unido
(SABALIUNAS et al., 2003).

No canal Tone, no Japdo, as concentracGes de TCS em &guas superficiais variaram de
55 a 134 ng. L1 (NISHI; KAWAKAMI; ONODERA, 2008). Pode-se encontrar em outros
trabalhos os seguintes valores: na Inglaterra (corpos d’agua) 95 ng.L%, na Espanha 46-184 ng.L-
! e na Suica de 20 a 190 ng.LY(BENDZ et al., 2005; DE SOUSA et al., 2014; KASPRZYK-
HORDERN; DINSDALE; GUWY, 2009).

No Brasil, 0 TCS € regulado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
sendo que a maxima concentracdo autorizada em produtos de higiene pessoal, cosméticos e
perfumes é de 0,3%. Contudo, ndo ha legislacdo sobre limites permitidos para 0 ambiente. Nos
Estados Unidos, o TCS é regulado por duas agéncias, a Environmental Protection Agency

(EPA) e a Food and Drug Administration (FDA), de maneira que sua utilizagdo como pesticida
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é regulada pela EPA e sua utilizacdo nos demais produtos citados anteriormente, regulada pela
FDA.

Apesar de haver a deteccdo do TCS em aguas de consumo residencial (provindas de
estacOes de tratamento de &gua), tais dados tém sido pouco divulgados e ndo se tem um limite
estabelecido para a concentragdo maxima permitida nessas aguas (KANTIANI et al., 2008).

De acordo com RULE et al. (2005), KUSTER et al. (2008) e BENOTTI et al. (2009), o
cloro adicionado em estacGes de tratamento de dgua reage com o TCS produzindo clorofendis,
gue consistem em compostos altamente tdxicos. Estes ndo sdo contabilizados nas analises da
concentracdo total de TCS, o que leva a valores subestimados de TCS na &gua potével.

Ha ainda poucos dados referentes as concentragdes de TCS nas aguas brasileiras.
Estudos realizados em rios do estado de Sdo Paulo, integrantes da Bacia do Parana, revelaram
a presenca de TCS em concentracdes médias de 0,00475 pg.L™* no Rio Pirai e de 0,0695 pg.L
! no Rio Jundiai (DE SOUSA et al., 2014). Ja em rios de Capivari, Atibaia, Sorocaba, Cotia e
Sédo José do Rio Preto, valores médios de 0,0022 a 0,0066 pg.L*! foram registrados
(MONTAGNER et al., 2014).

CAMPANHA e colaboradores (2015) monitoraram, por 3 anos, 0s contaminantes
urbanos (incluindo o TCS) em torno do rio Monjolinho, na cidade de S&o Carlos-SP. O TCS
foi detectado em 80% das amostras, com valores médios de 0,0352 pg.L* e valor maximo de
0,281 pg.L?, valores estes proximos aos encontrados no rio Jundiai (0,00495-0,324 pg.Lt) (DE
SOUSA et al., 2014).

Um outro fator importante a ser considerado é a acumulacdo de TCS nos sedimentos.
AGUERA et al., (2003) estudaram uma estacdo de tratamento de esgoto (ETE) na Espanha e
encontraram 22 pg.L* de TCS em amostras de efluentes tratados enquanto que, nos sedimentos,
concentracdes acima de 130,7 pg.L* foram encontradas. Cabe ressaltar que o ambiente marinho
recebe continuamente os efluentes de ETEs e o acumulo de TCS em seus sedimentos também
deve ser considerado.

Devido as suas propriedades fisicas e quimicas, o0 TCS se acumula no lodo e matéria
organica em concentra¢des que variam, em média, de 0,4 a 30 mg.Kg* (SINGER et al., 2002
;HEIDLER; HALDEN, 2007; LANGDON et al., 2012).

Diferentes concentracdes de TCS foram detectadas em solos contaminados (TOPP et
al., 2008) (EDWARDS et al., 2009). O periodo de meia vida para o TCS em residuos sélidos
é de 540 dias, mas informac6es de longo periodo séo limitadas, variando muito de acordo com
as condicdes ambientais (HALDEN; PAULL, 2005).
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TABELA 3: Concentracdes de triclosan encontradas em corpos d’agua ao redor do

mundo
Amostragem Pais Concentracao de TCS Referéncia
Riachos . " KOLPIN et al., 2002
naturais/rios USA A 23 pgl MORRALL et al., 2004
Suica 0,074 pg.L~! OKUMURAl;glgfISSHIKAWA,
Alemanha 0,01 pg.L! BESTER, 2005
Australia 0,075 pg.L™! YING; KOOKANA, 2007
Japdo 0,0006 - 0,0059 ug'L™!  COOGAN; LA POINT, 2008
China 0,011-0,478 ug-L! (ZHAO et al., 2010b)
Espanha —
(Barcelona) 0,010 pg-L KANTIANI et al., 2008
Riachos com
. entrada:c, de_ Suica 0,011 - 0,098.ug-L"! SINGER et al., 2002
aguas residuais
cruas
EUA 1,6 pg.L! HALDEN; PAULL, 2005
E.UA 4 WALTMAN; VENABLES;
(Texas) 2,7-268 ng.L WALLER, 2006

1.1.3. Contaminagéo da Biota com Triclosan

As algas nos corpos d’agua sdo as fontes iniciais de contaminacdo pelo TCS
constituindo-se os produtores primarios da cadeia trofica, quando poluidos pelo TCS, provocam
a transferéncia do poluente para os consumidores, principalmente para os peixes (COOGAN et
al., 2007 e SALIERNO; LOPES; RIVERA, 2016).

A contaminacdo com TCS tem sido relatada principalmente em organismos de agua
doce, em diferentes niveis troficos, incluindo algas, crustdceos e peixes, em concentracdes
variando de 0,24 a 4,4 mg.Kg* (ADOLFSSON-ERICI et al., 2002). Entretanto, concentracdes
mais elevadas tém sido descritas. Adolfsson-erici et al., (2002), por exemplo, encontraram TCS
na concentracdo de 120 mg.Kg™ no figado de truta, Oncorhynchus mykiss (ADOLFSSON-
ERICI et al., 2002).

TATARAZAKO et al., (2004) determinaram a toxicidade aguda do TCS em uma
bactéria (Vibrio fischeri), em uma microalga (Selenastrum capricornutum), num crustaceo

(Ceriodaphnia dubia) e em peixes (Danio rerio e Oryzias latipes). Como resultado, a bactéria,
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0 crusticeo e os peixes apresentaram sensibilidades semelhantes ao TCS, com valores de
concentragao letal para 25% dos organismos (CLz2s) de 0,07 mg.L* (ou 70 ug.L?) a 0,29 mg.L-
! (ou 290 mg.L 1) de TCS. Em contraste, a microalga foi cerca de 30 a 80 vezes mais sensivel
a toxicidade do TCS (CL2s = 0,0034 mg.L* ou 3,4 ug.L™?) que os demais organismos testados.
Esse resultado indica que o TCS exerce uma influéncia marcante sobre as algas, que séo
importantes produtores primarios no ecossistema e, por conseguinte, a eventual destruicdo do
equilibrio do ecossistema é esperada se 0 TCS é descartado no meio ambiente em niveis
elevados.

Alguns estudos determinaram a sensibilidade de peixes a0 TCS por meio da
determinacéo da letalidade deste composto para 50% dos individuos durante 96 h (CLso 96h)
e, apesar de poucas espécies terem sido estudadas, aparentemente a letalidade é espécie-
especifica. A tabela 4 apresenta alguns valores de CLsg para diferentes espécies de peixes.

Tabela 4: Valores de CL50 96h para o triclosan em diferentes espécies de peixes

Espécie CL50 Referéncia
Pimephales promelas (Cyprinidae) 260 pg.L*t ORVOS et al. (2002)
Lepomis macrochirus (Centrarchidae) 370 pg.L*t ORVOS et al. (2002)
Pangasianodon hypophthalmus (Pangasiidae) 1458 pg Lt SAHU et al. (2018)
Xiphophorus helleri (Poeciliidae) 1470 pg L LIANG et al. (2013)
Oryzias latipes (Adrianichthyidae) - adultos 1700 pg L NASSEF et al. (2010)
Oryzias latipes (Adrianichthyidae) - embrides 399 ug Lt ISHIBASHI et al. (2004)
Oryzias latipes (Adrianichthyidae) - larvas 602 pg Lt ISHIBASHI et al. (2004)
Anabas testudineus (Anabantidae) 1767 pg.L* PRIYATHA e CHITRA, (2018)
Oreochromis niloticus 2810 pg.L? VIJITHA et al. (2017)

Ademais, a sensibilidade ao TCS € maior nos estagios iniciais de desenvolvimento que
nos adultos. PALENSKE & DZIALOWSKI (2010) estudaram a toxicidade ontogenética e
espécie-especifica do TCS em larvas de anfibios das espécies Acris crepitans blanchardii, Bufo
(atualmente Rhinella) woodhousii woodhousii , Rana (atualmente Lithobates) sphenocephala
sphenocephalus) e Xenopus laevis. Os fatores de bioacumulacédo para X. laevis, B. woodhousii

woodhousii e R. sphenocephala também foram determinados. A toxicidade do TCS foi
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dependente do estagio de maturacdo e as larvas de X. laevis foram mais vulneraveis durante 0s
2 primeiros estagios de desenvolvimento. Os autores encontraram os seguintes valores de CLso:
259-664 pg.Lt (X. laevis), 367 pg.Lt (A. crepitans blanchardii), 152 ug.L* (B. woodhousii
woodhousii) e 562 pg.L?! (R. sphenocephala). Nesse estudo, a tomada de TCS pelos tecidos
foi espécie-especifica e dependente do estagio de desenvolvimento e massa corpérea média,
sendo que os fatores de bioacumulacdo variaram de 44 em X. laevis para até 740 em B.
woodhousii woodhousii.

Em organismos marinhos, FAIR et al., (2009) encontraram TCS no plasma sanguineo
do golfinho-roaz (ou golfinho-nariz-de-garrafa), Tursiops truncatus, em concentracfes que
variaram de 0,025 ng.g™* a 0,270 ng.g™*, sendo que nas amostras da d4gua do mar, a concentracdo
média foi de 7,5 ng.L ™.

Alguns trabalhos relatam a presencga desse composto em fluidos bioldgicos humanos.
CALAFAT et al., (2008) coletaram 2517 amostras de urina de homens e mulheres com
diferentes idades e detectaram TCS em 74.6% das amostras, com concentrac¢des variando entre
2,4a3790 pg.Lt. As concentracOes variaram com a idade e a condigdo socioecondmica (maior
entre individuos ao redor de 30 anos e com maiores saldrios), mas ndo houve relagdo com
raca/etnia ou sexo. ADOLFSSON-ERICI et al., (2002) estudaram 5 amostras aleatorias de leite
humano obtido no Mothers’ Milk Center em Estocolmo (Suécia) e encontraram TCS nas 5

amostras, com concentragdes variando de 20 a 300 pg/Kg.

1.1.4. Efeitos do triclosan em vertebrados

Diversos estudos tém demonstrado que o triclosan se bioacumula em animais gerando
efeitos deletérios em diversos orgaos e sistemas como, por exemplo, no sistema enddcrino
(FAIR et al., 2009; RAUT; ANGUS, 2010). Foi demonstrado que, em humanos, o TCS é
absorvido pelas glandulas salivares e trato urinario (CALAFAT et al., 2008) e atua como
disruptor enddcrino (RAUT; ANGUS, 2010; CROFTON et al., 2007; ZORRILLA et al., 2009;
STOKER; GIBSON; ZORRILLA, 2010; PAUL et al., 2010).

Alguns estudos com diferentes espécies animais tém demonstrado que o TCS altera
niveis hormonais, o que pode resultar em neurotoxicidade, reducao da funcdo tireoideana e até
mesmo crescimento de células tumorais mamarias.(GEE et al., 2008; JAMES et al., 2010; FAIR
etal., 2009).
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ZORRILLA et al. (2009) wverificaram que a exposicdo ao triclosan altera
significativamente a concentragdo de horménios tireoideanos em ratos machos adultos.

SCHULTZ, BARTELL e SCHOENFUSS, (2012) estudaram os efeitos da exposi¢do do
peixe “fathead minnows” (Pimephales promelas) ao TCS e verificaram modificacbes no
desenvolvimento larval, no tamanho das gonadas e na concentracgao de vitelogenina.

WANG et al. (2018) pesquisaram o desenvolvimento gonadal e a reproducao do Oryzias
latipes ap0s a exposicdo de 100 dias a uma mistura binaria de estradiol com triclosan (117,9
ng/L TCS e 2,4 ng/L BE2) na superficie da agua e verificaram efeitos adversos no
desenvolvimento testicular e na reproducéo dos peixes.

No coracdo o TCS pode atuar na sinalizacdo entre os canais célcio tipo L e nos
receptores de rianodina, alterando a concentracgéo de calcio intracelular, culminando assim num
desequilibrio iénico e fisiopatologias cardiacas (CHEREDNICHENKO et al., 2012).

Desse modo, presume-se que alteracdes na expressdo das proteinas atuantes no manejo
de célcio durante o processo de acoplamento excitacdo-contracdo estejam entre as
consequéncias da exposicdo ao TCS. Experimentos com zebra fish (Danio rerio) vivos em
exposi¢Oes agudas ao TCS (SALEY et al.,, 2016) mostraram alteracbes nos parametros
funcionais da musculatura cardiaca (0,4; 40; 400 ug.L™?).

1.2 Demanda Bioquimica de Oxigénio na Agua

Dentre os gases dissolvidos na agua, o oxigénio € um dos mais importantes na dindmica
e caracterizacao dos ecossistemas (ESTEVES, 1998). As principais fontes de oxigénio para a
agua sdo a atmosférica e a fotossintese, e 0 consumo deste se da atraves da decomposicdo da
matéria organica (oxidacdo), e por perdas para atmosfera, respiragdo de organismos aquaticos,
nitrificacdo e oxidacdo quimica abidtica de substancias como ions metalicos-ferro (11) e
manganés (11) e entre outros representados na figura 3.

Nos ambientes aquaticos ndo poluidos, o material que se oxida pelo oxigénio dissolvido
na agua é a matéria organica de origem bioldgica, oriunda de plantas mortas e restos de animais,
sendo esse processo denominado degradacdo aerdbica, o qual ocorre em aguas ricas em
oxigénio. A coluna d’agua possui diferentes concentracdes de oxigénio dissolvido. As colunas
inferiores possuem uma estabilidade maior com o oxigénio e troca oxigénio com as colunas
superiores que trocam oxigénio com o ar atmosférico. Nos rios e lagos com as camadas

superiores congeladas ocorre o blogueio da luz na dgua e provoca a diminuicéo da fotossintese,
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provocando uma condicdo hipoxica na agua. (HILL et al., 1996), (CONNELL, 2005)
(FIORUCCI; BENEDETTI FILHO, 2005).

De maneira geral, existem duas formas de entrada de oxigénio na agua (Figura. 3), sendo
a primeira pela atividade da fotossintese realizada pelos organismos que compdem o
fitoplancton, os quais retiram o gas carbénico da agua e liberam oxigénio durante o dia. A
segunda se da pela troca de oxigénio na superficie da agua em contato direto com o ar.

As aguas dulcicolas tropicais constituem um vasto ambiente para investigacdo de
adaptacBes ao ambiente por possui caracteristicas de grandes oscilagGes diérias e sazonais no
que tange suas propriedades quimicas e fisicas, além da coexisténcia de espécies estreitamente
relacionadas, com habitats similares e solugdes completamente diferentes para 0s mesmos
problemas (ANELLI-JUNIOR , 2010).

