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RESUMO

O nonilfenol etoxilato (NPE) é um componente tensoativo ndo ibnico de muitas
formulacGes quimicas. As investigacdes sobre os efeitos da toxicidade do nonilfenol etoxilado
e seus derivados em peixes enfocam, em sua maioria, a disrrupcdo do sistema enddcrino,
genotoxicidade, estresse oxidativo, bioacumulagdo e mortalidade. Entretanto, a exposi¢éo a
esses compostos pode causar outros danos, sendo o uso de biomarcadores fisiologicos e
histologicos de grande relevancia, visto que permitem identificar possiveis distlrbios
homeostaticos que possam comprometer a sobrevivéncia desses organismos. O objetivo do
presente estudo foi analisar as respostas cardiorrespiratorias e alteracBGes histologicas em
tildpia-do-Nilo em situacdo controle e apds 12h de uma injecao intraperitoneal de NPE9 (500
ng.Kg™ de peso corpéreo) submetidos & hipoxia gradual. A exposicdo ao NPE9 aumentou
significativamente a tensdo critica de O, (PcO,), reduzindo a capacidade de manter a tomada
de O, constante, o que pode estar relacionado a acdo do composto no funcionamento e na
estrutura dos eritrdcitos. A ventilagdo branquial (V) aumentou significativa e
progressivamente em ambos 0s grupos experimentais a fim de manter a tomada de O, (MO, )
durante a hipdxia. Os grupos apresentaram o0 mesmo padrdo de resposta respiratoria, sendo
que os aumentos de V; foram caracterizados por aumentos no volume ventilatério (V1),
enquanto a frequéncia respiratéria (fr) se manteve constante. A concentracdo de NPE9
utilizada ndo alterou a capacidade de extragdo de O, (EO,), nem a frequéncia cardiaca (f4) nas
tensdes de O, estudada. Além disso, a exposi¢do ao NPE9 induziu o aumentou da frequéncia
de centros melanomacrofagicos no figado e baco e a presenca desses no miocardio
ventricular. Em conjunto, os resultados do presente trabalho mostraram que a exposicao ao
NPE, mesmo de curta duracdo, pode comprometer a sobrevivéncia da espécie estudada em
ambientes hipoxicos, como também apontam para a necessidade de sua incluséo na legislacédo
que regulamenta limites maximos permitidos de substancias em ambientes aquéaticos para a

manutencdo da vida.



ABSTRACT

Nonylphenol ethoxylate (NPE) is a nonionic surfactant component of many chemical
formulations. Investigations on the effects of nonylphenol ethoxylate toxicity and its
derivatives on fish mostly focus on endocrine disruption, genotoxicity, oxidative stress,
bioaccumulation and mortality. However, exposure to these compounds can cause further
damage, and the use of physiological and histological biomarkers is of great relevance, since
it allows the identification of possible homeostatic disorders that may compromise the
survival of these organisms. The objective of the present study was to analyze the
cardiorespiratory responses and histological changes of Nile tilapia, Oreochromis niloticus, in
a control situation and after 12h of an intraperitoneal injection of NPE9 (500 ng.kg™ of body
weight) submitted to gradual hypoxia. The exposure to NPE9 significantly increased the
critical O, tension (PcO,), reducing the ability to keep the metabolic rate (MO, ) constant,
which may be related to the action of the compound on the functioning and structure of
erythrocytes. Gill ventilation (Vg) increased significantly and progressively in both
experimental groups in order to maintain MO, during graded hypoxia. The groups presented
the same pattern of respiratory response, and increases in Vg were characterized by increases
in ventilatory volume (V1), while respiratory rate (fz) remained constant. Although NPE at the
concentration used in the present study was not sufficient to change O, extraction from the
ventilatory current (EO,) and heart rate (fy) during hypoxia. In addition, the exposure to NPE9
increased the frequency of melanomacrophagic centers in the liver and spleen, and it was
possible to observe them in the ventricular myocardium. Together, the results of this study
showed that exposure to NPE9 may compromise the survival of the species studied in hypoxic
environments, but also indicate the need to include this compound in the legislation that
regulates maximum permissible limits of substances in aquatic environments for the

maintenance of life.
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1. INTRODUCAO

Os ambientes aquéticos se caracterizam por apresentar uma menor capacitancia de O,
em relacdo ao ambiente aéreo. Nestes ambientes podem ocorrer grandes flutuacGes diarias ou
sazonais de O, dissolvido e severas reduc6es do mesmo, o que é conhecido como hipoxia
ambiental (RANDALL et al., 1997). A temperatura, a quantidade de matéria orgéanica, e
consequentemente os baixos niveis de O, sdo limitacfes frequentes impostas aos peixes.
Além disso, a presenca de xenobioticos no ambiente aquatico contribui para essa reducdo da
disponibilidade de O, do meio para 0s organismos agquaticos.

Os efeitos adversos das atividades humanas sobre o ambiente representam uma grande
preocupacao, particularmente sobre o ambiente aquéatico. Este € um dos recursos naturais mais
importantes da Terra, que possui multiplos usos como abastecimento urbano, irrigacdo
agricola, producdo de energia, lazer e recreacdo, entre outros (FRANCO, 2013). Entretanto,
atualmente os corpos hidricos estdo passando por uma crescente contaminacdo, devido a
expansdo demogréafica, o desenvolvimento industrial, agricola e tecnoldgico e derrames
acidentais. Estudos mostram a presenca de diferentes compostos quimicos nas aguas, o que
gera relevantes impactos adversos neste ambiente (LISBOA FILHO, 2012).

Hoje em dia, ja se sabe que existem aproximadamente 11 milhGes de compostos
quimicos conhecidos (SODRE, 2012). Dentre estes, 3.000 s&o produzidos em larga escala e
usados livremente e apenas 45% foram avaliados toxicologicamente, sendo que menos de
10% foram submetidos a estudos sobre os seus efeitos toxicos em organismos (SODRE,
2012). Os poluentes de origem antropogénica estdo amplamente dispersos no ambiente, em
aguas superficiais e subterraneas.

Contaminantes ou poluentes “emergentes” sdo substincias potencialmente toxicas das
quais os efeitos ou a presenca no ambiente sdo ainda pouco conhecidos. Desta forma, os
contaminantes emergentes ndo estdo incluidos em programas de monitoramento de rotina
pelos Orgdos de meio ambiente e salde, e tampouco estdo inseridos em normativas ou
legislacGes de controle ambiental. Como pode ser observado por esta defini¢cdo, o termo
“emergente” se refere a preocupacdo que estas substincias tém trazido a luz dos novos
conhecimentos adquiridos sobre seus impactos reais e potenciais a satde humana e ambiental.
Ou seja, engloba tanto substéncias que j& vém sendo utilizadas ha tempos, como também
novas substancias decorrentes dos avancos tecnologicos. Tais contaminantes atingem o
ambiente devido a emissdes industriais, eliminacdo de residuos solidos, derrames acidentais,

aplicacdo controlada na agricultura e atividades industriais, entre outras formas (BRAVO,



2009). Diante disto, os contaminantes ambientais estdo despertando, cada vez mais, 0
interesse da comunidade cientifica e regulatéria (DA SILVA et al., 2007).

Dentre 0s contaminantes emergentes, destacam-se 0s agrotdxicos, drogas ilicitas,
farmacos, produtos de higiene pessoal, protetores solares, estrogénios, alguns subprodutos
provenientes de processos de desinfeccdo de agua, retardantes de chama bromados,
compostos perfluorados, siloxanos, benzotriazois, &cidos nafténicos, perclorados, liquidos
ibnicos, dioxinas, antiménio, adogantes e sucralose, nanomateriais, toxinas de algas e
alquilfendis e seus derivados. (RICHARDSON; TERNES, 2011).

De acordo com FRANCO (2013), dentre estes compostos, os alquifendis e seus
derivados apresentam certa relevancia, principalmente, o nonilfenol etoxilado (NPE), pois a
sua utilizacdo resulta em grande contaminagcdo de corpos hidricos, em consequéncia da
formacdo de produtos intermediarios da sua biodegradacdo, como o nonilfenol (NP). Este
ultimo é considerado 0 mais persistente e critico ao ambiente, visto que pode agir como um
interferente enddcrino e agente genotdxico, como também se bioacumular e biomagnificar nas
cadeias troficas.

Tanto o NPE quanto o NP ja foram detectados em aguas, solo, ar, sedimento e biota
aquatica. Alguns estudos ja evidenciaram a ocorréncia de NPE e seus intermediarios em agua
e sedimentos nos Estados Unidos, Europa, Japdo, Canada (NAYLOR et al. 1996; AHEL;
GIGER; SCHAFFNER, 1994; KANNAN et al., 2003; DI CORCIA et al., 2000;
MARUYAMA et al., 2000; YING, 2006). A Tabela 1 mostra alguns valores de concentracéo
de NP em aguas superficiais de diferentes paises.

No Brasil, ha poucos estudos sobre a ocorréncia de nonilfenol etoxilado e seus
derivados no ambiente. MOURA (2009) estudou a bacia hidrografica Tieté-Jacaré (UGRHI-
13), SP, e detectou a presenca de 267 pg.L™ de NP em amostras de efluente da estagdo de
tratamento de esgoto (ETE) e 0,5 pg.L™" em amostras da estacdo de tratamento de &guas
(ETA). RAIMUNDO (2007) detectou NP na concentracdo de 218 ng.L™ nas &guas do rio
Atibaia, regido metropolitana de Campinas que recebe esgoto doméstico ndo tratado.
FRANCO (2013) encontrou NP nas concentragdes de 20 e 35,5 ug.L™ em diferentes pontos
de amostragem de aguas superficiais no Ribeirdo das Cruzes (UGRHI-13), Araraquara, SP.
BERALDO (2012) relatou a presenga de NP em aguas proximas a industrias na cidade de
Americana, SP, em concentracdes variando de 5,0 a 10,5 pg.L™ em 4guas superficiais.

Além disto, ndo ha restricdo de uso tanto para o NPE quanto para o NP no Brasil. A
resolugdo 357 do CONAMA, de 2005, classifica os corpos d’agua e estabelece padrdes de
lancamento de efluentes, mas ndo recomenda concentragdes limites para NPE e NP, visto que a
toxicidade destes compostos ndo foi ainda discutida pelos érgdos fiscalizadores (SILVA et al.,
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2008). De acordo com VINCENT e SNEDDON (2009), a Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana (Environmental Protection Agency - EPA) considera que, para ambientes de agua
doce, a vida aquética ndo € afetada pelo nonilfenol se desde que numa concentracdo média

que ndo exceda 28 pg.L ™.

TABELA 1. Concentracao de NPE e seus derivados em aguas de diferentes localidades.

Localidade Concentracdo (ng.L™) Autor
China 10,2 - 162 (CAl et al., 2016)
nd - 2200
india 22,4 - 158 (SELVARAJ et al., 2014)
nd - 1455
China 280,19 (JIANG et al., 2011)
Portugal 4,90 - 19,2 (CARVALHO et al., 2015)
469,4 + 73,4
China 694 + 248,7 (SUN et al., 2014)
244 +230,8
Espanha 998 - 13425 (ESTEBAN et al., 2014)
734 - 926
Alemanha iz: (HOHNE; PUTTMANN, 2008)
Franca 168 (CAILLEAUD et al., 2007)
Brasil 44 -1918 (MOREIRA et al., 2011)

nd — ndo detectado

AHEL, MCEVOY & GIGER (1993) analisaram a concentracdo de NP e NPE nas
aguas do rio Glatt, localizado em um vale densamente povoado no norte da Suica, bem como
a concentracdo desses compostos em diversos tecidos de peixes. Na agua, encontraram
valores médios de 5,5 + 0,6 ug.L™* de NP e 9,6 + 2,1 pg.L™" de NPE. A tabela 2 apresenta as
concentracdes de NP e NPE encontradas em tecidos de peixes por estes autores. Com base
nesses valores, os autores calcularam fatores de bioacumulacdo de 13-408 para 0 NP e de 3-
300 para 0 NPE em peixes. Além disso, a ocorréncia de bioacumulagdo indica que tais

produtos podem atingir o ser humano.



TABELA 2. Concentrac6es de NP e NPE em tecidos de peixes do rio Glatt.

Concentragdo — mg.Kg™

Espécie :

Tecido NP NPE

Mdasculo 0,18 0,18

_ Intestino 1.2 0,87

Squalius cephalus

Figado 1,0 1,8

Branquias 1,4 1,6

Musculo 0,38 31

Intestino 0,05 0,17

Figado 0,98 0,88

Barbus barbus :

Branquias <0,03 0,06

Coracéo 0,30 0,15

Oviério 0,09 0,15

Salmo gairdneri Mdsculo 0,15 0,42
(Oncorhynchus mykiss) Intestino 1,6 7,0

Fonte: AHEL, MCEVOY & GIGER (1993).

1.1 Caracterizag¢do Quimica do Nonifenol (NP) e Nonifenol Etoxilado (NPE)

O nonilfenol (Figura 1A) é um liquido amarelo claro para palido, viscoso a
temperatura ambiente, com moderada solubilidade em &gua e pressao de vapor. O nonilfenol
etoxilado (NPE) pode ser um liquido oleoso de claro para alaranjado ou uma cera sélida,
considerado quimicamente estavel e ndo reativo (EPA, 2010).

O NPE (Figura 1B) é fabricado pela reacdo do NP com ¢éxido de etileno (EO), sob
condicBes bésicas. O grau de etoxilacdo depende da relacdo molar entre 0 EO e o NP. O NPE
é hidrofilo numa extremidade da molécula e hidrofébico na extremidade oposta, atrai

substancias pouco soluveis, tais como 6leos e graxas (EPA, 2010).



FIGURA 1. Estrutura quimica do Nonilfenol.

OH

O\AEOH

B

A. Nonilfenol; B. Nonilfenol com 9 cadeias etoxiladas. Fonte: WHO (2002); EPA (2010).

1.2 Vias de Exposi¢ao e Metabolismo

O nonilfenol pode entrar no organismo humano por inalacéo, ingestdo de alimentos e
agua contaminados ou por via cutdnea, pelo contato ou produtos que contenham-no
(AWARD, 2011).

Quando os animais ingerem NP a absorcdo ocorre a partir do trato gastrointestinal,
sendo inicialmente rapida. As principais vias metabolicas provavelmente envolvem a
conjugacao de glicuronideo e sulfato. O NP é amplamente distribuido por todo o corpo, com a
concentracdo mais elevada em gordura e as principais vias de excre¢do de NP sdo atraves das
fezes e urina (WHO, 2002).

No ambiente, os NPEs de cadeia longa se biodegradam de forma relativamente rapida
em relacdo aos de cadeia curta e NP, que sdo muito mais resistentes a degradacdo adicional.
De acordo com MANN; BODDY (2000), a completa degradacdo em agua ocorre apés 33
dias.

Quando na agua, o NPE também pode sofrer fotodegradacdo induzida. Na atmosfera,
o NP ¢é rapidamente degradado por radicais hidroxilas e ndo se espera que seja persistente no
ar (WHO, 2002).