A maioria dos peixes captura o oxigénio por meio de um complexo 6rgédo branquial e
esse gas € utilizado para respiracdo celular. A sua disponibilidade em niveis apropriados é
essencial para que os peixes possam se alimentar e crescer da forma adequada. Alguns autores
sugerem que para as especies de &gua fria, a concentragdo de oxigénio dissolvido deve ser
sempre superior a 5 mg/L e, para as espécies de aguas quentes (0s tropicais) o ideal é uma
concentracdo acima de 3 mg/L (JONES, 1952; BREITBURG, 2002; WU et al., 2003;
BREITBURG et al., 2009).

Nas situacGes em que a concentragao pode ir abaixo desses valores, 0s animais poderéo
sobreviver, porem resultard em desempenho aquém do esperado. Niveis abaixo de 1 mg/L sdo
letais para a maioria das espécies, se expostas por muitas horas a essa condi¢do (WU et al.,
2003).

Dessa forma, vivendo em ambientes tdo variaveis, as espécies de peixes tropicais
tornaram-se adaptadas a condi¢des extremas nunca enfrentadas por vertebrados de respiracdo
aérea. As respostas adaptativas sdo iniciadas tdo logo o animal detecte uma mudanga no
ambiente, diretamente, por meio de seu sistema sensorial, ou indiretamente, pelos efeitos sobre
seus processos fisiologicos e bioquimico (FIORUCCI; BENEDETTI FILHO, 2005).
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Figura 3: Balango de oxigénio dissolvido nos sistemas aquaticos
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(Adaptada de FIORUCCI e BENEDETTI FILHO, 2005).

Nos corpos d’agua, quando ocorre o0 fendmeno de queda do suprimento de oxigénio, ou
seja, diminuicdo, essa condicdo de baixo oxigénio é denominada hipdxia. A ocorréncia de um
estado critico de hipoxia levando a uma deplecéo total do O dissolvido na 4gua é conhecida
como anoxia (BREITBURG et al., 2009).

H& uma infinidade de fatores que ocasionam hipoxia na &gua, das quais podemos citar:
respiracdo das algas, inundagdes sazonais, estratificacfes, lagos cobertos por gelos, isolamento
de corpo de &gua densamente povoados por vegetacdo, causas mais recentes derivadas das
atividades humanas (antropogénicas), dentre outras (CHAPMAN; MCKENZIE, 2009).

Os animais aquaticos sdo submetidos a grandes variagdes de concentracdo de oxigénio
se comparados com animais de respiracao aérea. Isto porque a difusdo dos gases no ar ocorre
de forma acelerada em comparagéo com os corpos d’agua, dessa forma a agua possui reagdo de
difusdo menor do gas podendo desenvolver a hipoxia facilmente (CHAPMAN; MCKENZIE,
2009). Ainda, de acordo com MOYES E SCHULTE (2010), as alteragdes nos niveis de
oxigénio na agua podem ou ndo ser acompanhadas por alteraces no dioxido de carbono.

H& um grande ndmero de animais aquaticos que resistem a periodos muito longos de
hipoxia, que sdo submetidos a uma saturacao de oxigénio critico (Ocrit) muito baixa, ndo sendo
particularidade dos peixes, mas também dos invertebrados. Os peixes utilizam uma variedade

de vias de ajustes no sistema respiratorio e cardiovascular para manter o fornecimento de
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oxigénio em face a redugdo deste. A hipOxia aquética causa aumento na ventilacdo das
branquias em muitos peixes ocasionado por estimulos quimiorreceptores nessas condicdes
hipdxicas. Nesta situacdo faz-se necessario o aumento do fluxo de dgua com o intuito de manter
0s mesmos niveis de contetdo de oxigénio opercular (MOYES E SCHULTE, 2010).

Quando os peixes sdo submetidos a hipéxia ambiental, da-se um aumento na ventilagdo
branquial acompanhado pela reducéo da frequéncia cardiaca, ou seja, 0 volume de agua que
atravessa as branquias é maior do que em condi¢es de normoxia. A bradicardia causa um
aumento no tempo de passagem do sangue através das branquias o que resulta em uma
maximizacao na eficiéncia da transferéncia do O da dgua para os capilares lamelares e dai para
a circulacao sisttmica (CAMPBELL; EGGINTON, 2007) e (TAYLOR; JORDAN; COOTE,
1999).

Dependendo da temperatura e da salinidade, a 4&gua pode conter de 20 (vinte) a 40
(quarenta) vezes menos oxigénio por volume difundido do que no ar. Essas baixas solubilidade
e difusdo do oxigénio na &gua sdo combinadas com os fatores ambientais que levam o
desenvolvimento da hip6xia e a anoxia (BREITBURG et al., 2009).

1.3 Funcéo Cardiorrespiratoria de Peixes

A maioria das espécies de peixes apresenta respiracdo branquial. As branquias sao
ventiladas com um fluxo unidirecional de agua, garantido pelo bombeamento ativo por meio
do trabalho da musculatura esquelética nas cavidades bucal e operculares. As branquias
consistem geralmente em quatro arcos branquiais que se estendem em duas fileiras de
filamentos branquiais, os quais possuem varias lamelas secundarias, as quais sao estruturas
achatadas e densamente enfileiradas onde ocorrem as trocas gasosas. A medida que a gua flui
entre essas lamelas em uma direcdo, o fluxo sanguineo flui em direcdo oposta, fluxo este
denominado contracorrente (Figura 4) (MOYES e SCHULTE, 2010).

Os peixes teleGsteos exibem respostas respiratdrias em relacdo a diminuicdo da
concentracio de O2 ambiental diferem entre as espécies. O consumo de O, (MO2) varia de
acordo com a capacidade de regulacao da tomada de O da espécie em relacéo a disponibilidade
desse gas no ambiente. Para as espécies oxiconformistas, a MO, varia diretamente com a tenso
de O, ambiental, ao passo que nos oxirreguladores a MO, ¢ independente de tal variavel
(DAVIS, 1975).
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A saturagéo de Oz (Ocritou PcO3) representa o limite da capacidade do animal em manter
sua MO, constante em resposta a reducdo do Oz ambiental. Abaixo da Ocit a espécie se
comporta como oxiconformista e a MO passa a ser dependente da disponibilidade de O, do
meio. Alguns estudos demonstraram que a Ocrit NA0 é caracterizada apenas pela mudanca no
padrdo de consumo de oxigénio, mas também pelo inicio do metabolismo energético anaerdbico
(DALLA VIA et al., 1994; PORTNER; GRIESHABER, 1993).

A ventilagio branquial (V) em resposta & hipoxia ¢ imediatamente aumentada através
da elevagéo da frequéncia respiratoria (fr) e/ou do volume ventilatorio (V). Segundo Hughes,
(1970), a difusdo de gases através da superficie respiratéria depende ndo apenas do volume
ventilatorio e da velocidade do fluxo de agua, mas € determinada também pela area de difuséo,
pelo gradiente de pressdo parcial dos gases entre a agua e 0 sangue e pela distancia de difusao.
A difuséo de O nas branquias pode ser aumentada pelo recrutamento de lamelas secundarias
(SATCHELL, 1991; ALTIMIRAS; AISSAOUI; TORT, 1995 JUNIOR; CARLOS, 2010).

O coracdo dos peixes teledsteos é um 6rgdo formado por quatro cdmaras em série: seio
venoso, atrio, ventriculo e bulbo arterioso (Figura 5). O seio venoso recebe o sangue venoso da
circulacdo. O atrio € um amplo saco muscular de parede fina, capaz de gerar pressao suficiente
apenas para encher o ventriculo, que possui parede muscular grossa (SATCHELL, 1991).

O ventriculo é a principal cdmara geradora de pressdo do coracdo e abrange de 58% a
85% de seu peso. Sua forma é muito varidvel nas diferentes espécies, podem ser tubulares ou
piramidais. A parede do ventriculo frequentemente consiste em duas camadas, um endocéardio
esponjoso, que representa a maior parte da massa ventricular, e uma camada compacta externa
(RANTIN e KALININ; 2014).

Nos teledsteos em que estd presente, a camada compacta é suprida com uma artéria
corondria provinda do lado arterializado das branquias enquanto que o endocardio esponjoso
sempre recebe todo 0 O e nutrientes diretamente do sangue do Iimen ventricular (ou seja, do
sangue venoso). A quarta camara, o bulbo arterioso, é elastica devido a presenca de elementos
elasticos e musculo liso em sua parede. O sangue venoso, vindo da circulacéo sistémica, passa
pelas camaras e é direcionado, via aorta ventral, para as branquias onde ocorre a oxigenacao
(RANTIN e KALININ; 2014).

O trabalho eficiente do coracdo depende da ativagdo sequencial das camaras (figura 5).
O coracgéo dos peixes, como dos demais vertebrados, € miogénico, possuindo tecido marca-
passo na juncdo sinoatrial, o qual dispara potenciais de acdo de forma lenta e espontanea

(RANTIN e KALININ; 2014).
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Figura 4: Estrutura branquial de um teledsteo. Destaque para o fluxo contracorrente
entre a 4gua e o sangue
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(Fonte: MOYES & SCHULTE, 2010).

A funcdo do coracdo € suprir sangue aos tecidos e gerar e sustentar a pressdo sistdlica
necessaria para uma adequada perfusdo dos tecidos. A contracdo do coracdo por suas paredes
musculares precisa gerar pressdo suficiente para propelir o sangue da camara cardiaca
(ventriculo) para a aorta ventral. Além disso, essas contracfes precisam ocorrer com uma
determinada frequéncia para que o sangue chegue aos tecidos com uma certa constancia. O
nimero de contragBes cardiacas por unidade de tempo, necessario a manutencdo desse
suprimento adequado de sangue aos tecidos, é chamado de frequéncia cardiaca (fn).

Devido a boa condutividade dos fluidos corpdreos e dos tecidos, os fenémenos elétricos
que ocorrem nas fibras miocardicas durante o ciclo cardiaco podem ser registrados na superficie
corpOrea utilizando-se a eletrocardiografia. Os peixes teledsteos apresentam ondas
eletrocardiograficas com morfologia tipica dos demais vertebrados, ou seja, com uma onda P
(correspondente a despolarizacdo atrial), um complexo QRS (correspondente a despolarizacdo
ventricular) e uma onda T (correspondente a repolarizacdo ventricular), como mostrado na
figura 6.

A andlise da morfologia e duragdo das ondas e seus respectivos segmentos e intervalos

pode fornecer importantes informacg6es sobre a funcdo cardiaca dos peixes.
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Figura 5: Representacdo esquematica do coracao de peixes teleosteos
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Corte longitudinal, mostrando as quatro cdmaras em série (seio venoso, atrio, ventriculo e bulbo arterioso). As

setas representam a direcdo do fluxo de sangue durante seu trajeto pelo coracdo (Adaptado de RANTIN E
KALININ; 2014).

Figura 6: Tracado eletrocardiografico de matrinxa, Brycon amazonicus.

A R

A) Eletrocardiograma (ECG) de matrinxd, Brycon amazonicus, registrado na derivacdo DI da eletrocardiografia
padrdo, mostrando a onda P (correspondente a despolarizacéo das fibras atriais), complexo QRS (correspondente
a despolarizacdo das fibras ventriculares) e onda T (correspondente & repolarizagéo das fibras ventriculates). B) O
registro realizado tendo a onda R como parametro para a fu (frequéncia cardiaca).
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1.4 Respirometria de Peixes

O consumo de O, (MO;) é extensamente utilizado na fisiologia como um indicador
biol6gico que integra a atividade metabdlica global de um animal em resposta a fatores
ambientais especificos, refletindo o gasto energético.

A MO em animais aquaticos pode ser medida por diversas técnicas que variam em
complexidade e a acuracidade dos resultados obtidos. A maioria dessas técnicas é baseada nos
seguintes procedimentos experimentais: sistema fechado ou estatico, sistema aberto ou de fluxo

constante e sistema fechado de fluxo intermitente.

1.4.1 Respirdmetro de Sistema Fechado ou Estatico

Sistema fechado ou estatico (CECH e BRAUNER, 2011) é um modelo em que se mede
0 consumo de oxigénio do animal quando colocado em um recipiente fechado (respirdmetro),
sendo seu volume e temperatura mantidos constantes (Figura 7).

Nesse sistema (CECH e BRAUNER, 2011), pode ocorrer consumo de oxigénio por
microrganismos (bactérias, algas e entre outros), interferindo nas medidas de tomada de
oxigénio do peixe, sendo necessario descontar-se os valores da tomada de oxigénio sem o peixe.

O respirdmetro deve ter um volume adequado para cada espécie de peixe. Segundo
STEFFENSEN (1989), a definicdo do volume ideal do respirdmetro pode ser definida através
da seguinte equacao:

Massa do Peixe (g) 1 1

axa Volume do Respirometro (ml) 100 — X = 20

O volume ideal, definido pela “taxa” pode ser encontrado pela razéo do peso do peixe

pelo volume do respirémetro e deve abranger o intervalo determinado acima, sendo o peso do
peixe dado em gramas e 0 volume do respirdmetro dado em mililitros (ml).

Na respirometria ha varios fatores que podem alterar a solubilidade de oxigénio na agua,
entre eles a pressdo atmosférica, temperatura, salinidade, turbuléncia da agua e a atividade dos
microrganismos na agua. Estes fatores devem ser considerados no momento da analise das

medidas do consumo de oxigénio.
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O célculo da MO;, denominado consumo de O2 (mgO; hl), é realizado por meio da

equacéo:
MO; = (COza)- CO2@)).VIT ,onde

COza) € a concentragdo inicial de Oz no respirdmetro (mg Oz L1), COzg) é a
concentragdo final de Oz no respirdmetro (mg O2. L), V é o volume do respirémetro (L), T é

o tempo decorrido durante as medidas de O (h).

Figura 7: Respirometria de Sistema fechado ou estatico
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- 3 o, . . TE =
T S kR ] &

V]

Situado em um aquario o qual consiste de um frasco de vidro com uma tampa de borracha na qual (1) é o sifdo de
renovacao da agua do tanque para o respirdmetro, (2) uma canula na qual sdo retiradas as amostras de agua por
uma seringa e (3) é o sifdo de escoamento na qual tem-se uma torneira para controlar a saida de dgua. A pequena
movimentacdo do peixe e sua ventilacdo branquial fazem circular a 4gua dentro do respirémetro. (Adaptada de
(CECH; BRAUNER, 2011).

1.4.2 Sistema Aberto ou de Fluxo Constante

No sistema aberto ou de fluxo constante, mede-se o decréscimo das tensdes de oxigénio
da agua que flui constantemente através do respirdmetro contendo o animal. A precisao das
medidas obtidas por este tipo de respirdmetro é consideravelmente melhor do que a do sistema
fechado. Esse sistema pode ser utilizado para uma grande variedade de animais aquéticos:
lagostas, lagostins, caranguejos, siris, moluscos marinhos e de 4gua doce, peixes, etc.

Para se medir as tensfes (ou concentracGes) de O, da &gua de entrada e saida do
respirometro de fluxo constante pode-se utilizar varios métodos. Um deles é o metodo de

Winkler onde, através de uma serie de reagcdes quimicas, determina-se as concentracdes de O
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volumetricamente. Outra forma de se medir a concentracdo ou a tensdo de O da agua € através

da utilizacdo de analisadores de O,. Por meio dessa técnica, a MO- é calculada pela equagéo:
MO, = (Coz(y-Coz(0))F, onde:

Co2q) é a concentracdo de O2 que entra no respirdmetro (mg Oz L), Coz(o) € a concentragéo de
O2 que sai do respirdbmetro (mg Oz L) e F é o fluxo da agua através do respirdbmetro (L min-t).
Um esquema do experimento utilizado na respirometria de fluxo constante € mostrado

na Figura 8.

1.4.3 Sistema fechado de fluxo intermitente

A respirometria de fluxo intermitente combina elementos dos respirdmetros aberto e
fechado, excluindo toda problemaética envolvida com medidas de organismos em condicGes
hipoxicas e a producdo de excretas nitrogenadas na agua, alterando as afericGes das analises.

A respirometria fechada de fluxo intermitente (figura 9) consiste de uma série de curtos
periodos experimentais com intervalos de renovacdo da &gua no respirdmetro. Temos um
completo ciclo de medidas que contempla as dinamicas dos sistemas aberto e fechado, no qual
sdo realizadas as aferi¢ces do ciclo metabolico por periodos de declinio de consumo. Dessa
forma em (1) temos t- como renovagéo (flush), ti como intervalo (wait) e tm (measurement)

como afericdo, ou seja, a realizacdo da medida metabdlica (Figura 9).
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Figura 8: Respirometro Aberto ou de Fluxo Constante.

~]

(A): situado em um tanque com &gua consistindo em um tubo acrilico que afunila-se nas extremidades para
minimizar o fluxo de agua que entra no respirdmetro, no qual em suas extremidades podem ser inseridos
analisadores de oxigénio. A linha pontilhada pode ser uma canula para mensurar os gases dissolvidos no sangue
do peixe fora do respirémetro (Modificada de CECH; BRAUNER, 2011). No modelo (B) temos o esquema do
sistema empregado nas medidas dos pardmetros respiratorios e medidas indiretas da ventilagdo branquial: (a)
respirdmetro; (b) catéter para a tomada da agua de entrada do respirdmetro (PeO); (c) catéter para a tomada da
agua de saida do respirdmetro (PsO); (d) catéter para a tomada a dgua da cavidade bucal (PinspQOy); (e) catéter
para a tomada da agua da cavidade opercular (PexpQOy); (f) torneira de 3 vias; (g) cubeta termostatizada contendo
o eletrodo de O; (h) analisador de O; (i) frasco de ajuste de fluxo através do respirdbmetro; (j) bomba de circulacéo
de agua no tanque experimental; (K) termostato, (I) transdutor de pressao; (m) amplificador de sinal do transdutor
de pressao; (n) fisiografo (modificada de KALININ; RANTIN; GLASS, 1996).
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Figura 9: Ciclo de medidas (loop) no respirémetro de fluxo intermitente

t =t +t+t,

periodo

1 )

| 1 periodo (loop)
L 1) Renovagdo .| 2)Intervalo .| 3)Medida J
(flush) " (wait) i (measurement)/

| Bomba de renovacgdo desligada |

Um ciclo de medidas (loop) no respirdmetro de fluxo intermitente consiste de trés periodos. (1) A renovacdo, na
qual a bomba de recirculacéo de &gua é ligada e renova a gua no respirdmetro com a agua do tanque (t,); (2) A
bomba de renovacdo € desligada e temos um intervalo no qual o oxigénio do respirdmetro é estabilizado com
relacdo ao oxigénio do tanque experimetal em alguns minutos e, (3) A mensurabilidade (tn) na qual serdo
analisados os resultados por regressao linear (adaptado de SVENDSEN; BUSHNELL; STEFFENSEN, 2016).

1.4.4. Anélises da Concentragio de Oxigénio na Agua

Os eletrodos de Oz sdo equipamentos amplamente utilizados para as medidas de
concentracdo de O na agua. Os eletrodos galvanicos baseiam-se em uma reagéao eletroquimica
entre um anodo e um catodo para mensurar as concentracdes de O dissolvido na agua. A
limitagdo desse método deve-se, principalmente, a sensibilidade desses eletrodos a presséo e a
temperatura. Além disso, ndo sdo recomendados para medidas em respirdmetros de pequeno
volume, pois suas reacdes eletroquimicas podem consumir o oxigénio durante as medidas,
interferindo nos resultados obtidos(CLARK; SANDBLOM; JUTFELT, 2013).

Os sensores de fibra Otica, desenvolvidos mais recentemente, dependem de luz
fluorescente como indicador de moléculas oxigénio. S8o, na sua maioria, menores que 0sS
eletrodos galvanicos, ndo sdo sensiveis a pressao e a temperatura e fornecem valores de tomadas
de oxigénio (MO,) de melhor resolugdo e acuracidade, sdo suficientemente sensiveis para
estudo com animais de pequeno tamanho como peixes na fase larval.

O método de Winkler é para medir o oxigénio dissolvido em liquidos, em geral, & agua,

sendo que, este método é muito utilizado para determinacdo de oxigénio. O método baseia-se
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na oxidagdo do hidroxido manganoso (manganés bivalente) no oxigénio dissolvido na agua, a
qual resulta na formacdo de um composto tetravalente, sendo que o iodo equivale a quantidade
de oxigénio dissolvido na amostra de analise, ou seja, sua determinacéo por titulagdo com uma
solucdo padréo de tiossulfato de sodio (SCHULEK, 1963).

1.5. O matrinxa, Brycon amazonicus

O matrinxd, Brycon amazonicus, € um peixe teledsteo de agua doce Neotropical, nativo
das bacias Amazonica e Araguaia-Tocantins (Figura 10). E uma espécie migratdria, de
piracema, percorrendo longas distancias durante seus ciclos reprodutivos para alcancar 0s
mananciais. Atravessam corredeiras e percursos de aguas calmas e apresentam uma tolerancia
a hipéxia( MORO et al., 2013).

Figura 10: Exemplar de matrinxa, B. amazonicus
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A régua apresenta escala em cm. (Extraida de ANELLI-JR, 2010).

E um peixe de escamas de corpo alongado, coloragio prateada, com as nadadeiras
escuras de coloracdo preta e possui uma mancha arredondada preta (escura) na regido umeral.
Anatomicamente pode chegar a medir mais de 100 cm de comprimento e pesar acima de 5 kg.
E uma espécie onivora, alimentando-se de frutos, sementes, flores, insetos. (MORO et al.;
2013). De facil comercializacdo em varias regides do pais, € bem aceito nos pesque-pague,
possui uma carne saborosa e apreciada pelos consumidores, de rapido crescimento, atingindo o
abate em 1 ano (HONCZARYK; AOKI, 2009).

Segundo a organizacgdo sistematica, a espécie em questdo ocupa a seguinte posicao:

29



Classe: OSTEICHTHYES
Superordem: OSTARIOPHYSI
Ordem: CHARACIFORMES
Familia: CHARACIDAE
Subordem: CHARACOIDEI
Sub-Familia: BRYCONINAE
Sub-Familia: BRYCONINAE
Género: Brycon
Espécie: Brycon amazonicus (SPIX & AGASSIZ,1829)

A funcdo cardiorrespiratoria do matrinxa ja foi estudada tanto em condic¢des controle
quanto apos a exposicdo a condicbes hipoxicas e a diferentes contaminantes (MONTEIRO,
2011; OLLE, 2007, ANELLI-Jr., 2010, THOMAZ, 2009), razdo pela qual a espécie foi
escolhida para o presente estudo.

Por tudo o que foi exposto e pela forte indicagdo de toxicidade do triclosan (TCS) para
peixes, a presente proposta de estudo se fundamenta nas seguintes justificativas: Os trabalhos
acima citados apontam para efeitos adversos do TCS nos peixes, mas nao ha estudos sobre
possiveis alteracbes da funcdo cardiorrespiratoria destes animais; Os peixes estdo
frequentemente sujeitos a redugdes na disponibilidade de O2 dissolvido na agua (hipoxia) e,
para a sobrevivéncia em tais condi¢bes, 0s ajustes cardiorrespiratérios sdo fundamentais;
Diferentes concentracfes de TCS ja foram detectadas em aguas superficiais do Estado de S&o
Paulo; O efeito combinado de xenobioticos e hipdxia aquéatica pode ser mais severo que 0sS

efeitos individuais, podendo impor riscos as espécies de peixes, comunidades e ecossistemas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi verificar os efeitos do triclosan (TCS) sobre

as respostas respiratérias e cardiacas de um peixe teledsteo de agua doce neotropical, 0

matrinxa, Brycon amazonicus.

O estudo teve como objetivos especificos:

1. Determinar uma concentragdo ambientalmente relevante de TCS suficiente para causar

alteracOes respiratorias. Para tanto, a taxa metabdlica (ou tomada de O, total - MO,) de

exemplares de matrinxds controle e expostos a diferentes concentracdes de TCS (0,13

ug.L?, 1,3 png.Lt e 13 pg.L?) foi monitorada durante 96h.

2. A concentracdo de TCS selecionada foi utilizada para a determinacdo dos parametros

cardiorrespiratérios em normoxia e durante hipoxia gradual. Para tanto, exemplares de

peixes controle e expostos ao TCS foram utilizados para a avaliagdo dos seguintes

parametros, em normoxia e hipdxia gradual:

a.
b.

C.

d.

Taxa metabdlica (ou tomada de O total - MOy);

Tensdo critica de oxigénio (PcOy,);

Parametros ventilatorios (ventilagdo branquial - V; frequencia respiratoria - fg;
volume ventilatorio - V1 e necessidade ventilatdria - Vo/MO,);

Frequéncia cardiaca in vivo (fh)

3. Auvaliar a expressdo de proteinas envolvidas no manejo de célcio no miocardio ventricular

em peixes controle e expostos ao TCS.
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Sao Carlos - UFScar (Protocolo #6516130315).

3.1. Material

Exemplares de ambos os sexos de matrinxd, Brycon amazonicus, foram adquiridos da
piscicultura e Estancia Santa Maria no municipio de Santa Cruz da Conceicdo (SP) e
transportados para o Laboratorio de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa da UFSCar.

Em laboratorio, os peixes foram mantidos em tanques de 1000 litros com recirculagéo
de agua declorinada (pH 7,0; DO, 6,5-7,3 mg.L?; dureza 48-56 mg.L* como CaCOs,
alcalinidade 40-43 mg.L* como CaCOs e condutividade 120-128 pS.cm), conforme descrito
por MONTEIRO (2011) aeracdo constante (condi¢cBes normoxicas, PinO2 > 135 mmHgQ),
temperatura controlada (25 + 1 °C) e sob fotoperiodo natural por um periodo de 90 dias para
aclimatacdo as condicdes laboratoriais. Durante o periodo de aclimatacdo, os peixes foram
alimentados ad libitum com racdo comercial peletizada propria para peixes (Fri-Aqua® - 40 %
proteina). A alimentacéo dos peixes foi suspensa por 24 horas antes do inicio dos experimentos
para evitar efeitos prandiais e prevenir deposicéo de fezes ao longo dos experimentos.

Ap0s o periodo de aclimatacdo de 90 dias, os exemplares de B. amazonicus (m = 71,0
* 2,7 g) foram divididos nos seguintes grupos experimentais: o grupo controle (n = 8), grupo

exposto a 1,3 ug de TCS (n = 8) e grupo exposta a 13 ug de TCS (n = 8).

3.2. Métodos

No presente estudo, foram realizados experimentos prévios com medidas de
concentracdo de O» da &gua utilizando-se eletrodos galvanicos, sensores de fibra Gtica e o
meétodo de Winkler. Tais medidas foram realizadas em normdxia, sob condi¢des controle (n =

12) e ap6s a adicdo de 1,3 pg.L* de triclosan (n = 12).
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3.2.1. Determinacao da taxa metabdlica

Para a determinacdo da taxa metabdlica (MO.) durante 96 horas em condicdes
normoxicas, utilizou-se 4 grupos experimentais: grupo controle (n = 8), grupo exposto a 0,13
ug de triclosan/L (n = 8) e grupo exposto a 1,3 ug de triclosan/L (n = 8) e 13 ug de triclosan/L
(n=8). A adicdo de triclosan nas concentragdes acima citadas foram feitas diretamente na 4gua
do tanque experimental. A cada 24h, 50% da dgua do tanque experimental era renovada, sendo
substituida por 4gua com a concentracdo pré-determinada de TCS (0,13, 1,3 ou 13 ug),
totalizando trés renovagdes (24, 48 e 72 horas de experimento).

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se quatro respirdbmetros de cada vez,
sendo que trés continham peixes e um deles somente agua, para medidas de concentragdo total
de O (Figura 11).

Para todos os grupos experimentais, a MO, foi monitorada por 96h em condigGes

normoxicas e temperatura constante (26 + 1 °C).

Figura 11: Respirometria Fechada de Fluxo Intermitente

A: Respirometro Fechado de Fluxo Intermitente, B: Set experimental e C: Tanque experimental com 4
respirdmetros.
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3.2.2. Determinacéo dos parametros cardiorrespiratorios.

As preparagdes empregadas para a obtencao dos parametros cardiorrespiratorios foram
baseadas na metodologia utilizada por GLASS et al. (1991) e adaptada por RANTIN et al.,
(1993).

As cirurgias foram precedidas de um processo de anestesia no qual os peixes foram
submetidos a um banho em benzocaina 0,005% por aproximadamente 5 minutos (ou até a
cessacao da atividade espontanea) e entdo, transferidos para uma mesa cirdrgica (fig. 12) onde
se procedeu a implantacdo de cateteres de polietileno na por¢do mediana superior da cavidade
bucal (PE 100) e nas partes distais de ambos os cleitros operculares (PE 60) para a obtencdo de
amostras da agua inspirada e expirada, bem como a determinacdo da freqiiéncia respiratoria
(fr).

Para a obtencdo do ECG e analise da frequéncia cardiaca (f4), foram inseridos dois
eletrodos de ago inoxidavel: o positivo, posicionado ventralmente entre as branquias e o
coragdo; o negativo foi colocado em posicdo ventro-caudal proximo as nadadeiras pélvicas,
ambos colados com super cola (a base de Cianoacrilato com bico dosador), e o eletrodo neutro
colocado na &gua do tanque experimental. Posteriormente, foram suturados com pontos
cirirgicos na musculatura corpérea (linha de sutura de material nylon composicdo de
poliamidas) afim de evitar seu deslocamento (Figura 12).

Apos as cirurgias, os peixes foram transferidos, individualmente, para respirdmetros
fechados de fluxo intermitente e os experimentos tinham inicio apos 12 hs nessas condigdes,
para a recuperacgdo do estresse causado pelas manipulagoes.

As tensbes de O» (mmHg) da &gua de entrada (PinO2 - mmHg) e de saida (PoutO: -
mmHg) do respirdmetro, bem como as tensdes de O» da &gua inspirada (PiO2 - mmHg) e
expirada (PeO. - mmHg) pelos peixes foram continuamente monitoradas, conectando-se 0s
cateteres de polietileno a um sistema acopladas a sondas de fibra ética (Presense ®) (figuras 13
e 14).

A frequéncia respiratéria (fr) foi determinada atraves da contagem do nimero de ciclos
respiratérios por minuto, obtidos a partir da canula implantada na boca do animal, conectada a
um transdutor de pressao MLT0380/D que enviam o sinal para um sistema computadorizado
de aquisicéo de dados (ADInstruments-Powerlab ®).

Para a determinacdo da frequéncia cardiaca, os eletrodos acima descritos foram
conectados ao amplificador e este, por sua vez, ao sistema computadorizado de aquisicdo de
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dados (ADInstruments - PowerLab). Esta preparacdo permitiu que fossem obtidos registros
similares aqueles observados na derivacdo DI da eletrocardiografia padrao.

Figura 12: Preparacdo dos peixes para 0s experimentos

A: (1) o peixe é colocado ventralmente sobre um suporte e é ventilado com agua contendo benzocaina por meio
de uma mangueira de latex inserida na boca; (2) suporte coletor de agua para retorno ao tanque; (3) pedra de
aeragdo; (4) solucdo anestésica e (5) bomba de recirculagdo que realiza ventilagdo do animal - a flecha indica o
sentido da recirculagdo do anestésico. B: (1a) implatagdo de cénula da boca (seta) para mensurar a fgr; (1b)
inplatag@o de canula na cavidade opercular para medidas de quantidade de O, e o calculo da ventilagdo branquial.
(2) eletrodos para aferi¢des do eletrocardiograma (ECG) sendo um positivo (2a) e um negativo (2b) implantados
ventralmente no corpo do peixe e o eletrodo neutro (2c¢) colocado na agua da cdmara experimental.C: Foto da mesa
cirdrgica.
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Figura 13: Respirometro fechado de fluxo intermitente

1- Bomba de renovacdo de oxigénio
(Flush); 2- Bomba de Recirculacdo
continua de agua; 3-Tubo de saida de
&gua do respirdbmetro; 4- Termémetro;
5- Aquecedor da &gua; 6- Eletrodos de
ECG; 7-Sondas de Oxigénio; 8-
Cénula para medidas de pressdo
bucal; 9- Amplificador de ECG; 10-
Analisador de  Oxigénio; 11-
Transdutor de Pressdo; 12- Sistema de
aquisicao de dados (PowerLab); 13-
Computaror.