1.3 Efeitos NPE e Derivados em Peixes

Os estudos sobre alguns efeitos do NP e NPE em peixes ainda sdo escassos. Contudo,
ja foi demonstrado que estas substancias podem atuar como disruptores enddcrinos nesses
animais.

LEWIS e LECH (1996) investigaram in vivo a atividade estrogénica, letalidade e
persisténcia dos efeitos do NP em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), por meio da analise
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da reacdo da transcricdo reversa de RNAm de vitelogenina no figado. Para tanto, o0s
exemplares de truta arco-iris foram expostos a diferentes concentra¢fes de NP (10 a 250 ppb)
durante 72 horas. A andlise de RT-PCR detectou baixos niveis de RNAm de vitelogenina
induzido pelo NP no figado. Em apenas um dia de exposi¢cdo foi observado a inducdo da
sintese de vitelogenina. Outro resultado observado, que pode estar relacionado com a
depuracdo do NP, foi o decréscimo substancial do nivel de vitelogenina, em apenas 48 horas,
logo apos a transferéncia dos exemplares expostos para um sistema de dgua limpa.

PEDERSEN et al. (1999) analisaram os efeitos do NP na sintese de vitelogenina, na
estrutura testicular e citolégica em machos de peixe-carneiro Europeu (Zoarces viviparus),
por meio de injecdes intraperitoneais de NP, sob concentragdes baixas (10 pg.g *.semana™) e
altas (100 pg.g *.semana ), administradas em meias doses, duas vezes por semana durante 25
dias. Nesse experimento foram realizadas analises da estrutura testicular, da cor e da
quantidade de espermatozoides produzidos, como também do tamanho dos testiculos (indice
gonadossomatico, IGS) e do figado (indice hepatossomatico, IHS). A partir disto, observaram
0 aumento da concentracdo de vitelogenina no plasma, concomitante a redugdo de IGS,
enquanto que ndo foram verificadas mudancas significantes no IHS. Outro resultado foi a
confirmacdo de que o NP mimetiza os efeitos de estradiol na sintese de vitelogenina, agindo
como tal, isto suporta as observacfes previstas sobre o efeito de NP em outros teledsteos,
como na truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss (JOBLING; SUMPTER, 1993), no salméo do
Atlantico, Salmo salar (MADSEN et al. 1997) e no linguado, Platichthys flesus
(CHRISTENSEN et al. 1995). Além disto, por meio de analises histologicas, observaram que
altas concentracdes de NP afetaram o crescimento e a estrutura testicular nos l6bulos
seminiferos e nas células de Sertoli.

CIONNA et al. (2006) analisaram, por meio de RT-PCR, biomarcadores em tainha-
garrento (Liza aurata) juvenis expostos a diferentes concentracfes de NP (25, 100, 1000 pg.L
1) durante uma semana. Foram analisadas a expressdo de vitelogenina (VTG) hepética, os
niveis de proteinas plasmaticas assim como a transcri¢do do citocromo P4501A1 (CYP1Al) e
a sua associacdo com a atividade de etoxiresorufina-O-desetilase (EROD). Além disto,
investigaram a expressdo de VTG e CYP1A1 em machos adultos expostos a concentracdo de
250 mg.Kg® por meio de injecBes intraperitoniais. Em seguida, os individuos foram
eutanasiados depois de 48 e 72 horas ap0s as diferentes exposicdes e as fémeas foram usadas
como controle positivo. Os autores verificaram reducdo da atividade da EROD, que esté
diretamente relacionada com a dose de NP. Entretanto, ndo houve mudanca significativa na
expressédo de vitelogenina em nenhum dos tratamentos. Diante da inibicdo de CYP1Al e da

reducdo da poténcia de desintoxicacdo celular por estrogénios, 0s autores sugeriram que a
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sobrevivéncia dos organismos que vivem em areas contaminadas pode ser seriamente
comprometida por estrégenos ambientais, como NP.

RIVERO (2007) determinaram a CLsy de 72h (concentracdo letal para 50% dos
individuos) e avaliaram, por meio de ensaios cometa, os efeitos na reproducdo causados pelo
NP e a genotoxicidade em eritrocitos periféricos de exemplares de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) exposto in vivo. Este estudo sobre o desenvolvimento reprodutivo foi
realizado em gonadas de ambos 0s sexos expostas a diferentes concentragdes (1,0, 10,0 e 16
uL.L™?) de NP diluido em agua. Os autores encontraram uma CLso de 0.032 ml.L™ de NP e
observaram que nos tratamentos com 10 e 16 pL.L™ ocorreu um aumento significativo no
nGmero total de anomalias nucleares em relacéo a dose mais baixa (1 pL.L™) e ao controle.
Observaram, também, a maturagdo acelerada das gonadas, tanto de machos como de fémeas,
expostos nas concentracdes 1 e 10 pL.L™, em comparag&o ao grupo controle. J& o tratamento
com 16 pL.L™ causou um nivel mais expressivo de maturagéo, principalmente de oécitos no
estagio V, maior inducdo de vitelogenina e desenvolvimento precoce de espermatozoides.
Diante disto, este estudo demonstrou que o NP induz alteragdes nas gonadas, especialmente
nas femininas, sugerindo assim que este composto atua mimetizando horménios sexuais.

COLDHAM et al. (1998) administraram 0,375 mg.L™ de 4-NP em exemplares de
trutas arco-iris (O. mykiss), por meio de vasos caudais, e investigaram a influéncia da
biotransformacdo, distribuicdo e da excrecdo de 4-NP em diferentes tecidos (figado, rim,
cérebro, ceco pildrico, intestino, pele, musculo, coracdo, baco, gbnadas e branquias), no
sangue, na bile e nas excretas apds 1, 2, 4, 24, 48, 72, e 144 horas. Por meio de cintilacdo
liquida verificaram que as maiores concentracdes de residuos de 4-NP apareceram na bile,
fezes e no ceco pilérico. Por meio de cromatografia liquida de alta pressdo observaram perfis
semelhantes de metabolitos de 4-NP na bile, nas fezes e no ceco pilérico, mas no musculo, sé
encontraram o composto de origem (4-NP). Dentre os resultados encontrados houve uma
descoberta inesperada: o musculo fornece um depdsito substancial para o 4-NP devido a
facilidade de acumulagdo continua nos musculos esqueléticos, 0 que pode estar associado a
exposicao cronica.

ALI e LEGLER (2011) analisaram os efeitos toxicoldgicos do NP em embrides de
zebrafish (Danio rerio) expostos a diferentes concentragdes (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30 e 100 mM)
durante os seis primeiros dias do desenvolvimento celular. A partir disto, observaram a
sobrevivéncia, alteracbes morfologicas, desenvolvimento de anormalidades e endpoints
toxicologicos/letais, como: coagulacdo, desaparecimento de somitos, descolamento caudal e
movimentacdo espontdnea. N&o foram observados efeitos toxicos/letais nos individuos

expostos as concentragdes de 0,1; 0,3 e 1 mM por 24 horas. Entretanto, efeitos toxicos ndo
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letais foram observados nas concentracdes de 10 e 30 mM, como formacéo de edema cardiaco
e no saco vitelinico. A concentragdo de 100 mM foi considerada toxica, visto que nas
primeiras 3 horas de exposi¢cdo houve a suspensdo do desenvolvimento embrionario no
estagio da gastrulacdo. Apos 6 dias de exposicéo, observaram que nas menores concentracoes
(0,1; 0,3 e 1 mM) as larvas quase completaram totalmente a morfogénese, mas alteragdes
como descompasso no crescimento e na natacdo, saco vitelinico estendido para ambas as
direcbes e claramente vazio, acdo inflamatoria na bexiga natatéria e protuberancia labial
foram observadas. Ja na concentracdo de 10 mM, observaram uma alteracdo na curvatura da
notocorda, menor atividade cardiaca e um desenvolvimento tardio da nadadeira caudal. Nas
concentrages de 30 e 100 mM, houve maior incidéncia de mortalidade para individuos
expostos. Diante disto, este estudo confirma a agdo do NP como composto toxico causador de
mé formacao morfologica interna e de mortalidade.