Figura 14: Set experimental de respirometria de fluxo fechado intermitente

Wfﬁ&k W“Ef W] l k

e ————— ‘-.Q‘
‘ N

N-\

A: Brycon amazonicus no respirometro; B: Tanque experimental onde o respirdmetro é inserido; C:
Sistema computadorizado de aquisi¢cdo de dados acoplado ao tanque experimental.
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Para a andlise dos parametros cardiorrespiratorios, foram utilizados dois grupos
experimentais: o grupo controle (Ctrl - n = 8) e o grupo exposto a 1,3 ug de triclosan por litro
de 4gua (TCS - n = 8). Ambos 0s grupos permaneceram no tanque experimental por 12 h apds
as quais as medidas dos parametros cardiorrespiratorios eram realizadas.

A determinacdo dos parametros cardiorespiratérios do grupo Ctrl foi feita em normoxia
(140 mmHg) e nas seguintes tensdes de O hipoxicas: 120, 100, 80, 60, 40, 20 e 10 mmHg,
obtidas borbulhando-se, por meio de um dispersor (pedra de aeracdo), quantidades controladas
de N2 e ar comprimido no interior da camara experimental. JA no grupo TCS, a tensdo
normoxica ndo pode ser atingida e os registros dos parametros cardiorrespiratérios foram
obtidos nas tensdes de O hipoxicas de 120, 100, 80, 60, 40, 20 e 10 mmHg.

A temperatura experimental foi mantida constante (26 + 1 °C). Apo0s a estabilizagéo,
cada tensdo de O, foi mantida por um periodo de 30 minutos antes de serem efetuadas as
medidas e registros dos parametros acima citados. Os procedimentos de tomada de medidas e

registros foram efetuados, em média, dentro de 5 minutos.

3.2.3 Fundamentos Matematicos para Respirometria Fechada de Fluxo Intermitente

A tomada de O, total (MO,) em cada uma das tensdes de O experimentais foi
determinada utilizando-se o sistema de respirometria fechado (fluxo intermitente), pelo
monitoramento das tensdes de O da &gua de entrada (PinO2) e de saida (PoutO2) do respirbmetro.
A MO; foi calculada por meio da equacio expressa em mmol.O2.kg™.h"I no que segue abaixo.

MOZZ S Vresp (on m71

Para calcular a MO aplicamos uma série de tempo de aproximadamente 5 minutos de
renovacao e 5 minutos de tomadas de valores. A taxa de declinio, o “slope” é a tangencial (s =
AOzss. At) e todos os métodos foram utilizados ajuste da gaussiana dupla calculada por meio
da equacéo proposta por SCHURMANN e STEFFENSEN (1997) e SNYDER et al., (2016),

sendo 0 Vresp 0 volume do respirdmetro, .o, 0 valor da concentragdo de oxigénio na agua e m

0 peso fresco do animal (kg).
Utilizou-se regressdo linear para o célculo dos coeficientes angulares a: (boca) e az

(opérculo), que neste caso representam o declive da reta y = ax + b. Utilizamos a regresséo
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linear sendo a = Ay/Ax, onde o intervalo y representa a % de saturacdo de Oz e X o intervalo
de tempo.

O coeficiente de determinacdo (r?) denota a qualidade do ajuste dos dados a regresséo
linear, ou seja, representa qudo linear sdo os dados. A equacdo utilizada para o célculo de r

encontra-se abaixo:

o SE-DO-)
VG710 -5

Ao obter r, basta eleva-lo ao quadrado para encontrar o coeficiente de determinacéo.
Para o calculo do coeficiente angular considerou-se somente os dados em que r? > 0,9
(STEFFENSEN, 2015- User’s Guide Aquaresp).

As medidas de concentracdo de O na agua utilizando as 3 metodologias descritas
anteriormente mostraram que o triclosan causa uma diminuicdo na solubilidade de oxigénio na
agua (o que sera apropiadamente discutido posteriormente), evidenciada tanto utilizando-se
analisadores de fibra ética quanto eletrodos galvanicos ou o Método Winkler. Portanto, para as
medidas de consumo de oxigénio do grupo exposto foi mantido um respirdmetro sem peixe
com o fim de descontar a diminui¢do da solubilidade de oxigénio na agua ocasionada pela
degradacdo quimica do TCS durante o experimento.

Com o intuito de obter o consumo efetivo de oxigénio do grupo exposto, a tomada do
consumo de TCS foi subtraida das tomadas do consumo de oxigénio do animal (mmol.O2s?),

obtendo-se os valores corrigidos representados por RO2corr (SVENDSEN et al., 2016).

RO2¢corr= RO2animai-RO21cs

Para medir a ventilacdo branquial (o fluxo que passa pelas branquias para renovagéo da
agua gue banha as lamelas secundarias) de peixes teledsteos pode-se utilizar a medida indireta
baseada na Principio de Fick (HUGHES; SUNDERS, 1970). A ventilagdo branquial pode ser
medida canulando-se a cdmara opercular do animal com catéteres de polietileno que levam
amostras de agua dessas cavidades até um tubo plastico que abriga uma sonda de led com fibra
Otica conectada a um analisador de O verificando o inicio das tomadas (PinO>) e expirada

(PiO2) pelo opérculo dos peixes em cada uma das tensdes de O, experimentais.

Ve = (Pin02-Pi0y). Qo, MO,
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O volume ventilatorio, ou volume corrente (V) em cada uma das tensdes de O
experimentais foi calculado pelo quociente entre a ventilagdo branquial (V) e a respectiva
frequéncia respiratoria (fr) e expresso em mIH,0.Kg.ciclo respiratério 2.

A necessidade ventilatdria (Ve/MO,), em cada uma das tensdes de O, experimentais foi
calculada pelo quociente entre a ventilago branquial (V) e o respectivo valor de tomada de
02 (MO>) e expressa em mIH20.mIO,™.

A tensdo critica de oxigénio foi calculada individualmente para cada individuo e foi

realizado uma média de todos os valores.

3.2.4 Western blotting

Apds os experimentos acima descritos, 0s peixes dos grupos controle e expostos a 1,3
ug.Lt de triclosan foram eutanasiados por concussdo craniana, seguida por seccéo vertebral.
Logo apds, procedeu-se a excisdo do coragdo para coleta e pesagem de amostras do ventriculo.
Estas foram congeladas em nitrogénio liquido, sendo transferidos para estocagem num ultra

freezer a -80 °C.

3.2.4.1. Homogeneizagdo do musculo cardiaco

Para realizacdo desta etapa, o tecido ventricular foi preparado sendo macerado e diluido
em tampao hiperosmatico (sacarose 250 mM, tris 50 mM, EDTA 1 mM pH 7,4) num eppendorf
e em seguida, a amostra foi homogeneizada com auxilio de um homogeneizador (IKA® T10
basic, Homogeneizer workcenter).

A mistura obtida foi entdo centrifugada inicialmente sob velocidade de 10.000 rpm por
40 min a4 °C. Pararealizar a centrifugacdo das amostras, estas foram balanceadas completando
os eppendorf com tampdo hiperdésmico quando necessario. O sobrenadante obtido desta etapa
foi coletado e transferido para novos eppendorf, sujeitos a uma segunda centrifugacdo. Para
tanto, utilizou-se uma ultra-centrifuga (Ultra centrifuga, Beckman coulter optima XE-90
ultracentrifuge) sob velocidade 100.000 rpm durante 1h a 4 °C. Nesta descartou-se o
sobrenadante e coletou-se o pellet obtido e sendo este resuspendido com adi¢do de solucédo
tampao (100 a 150 pL) e com auxilio de Vortex. A amostra resultante foi armazenada em ultra-

freezer a -80 °C.
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3.2.4.2. Quantificacéo de proteinas

O procedimento foi realizado de acordo com o método Bradford (1976), valendo-se do
kit para medida de proteinas da Bio-Rad®. O método em si compreende a adi¢do de um corante
acido numa solucdo de proteinas e mensuragdo da intensidade da reagcdo na amostra com auxilio
de um espectrofotometro, avaliando num comprimento de onda de 595 nm. As amostras foram
ainda diluidas em tampéo Tris-EDTA (1pl amostra e 29ul tampéo tris-ETDA).

O corante utilizado foi o reagente de Bradford. Este foi adicionado por ultimo aos pogos
da placa de ELISA, e conservado em um ambiente escuro por um intervalo de 5 minutos, sendo
em seguida realizado a leitura no espectrofotometro.

A quantificacdo das proteinas se baseia na comparacdo do resultado obtido na leitura
das amostras com uma curva padrdo, servindo essa como referéncia. A curva foi obtida por
meio de uma placa Elisa, na qual se estabelece uma escala gradual de concentragfes conhecidas
de uma proteina referencial com corante. A intensidade da coloracdo azulada acompanha o

aumento gradativo da concentracdo de proteina.

3.2.4.3. Eletroforese

Para realizacdo da primeira etapa da eletroforese, utilizou-se de géis que foram
confeccionados previamente (VASCONCELOQS, 2014). Estes se dividem em 2 tipos, gel de
empilhamento e gel de corrida (Tabela 5). O proposito do gel empilhamento reside na
concentracdo da amostra da proteina numa banda de modo que, apesar de terem massas
diferentes, as proteinas migrem a partir de um mesmo nivel. Ja o gel de corrida corresponde
aquele ao longo do qual ocorre a migracdo e separacao das proteinas, sob estimulo elétrico.

Os géis, ambos de poliacrilamida, compartilham os mesmos componentes, diferindo no
tampdo Tris a ser utilizado e na concentragcdo de cada componente na confecgdo destas. Na
preparacdo do gel de empilhamento foram empregados pentes com espessura de 1,5 mm para
formacéo de pogos de modo que fosse possivel a deposicao de amostras de até 20 L nos pocos
formados.

A quantificacdo das proteinas foi realizada utilizando-se a placa Elisa e uma escala
gradual de concentracdes de proteinas, para a construcdo de uma curva padrdo, utilizada como
referéncia para a quantificagcdo das amostras. Foi utilizada uma solucdo de albumina do soro
bovino (BSA-bovine sérum albumin), na concentragdo conhecida de 1mg.ml-1. A BSA foi

adicionada em quantidades crescentes nos pocos da placa Elisa (0, 2, 4, 6, 8 e 10 uL), sendo
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completados para 10 pL com tampé&o Tris-EDTA. A cada pogo foi acrescentado 200 pL do
reagente de Bradford para reacdo com as proteinas e posterior leitura do espectrofotdmetro.
O gel foi depositado entre as laminas de vidro do kit Mini-Protean (Bio-Rad) e deixado

para polimerizar durante 30 minutos.

Tabela 5: Composic¢éo do gel de Corrida 10% e Empilhamento com os respetivos

volumes
Componentes Gel Corrida Gel empilhamento
Agua 1,9 ml 0,68 ml
Bisacrilamida 30 1,7 ml 330 ul
Tampéo tris pH 8,8 1,3ml -
Tampao tris pH 6,8 - 130 pl
SDS 10 50 pl 10 pl
PSA 50 pl 10 pl
Tween 2 ul 1l

Apos o preparo, o gel de corrida foi posicionado entre 1dminas de vidro do kit Mini-
Protean (Bio-Rad) para o processo de polimerizacdo durante um periodo de 30 minutos.
Decorrido esse intervalo, sobre este, e entre ldminas de vidro, disp6s-se um preparo de gel de
empilhamento com o pente anexado. Posteriormente a polimerizagdo do gel de empilhamento,
com o pente retirado, o complexo gel-laminas foi transferido para a cuba de eletroforese a qual
se acrescentou tampdo de corrida (sacarose 250mM; Tris 50 mM; EDTA 1mM; pH 7,4) até
ultrapassar o nivel do complexo.

Baseando-se nos resultados obtidos na quantificagdo de proteinas das amostras, 0s
volumes a serem pipetados em cada poco foram determinados. A quantidade de amostra a ser
utilizada foi calculada de modo que o volume contivesse 100 ug de proteina.

Previamente a pipetagem nos pogos, as amostras foram colocadas em microtubos aos

quais acrescentou-se tampao de Laemli (Sigma®) num volume equivalente ao da amostra.
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Seguidamente estes foram aquecidos a 100°C durante 5 minutos, sendo entdo centrifugados a
11.000 rpm por um mesmo intervalo de tempo.

Para referencial da corrida das amostras, adicionou-se um marcador de massa molecular
(Precision Plus Protein Prestained Standards, Dual Color — Bio-Rad®) a um dos pogos. No
decorrer da eletroforese, a migracdo desta pelo gel resulta em bandas coradas, com diferentes
massas moleculares (10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 e 250 kDa).

Ap0s o processo anterior, completou-se 0 volume da cuba com tampéo de corrida (Tris
3g; Glicina 14,4 g; SDS 10% 10 mL; agua destilada g.s.p 1L) conectando-se os eletrodos a
fonte. A corrida ocorreu sob voltagem constante de 100 volts durante 2h, em temperatura

ambiente.

3.2.4.4. Transferéncia

As proteinas separadas ao longo do gel pela eletroforese vertical foram transferidas por
eletroforese para membranas de fluoterto de polividileno (PVDF), com dimensfes 5,5 x 8 cm.
Antes da transferéncia, as membranas foram aticadas por 20 segundos em metanol, e
posteriormente lavadas com agua destilada, permanecendo no tampao de transferéncia (Tris
3,08g; Glicina 14,26 g; Metanol 20%, SDS 0,05%; agua destilada g.s.p. 1L) por mais 20
minutos. A membrana, por sua vez, é ativada em metanol por 20 segundos, sendo entdo
transferidos para banho com tampao de transferéncia.

Com o sistema acima descrito montado, procedeu-se a acomodagdo do mesmo na cuba
de eletroforese adicionando o tampéo de transferéncia (Tris 3,08 g; Glicina 14,26 g; Metanol
20%; SDS 0,05%; agua destilada g.s.p. 1L) procurando manter refrigeracdo constante de ~4 °C.
Esta etapa de eletroforese teve a duragdo de 2h, sob uma voltagem de 100 V.O gel de

empilhamento foi descartado.

3.2.4.5. Incubagéo com anticorpos

Concluida a transferéncia, a membrana obtida foi depositada num recipiente contendo
solucédo bloqueadora (1 g de leite em po desnatado diluidos em 20 ml tampdo lavagem) e
mantida em agitador do tipo gangorra por 90 minutos a temperatura ambiente
(VASCONCELOS, 2014).

Decorrida esta etapa procedeu-se a incubagdo com solugdo contendo anticorpo. Para
cada uma das proteinas utilizaram-se 2 anticorpos, um primario especifico para a proteina de

interesse, e um secundario que se ligara ao primario. O anticorpo primario foi diluido em
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solucdo blogueadora e acrescentado a um recipiente contendo a membrana. A incubacao
primaria ocorreu sob refrigeracdo constante (4°C em refrigerador), overnight sob agitacao
constante em gangorra. Apés a incubacgdo primaria, as membranas foram lavadas com 20 ml de
tampdo de lavagem afim de retirar possiveis excessos durante 30 min, renovando o tampdo em
intervalos de 10 min. Para a segunda incubacgdo, adicionou-se a um recipiente com as
membranas uma solucdo com anticorpo secundario especifico diluido em solugéo bloqueadora.
Esta incubacdo ocorreu a temperatura ambiente por um periodo de 2 horas.