ABDULLA BIN-DOHAISH (2012) avaliou as alteracdes patologicas no tecido
hepético, como também a bioacumulacdo no figado e nos musculos de exemplares de tilapia
Sabaki, Oreochromis spilurs, expostos por um longo periodo (durante o inicio da vida e no
periodo de maturidade sexual) ao NP. O método utilizado dividiu os individuos em dois
grupos de larvas, sendo o primeiro subdividido em trés grupos: controle e expostos a 15 pg.L
' e 30 pg.L™. J4 o segundo grupo foi subdividido em dois grupos: expostos a 15 pg.L™ e 30
pHg.L™. Com os resultados observou que tanto as larvas quanto as mées expostas as diferentes
concentracdes de NP (15 e 30 pg.L™) mostraram um aumento no actimulo desta substancia no
figado e nos musculos em comparacgédo ao grupo controle, apresentando perturbacdo no tecido
hepatico, com lise, perda de nlcleos, necrose, sendo mais marcantes estas caracteristicas em
tecidos expostos a 30 pg.L™. Desta forma, o figado foi considerado o principal érgdo de
bioacumulacdo, devido ao seu papel no armazenamento, detoxificacdo e regulamentacdo de
todos 0s processos metabolicos. Ja com a andlise histoldgica dos individuos expostos a
diferentes doses de NP, observaram alteragdes graves e variaveis, que estdo diretamente
relacionadas com o aumento da exposigao.

BURKHARDT-HOLM et al. (2000) demonstraram os efeitos tdxicos na pele de truta
arco-iris (O. mykiss) expostos a 10 mg.L™* de 4-NP durante 10 dias, sendo observado danos no
padrdo de granulacdo das células mucosas da pele, o que deve estar relacionado as
propriedades bioquimicas do NP verificadas por PART et al. (1985).

CARRASCHI et al. (2012) estimaram a CLsp (concentracdo letal para 50% dos
individuos testados) para 96 h de exposi¢do de guarus (Phalloceros caudimaculatus) ao
surfactante Fixade® (& base de NPE), nas concentragdes de 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg.L™, para

avaliar a qualidade da &gua, o risco ambiental e os sinais de intoxicacdo. A qualidade da agua
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ndo foi alterada pela presenca do surfactante, permanecendo dentro dos parametros iniciais
recomendados pela ABNT (2004) para testes de toxicidade. A CLs, 96h foi de 4,06 mg.L™.
Os sinais de intoxicacdo analisados foram: batimento opercular, busca por oxigénio, natacéo
erratica e posi¢do na coluna de dgua em 0, 4, 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a exposi¢cdo ao
surfactante. Apds o inicio da exposicdo, 0s animais apresentaram agitacdo, aumento do
batimento opercular, natacdo erratica e comportamento letargico, como também mortalidade
durante todo o periodo experimental.

De acordo com HOFER et al. (1995), surfactantes aniénicos como o Fixade® causam
hiperplasia epitelial e aumentam a distancia interlamelar, dificultando a difusdo do oxigénio, o
que resulta em estresse respiratorio e falha osmorregulatoria, elucidando assim a toxicidade
do composto. Segundo LEWIS e LECH (1996), a alteragédo da frequéncia de batimentos
operculares provoca acumulo de muco na superficie do epitélio branquial, prejudicando a
difusdo dos gases.

MIDHILA e CHITRA (2015) analisaram a hepatotoxicidade do NP em tilapia-de-
Mogambique (Oreochromis mossambicus) expondo os animais a uma concentragdo sub-letal
(0,15 mg.L™) durante 24 h, 96 h e 7 dias. Apenas no tratamento de 7 dias causou reducéo
significativa nos pesos do figado e no indice hepatossomatico. Entretanto, diminuicdo nas
atividades de superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) j& aconteceram apds 24 e 96h,
enquanto que apos sete dias houve um aumento das atividades dessas enzimas em relacéo ao
grupo controle. Observaram também o aumento do nivel de peréxido de hidrogénio (H,0,) e
peroxidacdo lipidica (LPO) nos tratamentos de 24h e 96h e reducdo da atividade da fosfatase
alcalina apds 96h de exposicao, indicando assim a diminuicdo do estado de transporte inter e
intracelular da membrana, o que esta relacionado com a toxicidade de NP a exposicao aguda.
Além disso, houve reducdo do nimero de hepatdcitos, necrose hepatocelular e aumento da
vacuolizacdo citoplasmatica apds sete dias de exposicdo, respostas histopatoldgicas
comumente observadas em peixes expostos a poluentes aquaticos e ocasionadas pelo estresse
quimico, o que pode estar relacionado com o acimulo de glicogénio nos hepatdcitos. Em
conjunto, esses resultados mostraram que a exposicdo aguda ao NP induz a geracdo de
radicais livres (pela peroxidacéo lipidica nos tecidos do figado) e o desequilibrio pro-oxidante
e antioxidante no tecido hepatico.

Apesar dos trabalhos descritos demonstrarem que o nonilfenol (NP) e nonilfenol
etoxilado (NPE) sdo substancias tdxicas que causam efeitos adversos ou deletérios em peixes,
tanto a partir da exposicdo aguda como cronica, sendo que a desregulacdo endocrina
(incluindo inducdo da sintese de vitelogenina, reducdo do indice gonadossomatico,

mimetizacdo dos efeitos de estradiol e interferéncia no crescimento e amadurecimento de
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gbnadas), genotoxicidade, bioacumulacdo em diferentes tecidos (principalmente no figado e
nos musculos) e estresse oxidativo foram os principais sinais de intoxica¢do aguda, como
também induziu a formacdo de protuberéncia labial e alteragdes na natacdo Além disso,
concentracdes relativamente baixas de 17-3000 pg.L™ de NPE e seus derivados podem causar
a morte de peixes (VAZQUEZ-DUHALT et al., 2005).

N&o ha estudos avaliando os efeitos do NP e NPE sobre as funcdes respiratoria (taxa
metabolica, ventilacdo, frequéncia e volume respiratorios e extracdo de O, da corrente
ventilatoria) e cardiaca in vivo de peixes. Ademais, ndo ha estudos sobre os efeitos de
exposicoes de curta duracdo a esses compostos.

Por tudo o que foi anteriormente exposto, fica claro que o uso do nonilfenol etoxilado
e seus derivados resultam em grande contaminacdo de corpos hidricos, ocasionando efeitos
deletérios ao ambiente e aos organismos que ali vivem, e o0s estudos ja mencionados
evidenciam a toxicidade desses compostos sobre 0s peixes. Entretanto os estudos com esses
bioindicadores em um curto periodo de intoxicacdo ainda séo escassos.

Biomarcadores fisiologicos e histoldégicos compreendem as respostas bioldgicas
correspondentes a uma exposicao, efeito ou suscetibilidade dos individuos a agentes quimicos
e/ou estressores ambientais. Sendo assim, permitem a identificacdo de possiveis distarbios
homeostaticos que possam comprometer a sobrevivéncia dos organismos e 0s possiveis
efeitos dos poluentes. Dessa forma, 0 uso desses biomarcadores no estudo da toxicidade do
nonilfenol etoxilado em um curto periodo de intoxicacdo é de grande relevancia, podendo
contribuir para futuros programas regulatérios e de monitoramento, sendo essa uma
ferramenta fundamental de avaliacdo do estado de preservacdo e do grau de degradagédo dos
ecossistemas, visto que fornece subsidios para elucidar estratégias de conservacdo de areas

naturais e de recuperacao dos ecossistemas degradados.