Para 0 NCX, utilizou-se o anticorpo primario anti-NCX1 (Santa Cruz Biotechnology,
U.S.A., sc-32881) isolado de coelho, e o anticorpo secundério anti-coelho IgG-AP (Santa Cruz
Biotechnology, U.S.A., sc-2034) de origem caprina. As respetivas concentracfes foram 50 pl
em 20 ml e 10 pl em 20 ml em solucdo bloqueadora. Para o estudo dos Canais do tipo L,
utilizou-se o anticorpo primario L-type Ca?>*CP a1C (D-6) (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A
sc-398433), um anticorpo monoclonal de camundongo, e o anticorpo secundario foi de origem
caprina anti-camundongo (Upstate Chemicon, U.S.A., Codigo AP308A) conjugado com
fosfatase alcalina. As respetivas concentragOes utilizadas correspondem a 50 pl em 20 ml de

solugéo bloqueadora e 10 ul em 20 ml de solugéo bloqueadora.

3.2.4.5. Revelacdo das membranas

Finalizado o processo de incubagédo, as membranas foram entdo lavadas com tampéo de
lavagem durante 30 minutos, renovando-se este em intervalos de 10 minutos, sendo logo apés
lavadas com agua destilada.

Efetuou-se a etapa da revelacdo das membranas e identificagdo da expressdo das
protéinas com o sistema revelador Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit (Bio-Rad®).
As membranas eram colocadas em um recipiente vedado com papel opaco ao qual adicionava-
se solucdo reveladora e colocadas sob agitacdo continua por 1 a 2 minutos, sendo depois
enxaguadas com agua destilada e dispostas para secar.

As membranas com as bandas reveladas foram fotografadas com auxilio de um
fotodocumentador e posteriormente analisadas digitalmente com auxilio do software ImageJ

(ABRAMOFF et al.,2014). para analisar a concentracao de proteinas.

3.2.4.6. Célculos Utilizados
Para o célculo da massa ventricular relativa (MVR), realizou-se a divisdo da massa
ventricular pela massa corporal respetiva do espécime. A média da MVR dos grupos foi

calculada e os valores comparados entre 0s grupos.
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Para andlise dos niveis de expressdo da proteina, realizou-se a normalizagdo dos valores
com valores da expressdo de Gliceraldeido trifosfato desidrogenase (GAPDH), um enddgeno
de referéncia. Para tal calculou-se a razdo entre os valores obtidos de densidade 6tica das bandas
obtidas de cada grupo com os respetivos valores de GAPDH, sendo o resultado expresso em
unidades arbitrarias de densidade optica (U. A.).

3.3. Tratamento Estatistico dos Resultados

Para as andlises estatisticas utilizou-se o software GraphPad Instat v.3.0 (GraphPad
Software Inc., USA).

3.3.1. Parametros cardiorrespiratorios in vivo

Os resultados foram expressos em media + E.P.M (erro padrdo da média).

Os seguintes procedimentos estatisticos foram adotados para a analise dos dados obtidos
no presente estudo: ANOVA one-way para as multiplas comparagdes e o teste de Tukey-
Kramer para aferir possiveis variaces significativas entre os valores obtidos nas diferentes
tensdes de oxigénio.

Para 0 mesmo grupo experimental foi realizado o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
para verificar a ocorréncia de possiveis diferencas significativas entre o0s pontos
correspondentes dos dois grupos experimentais.

Somente diferencas estatisticas ao nivel de 5% de significancia foram consideradas (P
<0,05).

3.3.2. Western Bloting

Os valores obtidos nas analises foram expressos como médias * E.P (erro padréo).

Para comparagdo da expressdo das proteinas e massa ventricular relativa entre os
diferentes grupos, controle e exposto, foi utilizado o Teste T de Student nao-pareado.
Considerou-se a ocorréncia de diferenca significativa entre expressdo de proteinas dos grupos

circunstancias na qual o valor de P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Respostas cardiorrespiratorias in vivo.

O método de medidas de O dissolvido na &gua por meio de sensores de fibra dtica mostrou-se
mais sensivel e com maior acuracidade, sendo adotado para a realizagdo dos demais
experimentos.

A figura 15 apresenta os valores médios de tensdo de oxigénio da dgua controle (Ctrl) e
apods adicdo de 1,3 ug.L* de triclosan, obtidos por meio de trés métodos distintos: eletrodo de
fibra oOtica, eletrodo galvanico e pelo método de Winkler ao longo de 12 h de registro. As
seguintes PO da agua foram registradas na agua controle: 139.0 + 0.1 mmHg, 135.0 £ 0.9
mmHg e 145.4 + 0.6 mmHg para as medidas opticas, galvanicas e Winkler, respectivamente.
Apos adicdo de TCS, os seguintes valores de PO, foram registrados ao longo de 12h: 121.8 +
1.6 mmHg, 95.8 + 4.7 mmHg e 120.8 + 1.6 mmHg para as medidas opticas, galvanicas e
Winkler, respectivamente, mostrando que o triclosan impede a saturacao total da agua com Oa.

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os resultados obtidos por meio dos
diferentes métodos e, entdo, optou-se pela realizacdo das demais medidas de concentracdo de
O utilizando-se o eletrodo de fibra otica.

A analise dos valores de PO, descritos acima revelou que, surpreendentemente, a 4gua
ndo se satura 100% com Oz em presencga de TCS. A reducao na concentragdo de O da agua em
presenca de TCS implicou na impossibilidade de registro dos parametros cardiorespiratorios do
grupo TCS em normdxia (100% de O, ou ~ 140 mmHg) e na adaptacdo do método de registro
do consumo de O desse grupo. Durante os experimentos, um respirdbmetro sem peixe foi
mantido no interior do tanque experimental e os valores de Oz em seu interior foram medidos
concomitantemente aos aferidos para os respirometros contendo os peixes. A tomada de O2 dos
peixes do grupo TCS foi obtida descontando-se o valor de concentragéo de O do respirémetro
vazio.

A taxa metabdlica (MO;) de matrinxa durante 96 h em normoxia sob condicdes controle
e em trés concentragdes de triclosan 0,13; 1,3 e 13 pg.L™?) é apresentado na figura 16.

O grupo controle, nas 96 horas, apresentou valores médios de MO, de 3,56 mmol.Kg-
Lh, valores semelhantes (P > 0,05) aos apresentados pelo grupo exposto ao TCS na
concentragéo de 0,13 pg.L™ (MO, =3,61 mmol.Kg™.h'). O grupo exposto de 1,3 ug.L* de TCS
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apresentou MO, média de 2,50 mmol.KgL.ht, valor este que néo diferiu significativamente (P
> 0,05) do obtido para o grupo exposto a 13 pg.L, de 2,03 mmol.Kg2.h"%. Os valores de MO
dos grupos expostos a 1,3 e 13 pg.L* de TCS foram significativamente inferiores aos obtidos
para 0s grupos controle e exposto a 0,13 pg.L*. Desta forma, os experimentos posteriores foram
conduzidos utilizando-se a menor concentracdo de triclosan na qual foi observada alteracdo

significativa na MO, ou seja, na concentragdo de 1,3 pg.L™.

Figura 15: Valores médios (12 h) de concentracdo de Oz na 4gua por diferentes técnicas
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* representa diferenca significativa entre grupos controle (Ctrl) e triclosan (TCS).

Os valores de taxa metabdlica de rotina (MO, - mmolO2.kg*.h"') de B. amazonicus do
grupo controle em norméxia e durante hipdxia gradual sdo apresentados na tabela 6 e
representados graficamente nas figuras 17, 18 e 19. A MO, mostrou-se independente da
concentracdo de O2 no meio, caracteristica de uma espécie oxirreguladora capaz de manter a
MO:; constante, em torno de 3.35 mmolO2.kg™.h"t, de normdxia até a tenséo de O, na agua de
aproximadamente 40 mmHg. Nas PiO2 inferiores, a espécie néo foi capaz de manter a MO>
constante, tornando-se dependente da PO, da agua.

Os valores de MOz do grupo TCS (1,3 pg.L™) foram significativamente inferiores (~20%)
aos do grupo Ctrl, com valores médios de 2.70 + 0.04 mmolO2.kgt.h! nas tensdes de O, entre

120 e 60 mmHg. A exposicdo ao Triclosan aumentou significativamente a P.O> de B.
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amazonicus para ~56 mmHg e caracterizando um aumento de aproximadamente de 40%.
Comparando o exposto em relacéo ao controle houve diferenca significativa em todas as tensoes
analisadas. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney indicou que houve diferenca
significativa entre o controle e o0 TCS nos valores de 1,3 pg/L e considerando o nivel de

significancia de 5%.

Figura 16: Valores médios da taxa metabdlica (MO2) de matrinxa, Brycon amazonicus,
controle e expostos ao triclosan durante 96 h
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Ctrl:Grupo controle-(o); grupo TCS 0,13 pg.L* (m) grupo TCS 1,3 pg.L™*-(o) e grupo TCS 13 pg.L*-(A). N=8
para todos 0s grupos experimentais.
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Tabela 6: Valores médios da taxa metabélica (MO2) de B. amazonicus dos grupos
controle (CTRL - n = 8) e exposto ao triclosan (TCS - n = 8) em normaoxia e hipoxia

gradual.
PiO; MO; (mmolO,.Kg™.h?)
(mmHg) CTRL TCS
140 34+0,1 -
120 34+0,1 26+0,1%*
100 3,6+0,2 26+0,1%*
80 35+0,2 2,7+01%*
60 34+02 2,7+01%*
40 28+0,1 20+0,1%*
20 2,1+0,1 1,0+£0,1%*
10 1,1+0,2 06+0,1%*

Médias + EPM. Valor em negrito - indica diferenca significativa em relagdo aos valores iniciais de normoxia; *
indica diferenga significativa entre os grupos experimentais (P < 0,05).

Figura 17: Consumo de oxigénio de B. amazonicus do grupo controle em normoxia e
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MO, — consumo de oxigénio (mmolQOz.kg.h"); P.O2 — tensdo critica de oxigénio (mmHg). Valores médios +
E.P.M. (n = 8). Simbolos brancos indicam diferencas significativas em relagéo aos valores normoxicos (p <

0,05).
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FIGURA 18: Efeito da reducéo gradual das tensdes de oxigénio da agua de entrada do

MO, ( mmolO,kg.h")
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MO - consumo de O, (mmolO2.kg™.h); P.O, — tensio critica de O, (mmHg). Valores médios + E.P.M. (n = 8).
Simbolos brancos indicam diferencas significativas em relagdo aos valores normoxicos (p < 0,05).

FIGURA 19: Taxa metabodlica (MO2) de matrinx&, Brycon amazonicus, em relagio as

MO, (mmol0,.Kg1.h?)
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No grupo controle (Ctrl; n = 8) e no grupo exposto ao Triclosan (TCS, n = 8). Médias + E.P.M. Simbolos abertos
indicam diferenca significativa em relacdo aos valores normoxicos. Asteriscos indicam diferenca significativa
entre os grupos Ctrl e TCS em uma mesma PinOs.
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Os valores médios de ventilagio branquial (Vg), frequéncia respiratoria (fr) e volume
ventilatério (V1) de B. amazonicus dos grupos controle e exposto ao triclosan em norméxia e
hipoxia gradual estéo representados na tabela 7 e figura 20.

No grupo controle, a Vg obtida em normoxia foi de 589,6 mLH,0.Kg™.min"l e manteve-
se constante até 60 mmHg, abaixo da qual, os valores de Vg foram significativamente maiores,
sendo o valor maximo alcancado em 20 mmHg (1914,1 + 2355mLH0.Kg*t.min?),
correspondendo um aumento de 3,2 vezes, sendo que a Vg do grupo controle aumentou
progressivamente em todas as tensdes com diferenca significativa em relacdo a norméxia nas
tensdes de 40 e 20 mmHg.

No grupo exposto ao TCS, a diminuicdo da tensdo de O2 na 4gua provocou um aumento
da Vg a partir de 60 mmHg (1001,1 + 40,3 mLH0.Kg*.min), com diferenca significativa
em relacdo ao controle nas tensdes 40,20 e 10 mmHg. Os peixes expostos ao TCS apresentaram

valores de Vg significativamente inferiores aos controles nas tensdes de 40, 20 e 10 mmHg.

Tabela 7: Valores médios de ventilacido branquial (Vg), frequéncia respiratoria (fr) e
volume ventilatorio (V1) de B. amazonicus dos grupos controle (CTRL - n = 8) e exposto
ao triclosan (TCS — n = 8) em normdxia e hipdxia gradual.

fr VT

; Ve iracs inl -1l in
PiO; (MLH,0.Kg.min) (respiragdo.min.?) (mLH20.Kg 1.)h .Resp.min
(mmHg) CTRL TCS CTRL TCS CTRL TCS
140 589,6 + 29,3 - 86,2 +0,7 - 6,59 £ 0,37 -
120 624,4 +442 407,8+153 84906 929+10* 6,87+046 4,39+0,17
100 747,4+£60,2 457,814 87,0x16 940%£07* 8,04%£053 4,86+0,13
80 871,2+819 562,1+375 1014+24 1050+24 832+09 5,38+0,37
60 1079,7 + 1001,1 +
89,9 40,3 1053+24 1145+14* 10,34+0,64 8,76+0,38
40 1465,7+ 908,3 £ 63,1
184,4 * 110,2+1,7 1082+18 1350+1,63 8,36+048*
20 19141+ 971,5+76,8
235,5 * 1240+1,8 1088+10* 1558+1,78 8,93+0,70*
10 11958+ 656,1 + 39,2
78,9 * 1240+1,1 107,3+10* 9,84+059 6,13+£040*

Médias + EPM. Valor em negrito - indica diferenca significativa em relago aos valores iniciais de normoxia; *

indica diferencga significativa entre os grupos experimentais (P < 0,05).



A frequéncia respiratéria (fr) do grupo controle em normoxia foi de 86 a 87
respiracdo.min-! e para o grupo exposto ao TCS foi de 92 a 94 respiragdo.min=.

Ambos os grupos aumentaram a fr nas tensdes de O» de 80 ,60 ,40, 20 e 10 mmHg em
relacdo a normoxia.

Para ambos 0s grupos, os maiores valores de fr ocorreram a 20 mmHg (124,0 + 1,8
resp.min™ para o grupo controle e 108,8 resp.min para o grupo TCS), correspondendo a
aumentos de ~44% em relacdo a normoxia para o grupo controle e ~16% para o grupo TCS em
relagdo a 120 mmHg.

Comparando-se os valores de fr de ambos 0s grupos experimentais, evidencia-se que 0s
valores da fr apresentados pelos peixes do grupo exposto ao TCS foram significativamente
superiores aos do controle nas tensGes 120, 100 e 60 mmHg. Contudo, a fr do grupo TCS
diminuiu nas tensdes de 40, 20 e 10 mmHg, o0 que ndo ocorreu no grupo controle.

O volume ventilatério-V1 ocorreu uma elevacdo progressiva nas diferentes tensdes do
grupo controle com diferenca significativa nas tensdes de 40 e 20 mmHg em relacdo a
normoxia, e 0 grupo exposto ao TCS nas tensdes de 40, 20 e 10 mmHg em relagdo a normoxia.
A andlise de variancia two-way indicou que houve interacdo significativa entre a exposicao
para 0 TCS e a hipoxia para a ventilacdo branquial (Vg), fr € Ve considerando o nivel de
significancia de 5%.

Os valores médios da necessidade ventilatoria -Ve /MO2 (mL.mmol™?) de B. amazonicus
dos grupos controle e exposto ao triclosan em normdxia e hipdxia gradual estdo apresentados
na tabela 8 e figura 21.