1.4 Funcéo Cardiorrespiratéria em Peixes

A respiracdo em peixes é limitada pelas propriedades fisicas e quimicas da agua,
principalmente a baixa solubilidade de O, e a alta viscosidade do meio (DEJOURS, 1981).

Os peixes apresentam um mecanismo de ventilagdo unidirecional do meio externo
sobre as branquias, principal érgdo de trocas gasosas destes animais. As branquias consistem
geralmente de quatro arcos branquiais que se estendem em duas fileiras de filamentos, os
quais possuem varias lamelas secundarias, estruturas enfileiradas responsaveis pelas trocas
gasosas (NILSSON; SUNDIN, 1998). Além disso, ha um sistema de difusdo em

contracorrente, em que a agua flui de forma unidirecional, devido ao bombeamento ativo
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realizado pela musculatura esquelética das cavidades bucal e operculares, entre as lamelas em

uma dire¢do, e o fluxo sanguineo em direcdo oposta, como mostra a Figura 2.

FIGURA 2. Esquema do sistema respiratorio de peixes teledsteos.
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Fonte: MOYSES; SCHULTE (2010).

De acordo com HUGHES (1973), a tensdo de O, decresce gradativamente desde o
momento em que é captado pelas branquias até sua utilizacdo na célula, evento chamado
“cascata de oxigénio”. As principais barreiras a difusdo sdo as membranas branquiais, a
circulacdo sanguinea e as membranas celulares dos tecidos que receberdo de O, (GALIS;
BAREL, 1980; FERNANDES; RANTIN, 1989). Diante disto, um aumento na resisténcia a
difusdo do O, relacionado a um desses pontos pode causar um efeito hipoxico, com isso
qualquer substancia que possa causar hipdxia ambiental pode reduzir a quantidade de O,
disponivel as mitocondrias e, consequentemente, comprometer 0S processos aerdbicos
(ANELLI Jr, 2010).

O coracdo de peixes teledsteos € composto por quatro cdmaras em série: seio venoso,
atrio, ventriculo e bulbo arterioso. O seio venoso recebe o sangue venoso vindo da circulacédo
sistémica e € responsavel pelo inicio e controle dos batimentos cardiacos, visto que é o sitio
do tecido marcapasso especializado, 0 nodo sinoatrial. O atrio € uma ampla cdmara muscular
de parede fina, geradora de uma pressdo suficiente para encher apenas o ventriculo, sendo
essa Ultima a principal cAmara geradora de pressdo do coracdo. O bulbo arterioso é composto

por tecido conjuntivo elastico, colageno e uma pequena quantidade de células musculares
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lisas, podendo assim garantir um fluxo continuo de sangue para as lamelas secundarias
branquiais durante o ciclo cardiaco.

O trabalho eficiente do coracdo dos peixes teledsteos depende da ativacdo sequencial
das quatro camaras que o constituem, impulsionando o sangue venoso desoxigenado para a
circulacdo branquial, onde ocorrem as trocas gasosas €, posteriormente, para o leito vascular
sisttmico (FERNANDES; MORON, 2014).

1.5 Analises Histoldgicas

A histologia e a histopatologia em estudos de toxicidade sdo ferramentas importantes
de biomonitoramento (MEYERS; HENDRICKS, 1985).

As alteragdes histoldgicas sdo biomarcadores de efeito apds a exposicao a estressores
ambientais, revelando alteraces na funcdo fisioldgica e bioquimica (HINTON et al., 1992).
De acordo com BERNET et al. (1999) a histopatologia € o estudo de lesGes ou anormalidades
nos niveis celular e tecidual, sendo assim considerada uma ferramenta util para avaliar o grau
de poluicéo, particularmente para efeitos subletais e cronicos. As técnicas histopatoldgicas sao
Uteis na identificacdo dos 6rgaos-alvo e dos mecanismos de acdo, sendo o conhecimento dos
processos patoldgicos e toxicoldgicos importante no controle dos poluentes aquéticos
(COOMBS et al., 2011).

Nos peixes, os estudos histopatolégicos sdo direcionados para diferentes 6rgaos,
destacando-se o figado, responsavel pelo metabolismo de substancias téxicas e que pode
sofrer alteracbes estrutural e metabdlica mediante a exposi¢do de poluentes, alimentacdo,
toxinas, parasitos e microrganismos (ARELLANO et al., 1999; GERNHOFER et al., 2001;
FANTA et al., 2003; AU, 2004; BOMBONATO et al., 2007). De acordo com WESTER e
ROGHAIR (1994), alguns efeitos observados nos organismos podem alterar toda a dindmica
da populacdo, particularmente aqueles que afetam o metabolismo energético, o crescimento e
a reproducdo, o que podem ndo ser revelados por estudos toxicoldgicos classicos, que
monitoram a mortalidade, o crescimento e a condicdo geral dos individuos (COOMBS et al.,
2011).

Dentre as alteracOes histoldgicas em peixes, anfibios e algumas espécies de répteis ha
um tipo celular peculiar que os distingue entre os demais vertebrados, as células
melanomacrofagicas (AGIUS; ROBERTS, 2003; RIBEIRO et al., 2011; CRAWSHAW,
WEINKLE, 2000). Estas células s&o macrofagos semelhantes aos encontrados em outros
vertebrados, dotados de pigmentos (melanina, lipofuscina, cerdides e hemossiderina)

(AGIUS; ROBERTS, 2003; CRAWSHAW; WEINKLE, 2000). As células
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melanomacrofagicas apresentam como fungdes a destruicdo, desintoxicagdo e reciclagem de
heméacias (PASSANTINO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2011), e podem ser encontrados em
quantidade varidvel em diferentes 6rgdos como: figado, baco e rim (MESSEGUER et al.,
1994).

Estudos ja relataram um aumento na frequéncia dos agregados melanomacrofagicos,
conhecidos também como centros de melanomacrofagos (CM), apds a exposicdo a
contaminantes e a agentes infecciosos, tais como virus, bactérias e parasitas (AGIUS;
ROBERTS, 2003; PASSANTINO et al., 2014; RIBELIN et al., 1975; ROBERTS, 1972). A
analise e quantificacdo de granulos pode ser um étimo indicador das principais atividades
metabdlicas por macrofagos desses centros (DIAZ-SATIZABAL; MAGOR, 2015; RIBEIRO
et al., 2011). Além disso, a presenca, 0 numero e a area dos centros de melanomacrofagos
foram utilizados como parédmetros bioldgicos em estudos de toxicologia e impacto ambiental
(RABITTO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2011).

Estudos com nonilfenol (NP) e seus derivados tém demonstrado os efeitos histolgicos
em algumas espécies de peixes (AHEL; GIGER; SCHAFFNER, 1994; LEWIS; LECH, 1996;
JOBLING et al., 1996; PEDERSEN et al., 1999; YOKOTA et al., 2001; KANG et al., 2003;
SEKI et al., 2003; RAZIA et al., 2006).

Diante disso, a fauna ictica pode ser considerada um potente instrumento para a
avaliacdo do risco toxicolégico e, o uso de biomarcadores histopatoldgicos, como a
guantificacdo da frequéncia dos centros de melanomacréfagos que pode fornecer dados

fundamentais na avaliacdo do impacto do nonilfenol etoxilado a organismos e ao ambiente.

1.6 A Espécie Oreochromis niloticus

As tilapias sdo originarias da Africa, Israel e Jordania, amplamente distribuidas a partir
da década de 1960, sendo produzidas em climas tropical e subtropical (MORO et al., 2013).

O grupo das tilapias compreende varias espécies dos géneros Oreochromis e Tilapia,
entretanto, aproximadamente 80% das tilapias produzidas no mundo sdo da espécie
Oreochromis niloticus (TREWAVAS, 1983; MORO et al., 2013).

A tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Figura 3) apresenta habito alimentar
principalmente fitoplanctéfago, mas aceita facilmente outros alimentos, sendo considerada
apropriada a piscicultura.

Na década de 1970, O. niloticus foi introduzida no Brasil na regido Nordeste pelo
Departamento de Obras Contra a Seca — DNOCS/Fortaleza, CE, provenientes da Costa do

Marfim (DELAVECHIA, 1994). A partir disso, e devido a excelente qualidade da carne, o
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que favorece a aceitacao pelo mercado consumidor, o facil cultivo, a esportividade na pesca, a
alta taxa de reproducdo e a resisténcia as variag@es climaticas, possibilitaram o aumento do
cultivo e da comercializacdo da devida espécie. De acordo com OLIVEIRA et al. (2007), na
atualidade, a tilapia é considerada a segunda espécie mais cultivada no mundo e a primeira no
Brasil, podendo assim se transformar em uma atividade econdémica tdo importante como a

avicultura, a suinocultura e a bovinocultura (http://www.emparn.m.gov.br).

FIGURA 3. Exemplar de tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus.

Fonte: http://revistapesca.com.br/invasao-de-tilapia-do-nilo-ameaca-peixes-no-igarape-da-fortaleza-no-
ap (2016).

Diante disto, os fatores determinantes na escolha desta espécie como objeto de estudo
foram a sua importancia econdbmica no mercado pesqueiro nacional e internacional, sendo
assim informaces sobre a sua fisiologia adaptativa poderdo contribuir para 0 seu manejo em
piscicultura. Além disso, a féacil adaptacdo a condicGes de laboratério e a grande
adaptabilidade a condi¢cdes abidticas adversas, tais como disponibilidade de oxigénio
dissolvido, temperatura, pH, tornam a tilapia-do-Nilo um modelo ideal para estudos
envolvendo as adaptaces fisiologicas ao ambiente. Ademais, a vasta bibliografia disponivel
sobre a espécie, visto que € relativamente bem estudada, permite uma melhor compreensao de
seus processos fisioldgicos e adaptativos e a comparacao a outras espécies.

Segundo TREWAVAS (1983), a tilapia-do-Nilo ocupa a seguinte posicao sistematica:
Classe: OSTEICHTHYES

Subclasse: ACTINOPTERYGII

Superordem: TELEOSTEI
Ordem: PERCIFORMES
Familia: CICHLIDAE
Genéro: Oreochromis

Espécie: Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)
14



2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos causados por exposi¢do ao nonilfenol

etoxilado (NPE9) nas respostas cardiorrespiratorias de til&pia-do-Nilo (Oreochromis

niloticus), bem como possiveis alterac6es histologicas decorrentes desta exposicao.

Para tanto, avaliou-se:
Os efeitos do nonilfenol etoxilado (NPE9) sobre os parametros cardiorrespiratorios in
vivo de tilapia-do-Nilo em condi¢des normodxicas e durante a hipdxia gradual,
determinados por meio de respirometria de fluxo intermitente, sendo analisados:
a. Consumo de O, (MO, ) e tensdo critica de O, (P:O5);
b. Ventilacdo branquial — V; frequéncia respiratoria — fr; volume ventilatorio —
V1; extracdo de O, da corrente ventilatéria — EOy;

c. Frequéncia cardiaca (fy), determinada por meio de eletrocardiografia padrao.

As possiveis alteracfes histolégicas nos tecidos hepatico, esplénico, renal e cardiaco

causadas pela exposicdo ao nonilfenol etoxilado (NPE9).
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos de anestesia, experimentacdo e eutanasia deste trabalho foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais UFSCar (CEUA - Aprovacio N°
6671240715).

3.1 Reagentes e Drogas
No presente trabalho, utilizou-se o nonilfenol com nove cadeias etoxiladas Tergitol
NPE9® (Sigma, CAS n°: 127087-87-0).

As demais drogas e reagentes foram adquiridos pela Sigma, Synth e Reagen.

3.2 Animais

Foram utilizados, no presente estudo, 30 exemplares de tilapia-do-Nilo, Orechromis
niloticus (Wt = 174,2 + 38 g) de ambos 0s sexos, adquiridos na piscicultura Santa Candida,
municipio de Santa Cruz da Concei¢do (Estado de S&o Paulo).

Ap0s a coleta, os peixes foram transportados para o Laboratério de Zoofisiologia e
Bioquimica Comparativa do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFSCar, onde foram
mantidos em tanques com capacidade de 1000 L, dotados de recirculacdo de agua aerada e
termostatizada (25 £ 1 °C), por um periodo minimo de 30 dias para aclimatacdo as condicdes
laboratoriais.

Durante o periodo de aclimatacéo, os animais foram alimentados ad libitum com racéo
comercial peletizada prépria para peixes. A alimentacdo foi suspensa 48h antes do inicio dos

experimentos.

3.3 Delineamento Experimental

Apos o periodo de aclimatagdo, os exemplares de O. niloticus foram divididos em dois
grupos: grupo controle basal (Ctrl, n = 10) e grupo exposto ao nonilfenol etoxilado (NPE9, n
=10).

Para a exposicdo ao NPE9, a concentragdo de 500 ng.Kg™ de peso corpéreo foi
escolhida tendo como base uma média de concentracfes de nonifenol etoxilado e seus
derivados (500 ng.L™), encontradas em aguas ao redor do mundo, como mostrado na Tabela

1. O método de exposi¢do ao NPE por meio de injecGes intraperitoneais baseou-se no trabalho
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de (PEDERSEN et al., 1999), que analisou as alterac6es enddcrinas sobre o efeito de NP em
machos de peixe-carneiro Europeu (Zoarces viviparus). Além disso, a CL50 de NP para O.
niloticus de 0,032 ml.L™, determinada por RIVERO (2008), também serviu como base para a
escolha de uma concentracéo subletal de NPE.

Previamente aos experimentos (48h), o grupo NPE9 recebeu uma injecdo
intraperitoneal de NPE (Figura 4). A injecdo consistiu de 0,4 mL de solucdo salina a 0,9%
contendo NPE9 na concentracéo de 500 ng.Kg™ de peso corpéreo. As concentracdes de NPE
foram obtidas de uma solucdo estoque preparada em élcool absoluto a 500 pL™ .mL. Para
avaliar possiveis efeitos deste procedimento cirdrgico bem como das injecGes per se, um
grupo sham (n = 10) recebeu uma injecdo de 0,4 mL de solucéo salina a 0,9% contendo alcool
absoluto na concentragdo 500 ng.Kg™ de peso corpéreo. Apds as injecoes, esperou-se um
periodo de 12h para serem realizadas as medidas dos parametros respiratérios e cardiacos e
analise histologica.

Os individuos do grupo controle (Ctrl) ndo foram submetidos ao procedimento de
injecéo intraperitoneal.

3.4 Avaliacdo dos Parametros Cardiorrespiratorios

Para as andlises cardiorrespiratérias, 10 exemplares de O. niloticus foram divididos em
dois grupos: grupo controle basal (Ctrl, n = 5) e o grupo exposto ao NPE (NPE9, n =5).

As preparacdes empregadas para a obtencdo dos parametros respiratérios e dos
eletrocardiogramas (ECG) para andlise da frequéncia cardiaca dos peixes de todos 0s grupos
experimentais foram baseadas na metodologia utilizada por (MONTEIRO et al. 2013),
conforme descrito a seguir.