No grupo controle a Ve/MO: foi de 173,23 + 9,30 mL.mmol* apresentaram um aumento
significativo, atingindo um valor méaximo na tensdo de 20 mmHg (902,04 + 107,98 mL.mmol?)
correspondendo um aumento de aproximadamente de 6 vezes o valor da Ve/MO2 em relagéo a
normoxia. No grupo TCS a Ve/MO; foi de 156,20 + 3,66 mL.mmol™ e o maior valor obtido na
tensdo de 20 e 10 mmHg com valores de 1007,38 + 119,03 e 1310,15 + 180 mL.mmol*

Quando comparados 0s grupos controles e o exposto ao TCS ndo foram observadas
diferencas significativas nos valores da Ve/MO, em nenhuma das tensdes de O, analisadas.

A analise two-way indicou que os fatores exposicdo ao TCS com a hipdxia sdo aditivos
com relagdo a necessidade ventilatoria- V o/MOz(mL.mmol™) considerando o nivel de

significancia de 5%.
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Figura 20: Ventilagdo branquial (Vg), freqiiéncia respiratoria (fr) e o volume ventilatorio (V+)
de B. amazonicus dos grupos controle e exposto ao TCS
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As tensdes de O, da agua inspirada (PinO-) dos grupos controle (Ctrl; n = 8) e expostos ao Triclosan (TCS, n = 8).
Médias + E.P.M. Simbolos abertos indicam diferengas significativas em relagdo aos valores normdxicos. Os

asteriscos indicam uma diferenca significativa entre os grupos Ctrl e TCS no mesmo PinO..
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Tabela 8: Valores médios da necessidade ventilatoria -Ve/MO, (mL.mmol™) de B. amazonicus
dos grupos controle (CTRL - n = 8) e exposto ao triclosan (TCS —n = 8).

PiO; Ve/MO; (mL.mmol™)
(mmHg) CTRL TCS

140 173,23+ 9,30 X

120 184,32 £ 13,70 156,20 + 3,66
100 208,69 + 13,65 175,15 + 5,99
80 245,13 + 16,75 211,64 +11,20
60 325,21 + 35,39 366,60+ 12,36
40 529,08 £ 74,91 457,94 + 21,66
20 902,04 = 107,98 1007,38 + 119,03
10 1275,15 + 171,58 1310,15 + 180

Médias + EPM. Valor em negrito - indica diferenca significativa em relacdo aos valores iniciais de norméxia.

Figura 21: Necessidade ventilatoria (Ve/MO2), de Brycon amazonicus
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Os grupos controle (Ctrl; n = 8) e exposto ao Triclosan (TCS, n = 8) durante reducdes nas tensdes de O, da dgua

inspirada (PinO,). Médias + E.P.M. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacdo aos valores
normaoxicos.
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Os valores médios da frequéncia cardiaca (fu - bpm) de B. amazonicus dos grupos
controle e exposto ao triclosan, em normoxia e hipoxia gradual, estdo apresentados na tabela 8
e figura 22.

Os valores médios da fy do grupo controle foi de 65 bpm para normoéxia, e manteve-se
constante nas tensdes de 140 e 60 mmHg, com valores de 65 a 56 bmp e nas ternsdes de 40- 10
ocorreu uma bradicardia e a fH atingiu valor minimo de 27,23 bpm, correspondendo uma
reducdo de aproximadamente de 58% comparado com os valores em normoxia.

No grupo exposto a fy manteve-se constante somente ate a tensédo de Oz de 80 mmHg
(57,81 + 1,56 bpm), abaixo da qual, sofreu redugdes significativas, atingindo o valor minimo
de 27 bpm na tensdo de O2 de 10 mmHg, correspondendo uma redugdo de aproximadamente
52% e comparando o exposto em relacdo ao controle houve diferenca significativa nas tensoes
de 60 e 40 mmHg.

A analise de variancia two-way indicou que houve interacdo significativa entre a exposicao
para o TCS e a hipdxia para a frequéncia cardiaca (fn) e considerando o nivel de significancia
de 5%.

Tabela 9: Valores médios de frequéncia cardiaca (f1) de B. amazonicus dos grupos controle (CTRL - n =
8) e exposto ao triclosan (TCS — n = 8) em normoxia e hipoxia gradual.

PiO, fu (bpm)
(mmHg) CTRL TCS

140 65,12 + 1,16 X

120 65,16 + 0,82 64,31 1,18
100 63,88 £ 2,67 65,42 + 0,84
80 59,17 + 1,45 57,81 + 1,56
60 56,91 + 2,72 46,63 + 2,33 *
40 50,49 + 1,23 38,78 +£1,91 *
20 36,08 + 1,07 32,11 £ 1,65
10 27,23 +1,37 27,01 +0,81

Médias + EPM. Valor em negrito - indica diferenca significativa em relagdo aos valores iniciais de normoéxia; *
indica diferenca significativa entre os grupos experimentais (P < 0,05).
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Figura 22: Frequéncia cardiaca (f1) de Brycon amazonicus durante redugdes nas tensoes
de O2 da agua inspirada
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Grupo controle (Ctrl; n = 8); grupo exposto ao Triclosan (TCS, n = 8); tensbes de O da agua inspirada (PinO,).
Médias + E.P.M. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagdo aos valores norméxicos. Asteriscos
indicam diferenca significativa entre os grupos Ctrl e TCS em uma mesma PinOx.

4.2. Western Bloting

Alguns pardmetros morfolégico como massa corporal, comprimento do peixes, massa
ventricular e massa atrial foram coletados ap0s eutanasia dos espécimes para comparacao entre
0s grupos. Os valores referentes a estes se encontram organizados na tabela 10.

Os valores obtidos da MVR foram 0,07815 (+0,003967) e 0,06858 (+0,003027) para 0
grupo controle e exposto respetivamente. Apesar da aparente diferenca nos valores, testes

estatisticos demonstraram néo existir diferenca significativa (P=0,0841).
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TABELA 10: Valores dos parametros morfologicos dos grupos controle (CT -n=6) e
exposto ao triclosan (TCS - n = 6)

Animal cxgzsrzl Comprimento ver':?fliisualar Massa atrial ver':f?iisualar

(9) (cm) (9) ) relativa
CT1 1449 22,5 0,127 0,0177 0,087647
CT2 178,4 24 0,1133 0,0261 0,063509
CT3 158,1 23,5 0,1317 0,0249 0,083302
CT4 121,1 20 0,0887 0,0083 0,073245
CT5 134,1 22,5 0,1178 0,0219 0,087845
CT6 144,9 22,5 0,1013 0,0179 0,073353
TCS1 128,2 22 0,072 0,0247 0,056162
TCS2 152,9 23 0,1133 0,0181 0,074101
TCS3 181,6 24,5 0,1274 0,0417 0,070154
TCS4 137,9 22,5 0,09 0,0287 0,065265
TCS5 178,7 24 0,1382 0,0393 0,077336
TCS6 137,3 22 0,094 0,0165 0,068463

4.2.1. Expressao de Proteinas

Bandas representando a expressdo da proteina Canal Ca®* Tipo L voltagem dependente
pode ser observada na membrana obtida pelo método de Western blotting na figura 23.

Os niveis de expressao do canal de célcio L, ap6s normalizacdo, de cada grupo pode ser
observado na figura 24 juntamente com as respetivas bandas de western blotting. O canal L
ocorreu principalmente em duas isoformas, uma forma menor, de 164 kDa, e uma maior, de
190 kDa (GRABNER et al., 1991; ZAMPONI et al., 2015). Para o estudo analisou-se a maior

forma, banda em destaque na figura 24.
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Figura 23: Membranas ilustrando expressdo do Canal céalcio tipo L

A — Expressao dos canais calcio tipo L em tecido cardiaco ventricular em espécimes do grupo controle (C) e
exposto (E) de Brycon amazonicus. B - Expressdo de GAPDH em tecido cardiaco ventricular de espécimes do
grupo controle (C) e exposto (E) de Brycon amazonicus

Figura 24: Niveis de expressdo dos Canais de Calcio L em Brycon amazonicus
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Nivel de expressdo dos canais Calcio L (U. A.) em tecido cardiaco ventricular de espécimes do grupo controle
(barra cinza) e sua respetiva banda juntamente a do GAPDH (C) e do grupo expostos (barra em branco) e sua
respetiva banda juntamente a do GAPDH (E)
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Figura 25: Membranas ilustrando expressao do Trocador NCX

A — Expressdo do NCX em tecido cardiaco ventricular em espécimes do grupo controle (C) e exposto (E) de
Brycon amazonicus. B - Expressdo de GAPDH em tecido cardiaco ventricular de espécimes do grupo controle (C)
e exposto (E) de Brycon amazonicus

Figura 26:Niveis de expressao dos Canais de Calcio L em Brycon amazonicus
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Nivel de expressdo do NCX (U. A.) em tecido cardiaco ventricular de espécimes do grupo controle (barra em
preto) e sua respetiva banda alinhado a do GAPDH (C) e do grupo expostos (barra em branco) e sua respetiva
banda alinhado a do GAPDH (E)

Observou-se uma maior expressao dos canais de calcio L no grupo exposto (0,4530 +
0,01899 U. A.) quando comparados ao grupo controle (0,2853 + 0,02582 U. A.). Através das
analises estatisticas constatou-se que a diferenca observada foi extremamente significativa (P =
0,0004).
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Bandas representando a expressdo do trocador NCX podem ser observadas na
membrana resultante do protocolo de Western blotting na figura 25.

Os niveis de expressdo do NCX, apds normalizacdo, de cada grupo podem ser
observados na figura 26 juntamente com as respetivas bandas de western blotting. Verificou-se
um maior nivel de expressdo do NCX no grupo exposto (0,938985 + 0,08578 U.A.) quando
comparado ao grupo controle (0,640378 + 0,04074 U.A.). A diferenca constatada foi

confirmada significativa apos analises estatisticas (P=0,0104).
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5. DISCUSSAO

5.1. Respostas Cardiorespiratorias in vivo.

5.1.2. Efeito de diferentes concentracdes de TCS.

O primeiro achado surpreendente do presente trabalho foi a constatacdo de que apds a
adicdo de TCS (1,3 pg.L™?), a dgua nédo atinge 100% de saturacdo de O2. A diminuicdo da
solubilidade de oxigénio na dgua (mmHg) ocasionada pelo TCS (Triclosan) foi evidenciada
tanto por eletrodos de fibra ética quanto por eletrodos galvanicos e pelo método de Winkler.
Apesar da utilizacdo de diferentes metodologias, CAPKIN et al (2017) monitoraram parametros
da qualidade de 4gua em seu trabalho com trutas arco-iris e descrevem concentracfes de O de
9,4 + 0,3 mgO2.L* na dgua controle e 8,8 + 0,2 mgO..L* ap6s adicdo de 1,5 ug.L™* de TCS,
corroborando os resultados obtidos no presente estudo.

A reducdo na capacidade de saturacdo da agua com O ap0s a adicdo de TCS, per sg, ja
pode se constituir num fator limitante para a vida aquatica. Infelizmente, ndo ha na literatura
nenhuma informacdo acerca desse efeito quimico do triclosan e estudos posteriores serdo
necessarios para elucidar esta questdo e servir de base para a regulamentacdo acerca de
concentracfes maximas permitidas em aguas para a manutencao da vida aquatica.

De acordo com DUBE; HOSETT], 2010 a atividade respiratoria dos peixes é uma das
primeiras variaveis fisiologicas a ser afetada em virtude da contaminacdo aquética.
Consequentemente, parametros intimamente associados a demanda respiratdria tais como o
consumo de O», a frequéncia ventilatoria, a taxa de tosse e a irritagdo/lesdo branquiais sdo
indicadores robustos de nos animais e, concomitantemente, da qualidade da agua.

No presente trabalho, verificou-se perda de equilibrio temporaria, movimentacao lenta
ou confusa e olhos com coloracdo opaca apos aproximadamente 8 horas de exposi¢do do TCS
nas concentracdes de 1,3 e 13 ug.L™?, sendo que tais alteracdes também foram relatadas nos
trabalhos de PRIYATHA e CHITRA (2018) para Anabas testudineus na concentragdo de 1,4
mg.L™

Em contrapartida, nos minutos iniciais de aplicacdo, foram observadas mudancas
comportamentais do animal, com natacéo rapida e descontrolada, movimento erratico, muitas

vezes tentando escapar do respirdbmetro, perda de equilibrio, dificuldade respiratéria
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(evidenciada pelos registros ventilatorios) e producdo de muco pelo corpo. As mesmas
mudangas no comportamento do animal foram descritas por CELEBI e GOK (2018) para Danio
rerio e Poecilia reticulata expostos ao TCS em diferentes concentra¢des (0,01; 0,02; 0,05; 0,1;
0,2;0,5mg.L?).

Nas 96 horas de experimento e nas trés concentragoes de TCS (0,13; 1,3 e 13 pg.L?),
houve uma reducdo na taxa metabolica padréo do grupo exposto em relagdo ao controle, com
decréscimos aproximados de 5%, 43% e 55% respectivamente. De acordo com ESCARRONE
etal. (2016) o TCS pode permanecer ativo dentro do organismo exposto, aumentando a duragéo
e a intensidade da contaminacdo. Tais efeitos poderiam explicar, a0 menos em parte, a
diminuicao da taxa metabolica de rotina verificada no presente estudo.

PRIYATHA e CHITRA (2018) submeteram exemplares de Anabas testudineus ao TCS
na concentracéo de 1,76 mg.L e verificaram que o mesmo é captado pelas branquias, alterando
sua morfologia, promovendo desequilibrios osméticos e i6nicos, aumentando a produgdo de
muco e levando ao comprometimento da funcdo respiratoria. Tais resultados corroboram 0s
obtidos no presente trabalho.

De acordo com CAPKIN et al., (2017), a diminuicdo de O> disponivel aos tecidos em
resposta a exposicdo ao TCS deve-se a seus efeitos toxicos sobre as membranas celulares.
Muitas dessas agOes toxicas sdo atribuidas a sua capacidade de atravessar as membranas
celulares e interromper processos de transporte idnico, comprometendo 0s parametros
respiratérios. Tais autores expuseram exemplares de truta arco iris Oncorhynchus mykiss ao
TCS na concentracdo de 0,5 pg.L™* por 40 dias e verificaram alteracdes histopatolégicas tais
como necrose nas branquias, formacédo de centros melanomacrofagicos no baco e formacéo de
vacuolos de gordura no figado. Além disso, 0s autores verificaram danos significativos no DNA
eritrocitario dos peixes.

PRIYATHA e CHITRA (2018) realizaram testes para a determinacdo da CLso de TCS
para 0 peixe Anabas testudineus e encontraram o valor médio de 1,77 mg.L. Os autores
coletaram ainda tecidos dos exemplares que morreram em diferentes concentracdes de TCS e
verificaram, entre outras alteracGes branquiais, a ocorréncia de aneurismas, desorganizacdo
lamelar, fuséo e perda de lamelas secundarias na concentracéo de 1,6 mg.L™* e descolamento e
hiperplasia do epitélio branquial e fuséo e perda de lamelas secundérias na concentracéo de 1,8
mg.L"t. Tais resultados poderiam explicar a reducéo da MO nas trés concentragdes de TCS

utilizadas no presente trabalho.
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A exposicdo a outros contaminantes também pode alterar significativamente a MO, de
peixes. A exposicao cronica (96 horas via &gua) de matrinxa (Brycon amazonicus) e sub-crénica
(30 dias via alimentacdo) de traira (Hoplias malabaricus) a doses subletais de mercurio
inorgénico (HgCl,) diminuiu a taxa metabdlica de ambas as espécies (MONTEIRO et al., 2013).
MARTINS et al., (2011) também verificaram este efeito apds injecdes intraperitoneais de
microcistina na concentracdo de 100ug.Kg™ em tilapia (Oreochromis niloticus). Reducdes
drésticas na taxa metabdlica também foram descritas por (ANELLI-JR, 2010) ap06s a exposi¢do
de B. amazonicos ao Roundup Transorb na concentracéo de 5 mg.L™* por 96 h e por THOMAZ
et al., (2009) apos exposicédo de O. niloticus a 5 mg.L* de triclorfon por 96 h.