As cirurgias foram precedidas de anestesia em um banho de benzocaina a 0,1%
(1g:10L de &gua) por aproximadamente 5 minutos ou até a cessacdo da atividade espontanea.
Imediatamente apds a anestesia, 0s animais foram transferidos para uma mesa cirlrgica, e
suas branquias foram ventiladas artificialmente com uma solucdo de benzocaina (1g diluida
em dez litros de agua) onde se procedeu a implantacdo, com flange e cola de secagem rapida
(Super Bonder®), dos cateteres de polietileno para o monitoramento das tensdes de O, da agua
inspirada e expirada e sutura de eletrodos de eletrocardiografia para o registro da atividade
cardiaca, como mostrado na Figura 5.

Um cateter de polietileno (PE 60) foi introduzido no interior da cavidade bucal,
através de orificio aberto dorsalmente com o auxilio de uma broca, para o registro da

frequéncia respiratoria (fr — inspiracdes.min™). A parte distal do cleitro opercular direito
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também recebeu um cateter (PE 60) para a medida das tensdes de O, da dgua expirada (PeO; -
% de O,) pelo peixe (Figura 4).

Para a obtencdo da frequéncia cardiaca (f4 - bpm) através de registros de ECG, dois
eletrodos de ago inoxidavel foram inseridos na musculatura corpérea: o positivo, posicionado
ventralmente entre as branquias e o coracdo; e 0 negativo, em posi¢do ventro-caudal préximo
as nadadeiras pélvicas, ambos suturados com pontos cirtrgicos a musculatura corpérea para
evitar seu deslocamento (Figura 6).

Adicionalmente, os grupos NPE9 e sham receberam uma canula de polietileno (PE 10)
na cavidade intraperitoneal para as injecfes descritas no item 3.3. As canulas foram suturadas
a musculatura corpérea com pontos cirurgicos para evitar seu deslocamento.

Imediatamente apOs a cirurgia acima descrita, 0s peixes de todos 0s grupos
experimentais foram introduzidos no respirometro de fluxo intermitente (Figura 7) e
transferidos para a cdmara experimental, permanecendo por 48h em condi¢des normoxicas, a
26 °C. Apds esse periodo, necessario para a recuperacdo da anestesia e restabelecimento das
condicBGes metabdlicas basais, as medidas dos parametros cardiorrespiratorios do grupo Ctrl
foram realizadas. Ja para os grupos NPE9 e sham, as injecdes descritas em 3.3 foram
aplicadas apds as 48h e esperou-se mais 12h para o inicio da tomada dos parametros

cardiorrespiratorios.

FIGURA 4. Localizacao do eletrodo negativo de ECG e da canula intraperitonial em
Oreochromis niloticus.
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FIGURA 5. Localizacdo das canulas de polietileno opercular e bocal e eletrodos de ECG

em Oreochromis niloticus.

¥

Canula bucal

Canula opercular
Eletrodos ECG

FIGURA 6. Localizacdo dos eletrodos de ECG na posi¢ao ventral em Oreochromis
niloticus.

FIGURA 7. Esquema do respirometro de fluxo intermitente.

Bomba de recirculacéo

e m -
= 5 +
A
> -
& >4
— i

Somba do flush Camara experimental

As setas indicam a direcdo do fluxo de dgua. Fonte Adaptada: (SVENDSEN et al., 2016).
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3.4.1 Respirometria de Fluxo Intermitente

O consumo de oxigénio (MO, ) em organismos aquaticos pode ser medido por meio de
diferentes métodos, como por respirometria de fluxo intermitente que emprega as melhores
caracteristicas da respirometria fechada e de fluxo constante (SVENDSEN, et al. 2016).

Diante disso, a metodologia deste sistema experimental se fundamenta em periodos
intercalados de tempo aberto e fechado (espera e medi¢do - Figura 8). Durante o periodo
aberto, em que a bomba de descarga (flush) esta ligada, a agua do respirometro é renovada,
evitando hipoxia e o acumulo de metabdlitos (ROSEWARNE; WILSON; SVENDSEN,
2016).

Figura 8. Ciclo de medicdo completo de respirometria intermitente.

L Periodo > espera > mediczo J

aberto

Periodo Fechado

As setas indicam a sequéncia das etapas do ciclo de medicdo. Adaptado de SVENDSEN, et al. 2016.

Ja no periodo fechado, a bomba de descarga esta desligada, espera-se por um curto
periodo, para que a agua do respirometro seja totalmente renovada, e assim realizar a medi¢édo
do consumo de oxigénio de forma linear, como mostra a figura 9 (SVENDSEN et al. , 2016).

Figura 9. Mudancas no consumo de oxigénio durante um ciclo de medigdo completo na
respirometria intermitente.
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Consumo de oxigénio. A. declinio linear dos niveis de oxigénio no respirometro, B. aumento exponencial
dos niveis de oxigénio no respirometro. Adaptado de SVENDSEN, et al. 2016.
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A montagem compreende um respirometro conectado através de tubos a duas bombas
submersiveis: uma garante a mistura da agua (RODGERS et al., 2016) e a outra possibilita a
recirculagdo da agua. Além disso, um canal de sonda de oxigénio estd conectado a uma
unidade de controle central e a um computador, automatizando a operagdo e o registro do
consumo de oxigénio dentro do respirometro durante as fases de medicdo (SVENDSEN,
2016).

Dessa forma, a respirometria de fluxo intermitente consiste de uma série de declinios
lineares do consumo de oxigénio, sem o acumulo de produtos de residuos, que pode

influenciar os resultados.

FIGURA 10. Respirometria de fluxo intermitente.

Respirometro de fluxo intermitente. A. bomba de recirculacdo, B. bomba de descarga (flush), C.
termostato, D. respirometro, E. distribuicéo de canulas e eletrodos, F. aeragdo, G. cdmara experimental.
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3.4.2 Tomadas dos Parametros Cardiorrespiratorios

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se um animal de cada vez, e apds o
periodo de recuperacdo, as medidas e registros dos parametros acima citados foram realizados
em um periodo de 5 horas.

As tensdes de O, (% de O,) da agua inspirada (P;O,), expirada (P.O,) pelos peixes,
bem como as tensdes de O, da &gua foram continuamente monitoradas, por meio de canais da
sonda OXY-4 mini PreSens - Alemanha.

Para analisar a resposta do animal frente a hipoxia, a temperatura experimental foi
mantida constante (26 °C) por meio de um termostato localizado no interior da camara
experimental e os experimentos foram conduzidos em normoéxia (100 % de O;) e nas
seguintes tensdes de O, hipoxicas: 70, 50, 30, 20 e 10 % de O, obtidas borbulhando-se, por
meio de um dispersor (pedra de aeracdo), quantidades controladas de N e ar no interior da
camara experimental.

Ap0s a estabilizacdo, cada tensdo de O, foi mantida por um periodo minimo de 15
minutos antes de serem efetuados o0s registros dos parametros acima citados, esse
procedimento foi efetuado, em média, dentro de 10 minutos.

O consumo de oxigénio (MO, - mMolO,.kg ™ .h™) em cada uma das tensdes de O,
experimentais foi determinada por meio de um dos canais da sonda posicionado dentro do

respirdmetro e calculada por meio da equacao proposta por (SVENDSEN et al., 2016):
MO, = [$O2.Vge. Wo_l-(%)] , em que:
6p02

)

= declive de O, pelo tempo (% de 02.h™)
S0, = coeficiente de solubilidade do O na 4gua (mg de Oz.L™);
Vge = volume do respirdmetro (L);

W, = peso do animal (kg).

A tensdo critica de O, (PcO,), definida como a tensdo de O, na qual o peixe perde a
capacidade de manter a MO, constante foi determinada graficamente.