WANG et al., (2018) submeteram exemplares de peixinho-dourado, o Carassius
auratus, ao TCS por 14 dias nas concentracdes de 0.1399 mg.L* (1/8 LC50), 0.2798 mg.L*
(1/4 CLso) € 0.5596 mg.L* (1/2 CLso) e verificaram efeitos genotoxicos (aumento da frequéncia
de microndcleos e de anormalidades nucleares) bem como alteracbes na capacidade
antioxidante no figado dos peixes. Se o TCS causa efeitos semelhantes em musculos e
branquias, os mesmos poderiam explicar as reducdes nos parametros respiratorios verificadas
no presente trabalho.

Cabe salientar que na concentracéo de 1,3 ug.L* o TCS ja causou efeitos significativos
na taxa metabdlica, efeitos estes semelhantes aos observados a 13 pg.Lt. Ademais, a
concentracdo de triclosan de 1,3 pg.L* estad muito abaixo dos valores de CL50 das espécies de

peixes ja estudadas, como mostrado na tabela 4.

5.1.2. Efeito do TCS em normoxia e hipdxia gradual

A tomada de oxigénio (MOz - mmol.kg’.h?) de Brycon amazonicus mostrou-se
independente de concentracdo de O, no meio, caracteristica de uma espécie oxirreguladora,
capaz de manter a MO, constante em torno de 3,35 mmolkgl.h' até a tensdo de agua
aproximadamente de 40 mmHg. Nas PinO2 inferiores, essa espécie ndo foi capaz de manter a
MO, constante, tornando-se dependente da concentracdo de O, na agua.

A MO em normoxia obtida no presente trabalho para o grupo controle foi similar a
obtida por MONTEIRO et al. (2013) para esssa espécie utilizando respirdmetro de fluxo
constante (aberto).

De acordo com FERNANDES e RANTIN (1989), as espécies tropicais estdo mais

sujeitas a hipdxia ambiental e os baixos valores de P.O, podem representar uma vantagem
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adaptativa, permitindo uma maior capacidade de regular a tomada de O, do meio. Dessa
maneira, o alto valor da PO, observado em B. amazonicus parece refletir o habito e o habitat
dessa espécie, sugerindo uma incapacidade em manter MO, em ambientes com baixas tensdes
de Oo.

A exposicdo a dose de 1,3 pg/L gerou aumento significativo da PO de cerca de 40 para
56 mmHg, ocasionando uma diminuicao na capacidade de manter a tomada de O constante e
a MOz da espécie que passou a ser dependente da concentragdo de O, do meio em tensdes de
O. mais baixas. Uma explicacdo para tais efeitos pode ser a intensa secre¢do de muco pelas
branquias apds a exposicao ao TCS, decorrente da irritacdo das mesmas. A camada de muco
formada certamente contribuiu para a reducdo na MO, do grupo TCS em relagéo ao Ctrl. O
aumento da producdo de muco tem sido descrito em diversos trabalhos apds a exposicao de
peixes & contaminantes. A alta secrecdo de muco durante o tratamento com TCS foi observada
no corpo e nas branquias dos animais, tratando-se de um mecanismo de defesa dos peixes para
prevenir a entrada de patdgenos.

O aumento da secrecdo de muco em resposta a exposicao a diferentes xenobioticos é
largamente descrita na literatura. ALAZEMI, LEWIS e ANDREWS (2010) submeteram
exemplares de Gnathonemus petersii a diferentes concentracfes de cobre e verificaram
hiperatividade das células mucosas na concentracdo de 0.1 mg.L™* e acumulacdo de uma
espessa camada de muco sobre as branquias na concentracdo de 0.5 mg.L™%. A excessiva
producdo de muco também foi descrita apos contaminagdo de truta arco-iris com mercurio
(LOCK e OVERBEEKE, 1981), de Lepomis macrochirus com malation (RICHMOND e
DUTTA, 1989), em Carassius auratus. O mesmo foi observado apds exposicdao de Etropus
maculatus ao inseticida organoclorado clordecone (ASIFA; CHITRA, 2013) e de Anabas
testudineus ao TCS (PRIYATHA E CRITRA, 2018).

Além disso, € importante ressaltar que PRIYATHA e CHITRA (2018) demonstraram
que o TCS causa lesbes branquiais em seu trabalho com A. testudineous. Se 0 mesmo ocorreu
no presente estudo, tais lesdes também poderiam ter contribuido para a reducdo da MO, do
grupo TCS.

SHIM et al. (2016) estudaram o efeito do TCS nas concentracfes de 15 e 30 uM sobre
embrides de Danio rerio 24 hpf (24 h ap6s a fertilizacdo) e verificaram que o aumento na
concentracéo de TCS aumenta o consumo de O basal das mitocondrias mas ndo diminui a taxa
de sobrevivéncia ou os batimentos cardiacos nessas concentragdes. Os autores também

demonstraram que o TCS inibe a fosforilacdo oxidativa, a capacidade respiratoria de reserva (a
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quantidade de ATP extra que pode ser produzida por fosforilacdo oxidativa no caso de um
aumento subito na demanda de energia) e estimula o vazamento de protons. Tais achados
permitiram aos autores concluir que: 1) A inibicdo da fosforilacdo oxidativa indica que o TCS
inibe a producdo mitocondrial de ATP; 2) O aumento no vazamento de protons indica
desacoplamento mitocondrial causado pelo TCS; 3) A inibicdo da capacidade respiratéria de
reserva pelo TCS indica disfuncdo mitocondrial. Em conjunto, tais achados apontam o TCS
como um desacoplador mitocondrial.

Trabalhos realizados com microcistina em tilapia do Nilo - Oreochromis niloticus
constataram reduc¢do no consumo de oxigénio do exposto em rela¢do ao controle ap6s 48 horas
de injecdo intraperitoneal do referido composto com dose de 100 pg.Kg* provocando a
elevacdo do PcO, (MARTINS et al., 2011) e andlogo aos encontrados em nosso estudo.

Experimentos com B.amazonicus submetidos a mercurio na concentragao de 0,15 mg/L"
! por 96 horas resultaram na elevacgdo da PO para valores médios de 52,5 mmHg e na reducéo
da habilidade dessa espécie de sobreviver a condi¢fes de hipdxia (MONTEIRO et al., 2013),
semelhantes aos resultados encontrados para a exposi¢do ao TCS no presente trabalho.

No presente estudo a exposicdo ao TCS nio apenas reduziu os valores de MO, como
também aumentou significativamente a PcO», reduzindo a capacidade de manter a tomada de
O2 constante e, consequentemente, reduzindo as chances de sobrevivéncia em ambientes
hipdxicos. Resposta similar foi obtida por(THOMAZ et al., 2009a) para a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) apds exposicao ao inseticida organofosforado triclorfon.

A manutencdo da homeostasia respiratoria depende da capacidade de mobilizacdo de
mecanismos compensatorios, como o aumento na ventilagdo branquial (Vg), para manter o
gradiente de oxigénio entre a agua e o sangue 0 mais elevado possivel, assegurando assim a
eficiéncia nas trocas gasosas (FERNANDES; RANTIN, 1989). Sendo assim, elevagdes na Ve
tém sido descritas como uma primeira resposta a reducédo na tensdo de O na 4gua para varias

espeécies de peixes.

No presente estudo, ambos 0s grupos experimentais aumentaram a V, progressiva e
significativamente durante a hipdxia até a tensdo de 20 mmHg, abaixo da qual este parametro
se reduziu. Esses aumentos em ambos o0s grupos foram caracterizados por aumentos
proporcionais tanto no volume ventilatorio (V1) quanto na freqiiéncia respiratoria (fr).

Diferentes espécies de peixes utilizam diferentes estratégias para ajustar a ventilacdo
branquial em resposta & hipoxia. Um tipo de resposta é o aumento na V, devido a um maior
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aumento na fr do que no Vr, assim como observado na carpa comum, Cyprinus carpio
(MARVIN; HEATH, 1968), bluegill, Lepomis macrochirus (LOMHOLT; JOHANSEN, 1979)
e pacu, Piaractus mesopotamicus(AGUIAR; KALININ; RANTIN, 2002). Contudo, a resposta
mais comumente observada em teledsteos € um maior aumento no volume ventilatério (V1),
quando comparado com a frequéncia respiratéria (fr). Alguns exemplos de espécies que
apresentam esse tipo de resposta sao: tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (FERNANDES;
RANTIN, 1989), traira, Hoplias malabaricus (KALININ; RANTIN; GLASS, 1993),
curimbatd, Prochilodus scrofa (FERNANDES; BARRIONUEVO; RANTIN, 1995) e cascudo,
Hypostomus regani (MATTIAS; RANTIN; FERNANDES, 1998).

Do ponto de vista metabolico, este maior aumento no Vr em relacdo a fr &,
aparentemente, a forma mais eficaz de aumentar aV , uma vez que o custo energético deste

processo €, geralmente, muito alto em teledsteos (JOHANSEN; LENFANT; GRIGG, 1967)
Segundo (RANTIN et al. (1992), a utilizacdo desta estratégia baseia-se no baixo custo para a
manutencdo da velocidade e constancia da contracdo muscular, enquanto que uma alta
freqliéncia de contracéo é limitada pelo trabalho muscular contra uma alta viscosidade da dgua

ventilada.
No presente estudo, a \'/G de ambos os grupos experimentais ndo diferiu

significativamente de normoxia até a tensdo de Oz de 60 mmHg, resposta também observada

por OLLE (2007) em matrinxas expostos ao metilparation. No entanto, nas PinO2 abaixo de 60
mmHg a V, do grupo exposto foi significativamente inferior a do grupo controle, reducéo esta
que pode estar associada a uma redugdo nos mecanismos compensatorios que mantém
elevacBes de fr e Vr. Assim, enquanto o grupo controle apresentou uma elevagdo na V, de

~90% entre 120 e 10 mmHg, para o grupo exposto essa elevagédo ficou em torno de ~60%

A anélise das respostas respiratorias de ambos 0s grupos experimentais no presente estudo
mostra que o grupo controle consegue elevar a fr e 0 V1 de maneira significativa e progressiva
ao longo das diferentes tensdes de O hipoxicas até 20 mmHg enquanto que 0 grupo exposto
ao TCS so0 consegue elevar a fr e 0 V1 até a PinO2 de 60 mmHg. Além disso, 0 grupo exposto
ao TCS apresentou valores de VT e fr significativamente inferiores ao controle abaixo de 60
mmHg. Tais diferencas nestes parametros explicam a menor capacidade ventilatoria
apresentada pelo grupo exposto ao TCS.

Vaérios estudos apontam reducdes na fr de peixes ap0os a exposicao a inseticidas OPs. Esse

foi o caso para a tilapia do Nilo apds exposicao ao triclorfon (THOMAZ et al., 2009a), tilapia
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mossambica (Tilapia mossambica) apos exposi¢do ao malation (BASHA et al., 1984) e perca
“spangled” (L. unicolor) apds exposicdo ao temefos (GEHRKE, 1988). De acordo com
GEHRKE (1988), uma possivel razdo para essa resposta seria o rapido efeito dos OPs sobre 0s
nervos respiratérios. Infelizmente, ha poucos estudos sobre possiveis efeitos do triclosan sobre
o0 sistema nervoso. SZYCHOWSKI et al. (2018), estudando culturas primarias de neurénios
neocorticais de camundongos expostas a uma concentracdo ambientalmente relevante de TCS
(10 uM), verificaram a ocorréncia de neurotoxicidade e apoptose. Assim, ndo se pode descartar
a hipétese de uma possivel acdo inibitéria do TCS no sistema nervoso de peixes que pudesse
induzir a reducdo nas respostas ventilatérias observadas no presente estudo. Entretanto, mais
estudos serdo necessarios para verificar possiveis efeitos do TCS no sistema nervoso de peixes.

Adicionalmente, CHEREDNICHENKO et al. (2012) submeteram ratos a injecOes
intraperitoneais de TCS nas doses de 6,25; 12,5 e 25 mg.Kg™ e verificaram que o mesmo atua
como disruptor do acoplamento excitacdo contracdo do musculo esquelético devido a um
desacoplamento funcional entre os receptores de dihidropiridina (DHPR) da sarcolema e os
canais de rianodina do reticulo sarcoplasmaético (RS) impedindo, dessa forma, a liberacdo de
calcio pelo RS e, consequentemente, reducdo dréstica da forca de contracdo. Se tal efeito
ocorreu no presente estudo, 0 mesmo poderia explicar os menores valores de Vg e Vr
encontrados no grupo TCS.

A eficiéncia das branquias como 6rgéo trocador de O, pode ser avaliada por meio da
necessidade ventilatoria (Vo/MO2) também chamada de requerimento branquial de conveccio
de 4gua (DEJOURS, 1981). Aumentos na Vo/MO, em funcéo da reducéo na disponibilidade
de O, do meio sdo indicativos da reducdo na eficiéncia de extracdo de Oz da corrente
ventilatéria, ou seja, uma maior quantidade de agua deve passar pela superficie funcional
respiratoria para que a mesma quantidade de O seja obtida. A Vo/MO; de ambos os grupos
experimentais aumentou significativamente, mas com valores sempre superiores no grupo
exposto, mostrando diminuicéo significativa da eficiéncia das branquias na troca de Oz ap0s a
exposicdo ao Triclosan, de forma que os peixes de tal grupo necessitaram ventilar uma
guantidade muito maior de 4gua para obter a mesma quantidade de O, do que os peixes do
grupo controle. Desta forma pode-se inferir que a contaminagdo com Triclosan, além dos efeitos
acima citados, implica em um maior gasto energético para a troca gasosa. O mesmo padrdo de
reposta foi obtido por OLLE (2007) para os exemplares de matrinxa expostos ao metilparation.

A frequéncia cardiaca (f1) média de B. amazonicus do grupo controle manteve-se em ~62

bpm de normdxia até a PinO. de 60 mmHg, a partir da qual houve uma reducdo progressiva e
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significativa deste parametro (bradicardia), com o menor valor de fy sendo registrado na PinO>
de 10 mmHg (~27 bpm). Tal resposta foi semelhante a encontrada por OLLE (2007) para esta
espéecie e proxima a verificada para espécies de peixes tropicais como o pacu, Piaractus
mesopotamicus (50 bpm; RANTIN et al., 1998) e o tambaqui, Colossoma macropomum (48
bpm; RANTIN; KALININ; DE FREITAS, 1996) e abaixo da fy média de espécies ativas como
0 dourado, Salminus maxillosus (97 bpm; DE SALVO SOUZA et al., 2001), e os atuns
Katsuwonus pelamis e Thunnus albacares (BUSHNELL; BRILL, 1992; KORSMEYER et al.,
1997). Em todas essas espécies, a resposta a redugdo da tensdo de O» foi uma bradicardia, que
se tornou acentuada quando os peixes foram expostos a niveis de Oz na dgua iguais ou inferiores
a tensdo critica (P:02).

De acordo com FARRELL (1984), a bradicardia é uma resposta reflexa ativada pela
hipoxia para assegurar a performance do coracdo durante a hipdxia do miocéardio. Assim a
reducdo da fu dos matrinxds do grupo controle provavelmente preserva o gasto energético do
coragédo quando a disponibilidade de O se torna reduzida. Além disso, a bradicardia aumenta
o0 tempo de residéncia do sangue dentro do ventriculo, o que poderia permitir um aumento da
extracdo de O pelo préprio miocérdio esponjoso. Ademais, GLASS et al. (1991) sugeriram
que a bradicardia aumenta a eficiéncia da transferéncia de gases nas branquias pelo
desenvolvimento da interacdo cardio-respiratdria.

A fu tem sido usada como indicador dos efeitos toxicos de contaminantes ambientais em
peixes (TEUSCHLER et al., 2005). De acordo com HEATH (1995), reducbes na fu com
concomitantes aumentos na ventilagcdo branquial sdo as respostas comuns quando 0s peixes séo
expostos a uma variedade de xenobioticos. Reducdes na fu foram descritas como resultado da
exposicao ao tolueno (STOSS; HAINES, 1979), metilmercurio(DIAL, 1978), aos pesticidas
carbaril, malation e parathion (SOLOMON; WEIS, 1979) e ao tricloroetileno(VILLALOBOS
et al., 2000) em “medaka”, Oryzias latipes, bem como apds exposi¢ao do “killifish”, Fundulus
heteroclitus, a inseticidas (WEIS; WEIS, 1974). OLLE (2007) também verificou esse padréo
de resposta apds expor exemplares de matrinxd ao metilparation. De acordo com GEHRKE,
(1988), esta bradicardia € resultante do aumento da inibicao cardiaca pelas fibras colinérgicas
que inervam o coragé&o.

No presente trabalho, a bradicardia do grupo exposto ao TCS teve inicio em PinO. abaixo
de 80 mmHg, ou seja, numa tensdo de O» mais elevada que no grupo controle. Entretanto, a fy
do grupo TCS so6 foi significativamente inferior a registrada para o grupo controle nas tensdes
de Oz de 40 e 20 mmHg. Tal resultado poderia sugerir um reduzido efeito do TCS sobre a
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funcdo cardiaca. Entretanto, deve-se ressaltar que a fy € um pardmetro que avalia apenas 0
cronotropismo cardiaco e um possivel efeito do TCS sobre a forca de contracdo (que
determinara o volume sistélico) ndo pode ser descartado. Tal hipotese € amparada pelo trabalho
de SALEY et al. (2016), que expuseram larvas (de 8 a 120 h pds-fertilizacdo) de Danio rerio a
diferentes concentracdes de TCS (0.4, 40, e 400 ug.L™?) e, na concentracdo mais elevada,
verificaram redugdes de ~30% na fy, de ~40% no volume sistdlico (ou seja, reducédo na forga
de contragéo). Essa reducédo na fy corrobora os dados do presente trabalho.

CHEREDNICHENKO et al. (2012) verificaram que o TCS reduz significativamente o
débito cardiaco (produto da fx pelo volume sistolico) de ratos apds 10 minutos da aplicacdo via
injecOes intraperitoniais. Segundo esses autores, o TCS atua como disruptor do acoplamento
excitacdo-contracdo no musculo cardiaco pois bloqueia a corrente de calcio pelos canais L,
reduzindo a liberacdo de calcio calcio-induzida pelo RS. Como resultado, ocorre uma
significativa reducdo na forca de contracdo cardiaca e, consequentemente, reducao do débito
cardiaco.

Além disso, de acordo com (AHN et al., 2008) o TCS ¢é estruturalmente similar aos
bifenilos policlorados (PCBs) ndo-semelhantes a dioxinas e sensibiliza canais de RyR
encontrados em varias formas de masculo e outros tecidos animais excitiveis. Esse foi o
primeiro trabalho a identificar os canais RyRs como alvos sensiveis ao TCS, criando uma
preocupacao adicional em relacdo a potencial neurotoxicidade desse composto.

5.2. Expressdo de Proteinas Cardiacas

Alteracdes nas condigdes ambientais podem promover modificacdes morfoldgicas no
tecido cardiaco como estratégia de compensacdo para manutengdo da homeostase (GAMPERL,
2004) . Em épocas reprodutivas, o tecido cardiaco de salmonideos machos sofre hipertrofia
como mecanismo de compensacdo para a alta demanda cardiaca no periodo de desova
(GAMPERL, 2004).

A hipertrofia parcial do tecido cardiaco pode constituir uma estratégia para compensar
efeitos inotropicos por condigdes adversas como variagbes na temperatura (SHIELS;
VORNANEN; FARRELL, 2002). Neste contexto, a massa ventricular relativa (MVR)
estabelece uma razdo entre a massa ventricular e a massa corporal do organismo em estudo e,

desta forma, se apresenta como parametro que possibilita analisar e comparar diferencas de
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tecido ventricular ndo apenas entre diferentes organismos, mas também os efeitos de
circunstancias distintas as quais 0s animais podem estar sujeitos.

No presente estudo nao se verificou diferenca significativa entre a MVR dos dois grupos
experimentais (P = 0,0841). Sendo assim, pode-se presumir duas situacfes: a primeira, na qual
0 TCS na concentracdo utilizada e por exposi¢do de curta duracéo (48h) ndo se apresente como
fator estressante ao peixe, ou a segunda, na qual teriam ocorrido alteracdes a nivel molecular
no tecido cardiaco. Pela analise da expressdo das proteinas envolvidas no manejo de calcio
cardiaco (trocador sodio-céalcio ou NCX e canais L) confirmou-se a segunda hipotese em
virtude das alteragdes observadas, situacdo semelhante a encontrada por RISSOL I et al., (2017).

O fluxo i6nico entre 0 meio intra e extracelular no midcito é imprescindivel para o
funcionamento do acoplamento excitacdo-contracado, responsavel pelo desempenho cardiaco.

O balango é garantido pela atividade de estruturas proteicas que atuam como
transportadores ionicos (BERS, 2002). No presente estudo constatou-se diferenga na expressao
destas proteinas, nomeadamente o canal de calcio tipo L (P = 0,0004) e 0 NCX (P = 0,0104),
no grupo exposto ao Triclosan quando comparado ao controle.

Estimulos externos (fatores ambientais potencialmente estressantes) podem alterar a
expressdo e o funcionamento destas proteinas, por vezes como estratégia compensatéria
(VORNANEN; SHIELS; FARRELL, 2002). RISSOLI et al., (2017) apds submeter espécimes
de matrinxd ao condicionamento natatorio extensivo, verificou alteracdo nos niveis de
expressdo de proteinas do acoplamento excitagcdo-contragdo ao comparar grupos sujeitos a
diferentes velocidades de fluxo de agua.

FU et al., (2007) demonstraram que a aconitina, um terpendide azotado presente em
medicamentos tradicionais chineses, aumenta a expressdo de canais de rianodina e de NCX em
cardiomiocitos de ratos neonatos.

O NCX, trocador idnico presente no sarcolema, constitui o principal mecanismo
responsavel pela extrusdo do célcio transiente. Este atua como intermediario para o transporte
de ions, através de um processo de antiporte no qual importa trés ions sédio para 0 meio
intracelular enquanto bombeia um ion célcio no outro sentido, para o meio extracelular (BERS,
2002). O aumento verificado na sua expressdo pode estar associado a um desequilibrio iénico
intracelular desencadeado pelo TCS, nomeadamente da concentragdo de célcio transiente.
Neste contexto podemos inferir sobre duas situacfes: (1) uma concentracdo alta, acima do

normal, de calcio transiente; (2) um déficit de célcio transiente.
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No primeiro caso, 0o aumento na expressdo de NCX ocorreria como medida
compensatdria visto a importancia deste para extrusdo do calcio, necessaria para o relaxamento
do musculo cardiaco (SHIELS; VORNANEN; FARRELL, 2002). J4 no segundo caso, 0
aumento na expressao estaria relacionado ao potencial que o NCX possui de atuar no modo
reverso. No modo reverso, 0 NCX inverte os sentidos de transporte de ions, promovendo
entrada de calcio no espaco intracelular em troca da saida de sddio. Ao atuar no modo reverso,
0 NCX pode atuar na liberacdo de calcio intracelular pelo processo de liberacao de célcio calcio-
induzida (CICR), culminando num aumento da concentracdo de calcio transiente
(VORNANEN; SHIELS; FARRELL, 2002). Desse modo, 0 NCX pode desempenhar um papel
determinante e eficaz na contracdo cardiaca (NECO et al., 2010). Esta situacdo ocorre em
espécies de peixes nos quais o calcio para a ativacdo da contracdo provém principalmente do
meio extracelular, com pequena ou insignificante contribuicdo do reticulo sarcoplasmatico.

Peixes considerados ativos geralmente se enquadram nesta situagdo (VORNANEN,
1999), como por exemplo o matrinxa pelos seus habitos natatérios e migratorios. RISSOLI et
al., (2017) evidenciaram o potencial do NCX como ativador da contragdo em matrinxa. No
estudo verificaram diminui¢cdo no desempenho cardiaco em grupos exercitados, quando
comparados ao controle, apés inibicdo do NCX.

O sentido do funcionamento do NCX é determinado por gradientes de sddio e calcio ao
longo do sarcolema (VORNANEN; SHIELS; FARRELL, 2002). Desse modo, situagdes que
promovam alteracfes no gradiente de sédio poderiam afetar o funcionamento do NCX.
LARBIG et al., (2010) demonstrou que a ativacdo de correntes de Na* durante o potencial de
acao de células cardiacas isoladas de camundongos promoveria um rapido influxo e acumulacéo
de sddio intracelular. Isso, juntamente com uma despolarizagdo a potenciais positivos
desencadeariam a acdo reversa do NCX. A interferéncia do TCS nestes canais de sddio poderia
constituir um outro mecanismo contribuinte para o desequilibrio i6nico e aumento na expressao
do NCX. Entretanto, mais estudos serdo necessarios para elucidar esse mecanismo em
diferentes espécies de peixes.

LARBIG et al., (2010) sugere ainda que a situacdo descrita anteriormente poderia atuar
sinergicamente com ativacao/abertura de canais de célcio do tipo L, resultando numa ativacao
mais pronunciada do CICR. Outros autores discutem o potencial de atuacdo sinérgico dos canais
L e do NCX para ativacdo da contratilidade cardiaca (NECO et al., 2010) e até mesmo para a
contracdo cardiaca ‘direta’ (VORNANEN; SHIELS; FARRELL, 2002) sem dependéncia do
reticulo sarcoplasmatico. Seria de se esperar, portanto, um aumento na expressao nos canais L
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em paralelo ao aumento do NCX. Os resultados obtidos no presente trabalho aparentam
corroborar esta situacdo, com aumento significativo da expressdao de ambas as estruturas
citadas.

Os canais de calcio tipo L voltagem dependentes sdo estruturas presentes em juncdes
sarcolema-reticulo sarcoplasmatico (RS). Perante estimulo elétrico (potencial de acdo)
transportam ions calcio para o meio intracelular, que, por sua vez, atuam na ativacdo de canais
de rianodina no RS (KAMP; HELL, 2000).

Os canais de rianodina sdo responsaveis pela extrusao do célcio armazenado no RS para
o citoplasma para posterior contracdo. O célcio liberado pelo RS atua ainda sobre os canais L,
inibindo a sua atividade, promovendo uma diminuicdo da entrada de calcio por estas estruturas
(BERS, 2002). Nestas circunstancias, apesar de ndo ter sido avaliado diretamente, seria
esperado semelhanca na atividade dos canais L entre os grupos estudados. Porém, no grupo
exposto ocorreu aumento na expressdo de canais L, o que pode acarretar em um influxo
aumentado de calcio. Esta situacdo reforca a hipotese anterior de déficit na concentracao de
calcio transiente, sugerindo a acdo do TCS sobre os canais de rianodina, responsaveis pela
liberacdo de calcio do RS.

De fato, alguns autores relatam resultados que estariam de acordo com a situacéo
descrita. (FRITSCH et al., 2013) no seu estudo com o TCS com Pimephales promelas relatou
um aumento na expressao de canais L apos 7 dias e reducdo na expressdo de canais rianodina
apos 1 dia de exposicdo. CHEREDNICHENKO et al., (2012) propdem que o TCS atuaria
interferindo na sinalizacdo entre os canais L e os de rianodina, principalmente por interacdo
inibitoria no canal L, causando uma reducéo de 50 % no influxo de calcio via canais-L em
miocitos cardiacos. Nesta circunstancia, o aumento na expressdo de canais L verificado no
presente estudo poderia constituir uma estratégia compensatdria. Com a inibicao de entrada de
calcio pelo canal L, o aumento na densidade destas proteinas poderia também promover
aumento no influxo de calcio por disponibilizar ‘mais sitios de entrada’ para o calcio, superando
a condicdo negativa provocada pelo TCS e assim, proporcionar o retorno a homeostase

cardiaca.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram as seguintes conclusoes:

e Em presenca de triclosan (TCS) a agua nao atinge 100% de saturacdo com Og;

e Mesmo em baixas concentragdes, o triclosan reduz a capacidade respiratoria de B.
amazonicus, visto que a magnitude de reducio na taxa metabdlica (MO2) observada na
concentracdo de 1,3 ug.L™* foi a mesma verificada a de 13 ug.L™.

e A exposicido ao TCS nido apenas reduziu os valores de MO, como também aumentou
significativamente a PcO., reduzindo a capacidade de manter a tomada de O constante e,
consequentemente, reduzindo as chances de sobrevivéncia em ambientes hipdxicos.

e A ventilacdo branquial do grupo exposto ao TCS ¢ significativamente inferior a do grupo
controle em hipoxia moderada e severa (PinO2 abaixo de 60 mmHg) redugéo esta que pode
estar associada a uma reducdo nos mecanismos compensatérios que mantém elevacdes da
frequéncia respiratdria (fr) e do volume ventilatério (Vr);

e O grupo exposto ao TCS apresentou valores de V1 e fr significativamente inferiores ao
controle abaixo de 60 mmHg. Tais diferengas nestes parametros explicam a menor
capacidade ventilatoria apresentada pelo grupo exposto ao TCS;

e A necessidade ventilatoria (V ¢/MO2) de ambos 0s grupos experimentais aumenta
significativamente durante a hipoxia gradual, mas com valores sempre superiores no grupo
exposto, mostrando diminuicdo significativa da eficiéncia das branquias na troca de O, de
forma que os peixes de tal grupo necessitaram ventilar uma quantidade muito maior de
agua para obter a mesma quantidade de O do que o0s peixes do grupo controle.

e A contaminacdo com TCS implica em um maior gasto energético para a troca gasosa.

e A exposicdo ao TCS na concentracdo de 1,3 pg.L™* por 96h teve um pequeno efeito
depressor na frequéncia cardiaca dos peixes;

e O TCS ndo alterou significativamente os parametros morfométricos cardiacos nem a massa
ventricular relativa;

e Existem sequéncias de aminoacidos semelhantes nas proteinas de matrinxa e de mamiferos,
0 que pbde ser comprovado pela ligacdo dos anticorpos especificos para mamiferos anti-

NCX e anti-canal L nas respetivas proteinas de peixe;
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O TCS induziu um aumento significativo na expressdo dos canais de Ca®* do tipo L,
mostrando seu potencial de atuacdo sobre a sinalizacdo dos canais L e, consequentemente,
no acoplamento excitacdo-contragdo cardiaco;

O aumento na densidade de canais L pode corresponder a um possivel mecanismo para
manutencdo da concentracdo de célcio intracelular na tentativa de sobrepujar possiveis
efeitos inotropicos negativos do TCS, ja verificado por outros autores;

O aumento significativo na expressdo do trocador Na*/Ca?* (NCX) indicou que a possivel
diminuicdo nas concentracdes intracelulares de calcio causada pelo TCS pode ter
demandando um maior influxo de Ca?* via modo reverso do NCX e, posteriormente,
estimulando a atividade de canais de calcio L para atuacdo sinérgica no processo de
contracdo, ou mesmo a ativacdo da contracéo pela atividade direta do NCX reverso.

Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho mostram que o TCS, mesmo em
baixas concentracdes e em exposicGes de curta duracdo (96h) diminui a capacidade
respiratoria da espécie e interfere no manejo de célcio cardiaco.

O efeito depressor da funcdo cardio-respiratoria in vivo, bem como as alteracBes na
expressdo de proteinas envolvidas no acoplamento excitacdo-contracdo cardiaco de
matrinxd reforcam a necessidade ndo apenas de reavaliacdo da utilizacdo de TCS em
produtos de consumo como também do estabelecimento de limites maximos permitidos em

aguas para consumo humano e conservacado da vida aquatica.
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