Para a determinacéo da ventilacio branquial (Vg — mLH,0.kg™.min™) foi empregado o
principio de Fick (1870). Tal método, associa medigdes simultaneas das tensbes de O, da
agua inspirada (P;O,) e expirada (P.O-) pelos peixes e a taxa de consumo de oxigénio (MO, ).
AV, foi calculada de por meio da equacio de Fick:

Vg =[MO, / (PO - P:0,)]
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Para as medidas de frequéncia (fr) respiratdria o cateter de polietileno inserido na boca
do peixe foi conectado ao transdutor de pressdo que envia o0 sinal para um sistema
computadorizado de aquisi¢cdo de dados (ADInstruments — PowerLab). A fg foi obtida por
meio da contagem do numero de ciclos respiratorios por unidade de tempo em cada tenséo
experimental e seus valores foram expressos em ciclos respiratérios.min™.

O volume ventilatério, ou volume corrente (V1 - mLH,0.kg™ciclo respiratério™) foi
calculado pelo quociente entre a ventilagdo branquial (V) e a respectiva frequéncia
respiratoria.

A extracdo de O, da corrente ventilatéria (EO, - %) pelas branquias foi calculada a
partir da equacéo:

EO, = (PiO; - P:O,)/PiO, . 100

Além dos eletrodos positivo e negativo, um terceiro eletrodo, de referéncia, foi
posicionado no interior da camara experimental, sendo todos conectados ao bio-amplificador
que envia o sinal para um sistema computadorizado de aquisicdo de dados (ADInstruments —
PowerLab). Esta preparacdo possibilita a obtencdo de registros similares aqueles observados
na derivacdo DI da eletrocardiografia padrdo, sendo assim um tracado de ECG tipico de
peixes teledsteos é mostrado na Figura 8. Como descrito para os parametros respiratérios, a fy
foi registrada apds o periodo de recuperacao.

FIGURA 11. Representacdo de um tracado eletrocardiografico tipico de peixes
teleosteos.

R

Q
S

Onda P (despolarizacéo atrial), complexo QRS (despolarizacéo ventricular) e onda T (repolarizacdo ventricular).
3.5 Analises Histoldgicas

Para as andlises histologicas, 10 exemplares de O. niloticus foram divididos em dois

grupos: grupo controle basal (Ctrl, n =5) e o grupo exposto ao NPE (NPE9, n =5).
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Imediatamente apds as preparacdes descritas no item 3.3, 0s peixes de cada grupo
foram transferidos para uma camara experimental (100 Litros), permanecendo por 12h em
condicBes normoxicas, a 26 °C.

ApOls esse periodo, os peixes de cada grupo experimental foram submetidos aos
mesmos protocolos de hipoxia gradual descritos no item 3.4, ou seja, permaneceram em
normoxia (100 % de O,) e nas tensdes de O, hipdxicas de 70, 50, 30, 20 e 10 % de O,, obtidas
borbulhando-se, por meio de um dispersor (pedra de aeragéo), quantidades controladas de N,
e ar no interior da camara experimental.

Ao final de cada protocolo experimental, os animais foram eutanasiados com
benzocaina 0,1% (19:10L) e dissecados para a coleta das seguintes estruturas para analise
histologica: coragdo, bago, figado e rim. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram
fixadas em Formalina neutra tamponada a 10 % (por 24 horas), lavadas em agua por uma hora
e conservadas em alcool a 70 % para posterior processamento histologico.

As amostras de tecidos foram submetidas ao processamento histoldgico padrdo para
preparacdo de laminas histoldgicas permanentes, com inclusdo em parafina histologica.

Apds a inclusdo, foi realizada a microtomia (Micrétomo rotativo semi-automatico
HM340E - Microm), obtendo-se cortes histologicos de 5 um de espessura que foram corados
com Hematoxilina e Eosina (HE). Para as analises, foram utilizados os 5 individuos de cada
grupo (Ctrl, Sham e NPE9), sendo avaliadas as laminas histolégicas por individuo em
microscopia de luz (Microscopio Leica - M1000). As laminas de figado, baco, rim e coracdo
foram fotodocumentadas pelo Microscépio Bioldgico.

Para verificar a frequéncia de centros de melanomacréfagos (um?) nos grupos
estudados, foram realizadas contagens desses centros nas laminas histolégicas
fotodocumentadas de figado, baco e rim mediante parametros preestabelecidos (Tabela 3) e

do software Image Pro-Plus 6.0.

TABELA 3. Parametros preestabelecidos para a realizacdo das anéalises morfométricas.

Padronizacdo para contagem das
células melanomacrofagicas
N° de individuos 5
N° de campos por lamina 2
N° total de campos analisados 10
Objetiva optica 10x
Campo de visdo maior area tecidual

Fonte: Adaptada de (SALLA, 2014).
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3.6 Tratamentos Estatisticos dos Dados

Os valores dos parametros cardiorrespiratorios estdo apresentados como medias + D.P.
Foram consideradas diferencas estatisticas ao nivel de 5% de significancia. Os seguintes
procedimentos estatisticos foram adotados no presente estudo: Anélise de variancia
(ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer de comparagdes multiplas para
verificar a existéncia de possiveis variacfes significativas nas determinadas tensdes de O,
entre os diferentes tratamentos. O Teste t ndo pareado foi realizado para verificar a ocorréncia
de possiveis diferencas significativas entre as tensdes de cada tratamento.

Da mesma forma, a quantificacdo dos centros melanomacrofégicos é apresentada
como valores médios + D.P e 0os mesmos procedimentos estatisticos foram utilizados para
verificar a existéncia de possiveis variacOes significativas entre os diferentes tratamentos para

0s Orgdos analisados.
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4. RESULTADOS
4.1 Respostas Respiratorias de Oreochromis niloticus & Hipoxia Gradual
4.1.1 Consumo de oxigénio (M0, ) e tenséo critica de oxigénio (P.O,)

Os animais estudados sobreviveram ao periodo de experimento e ndo foi observada
diferenca marcante no comportamento desses.

O consumo de O, ou a taxa metabdlica (MO, - mMolO,.kg ~.h™) foi medida em
normoxia e durante hipoxia gradual e seus valores médios para todos os tratamentos podem
ser vistos na Tabela 4 e suas representacdes graficas nas Figuras de 12 a 15.

A MO, dos animais do grupo controle (Ctrl) mantiveram-se constantes até a tenséo de
20 % de O,, com valores médios de 2,08 + 0,18 mMolO,.kg *.h™. Apenas durante a menor
tensdo de O, (10 %) é que foi observada uma reducdo significativa nos valores da MO, ,
atingindo 1,70 + 0,15 mMolO,.kg *.h™. A MO, do NPE9 manteve-se constante, com valores
médios de 2,48 + 0,15 mMolO,.kg “.h™}, nas tensdes de O, de 100 até 70 %. A partir da
tensdo de 50 % de O,a MO, reduziu-se significativamente (2,17 + 0,04 mMolO,.kg*.h™).

A tensdo critica de O, (P.O,) foi calculada pela interseccdo das retas de regressao
(obtidas pelo método descrito por RANTIN et al. 1992). A PO, dos grupos Ctrl e Sham foi de
~16 % de O, (~23 mmHg) para ambos e de ~50 % de O, (71 mmHg) para o grupo NPE9
(Figuras 9 a 11). A comparagio dos valores médios de MO, dos grupos experimentais é

apresentada na Figura 12.

TABELA 4. Valores médios do consumo de oxigénio dos grupos experimentais.

MO, (mMol/Kg/h)

[O]

(% de O,) Ctrl Sham NPE9
100 2,30+0,31 2,55+0,20 2,69+0,21
70 2,30 £ 0,27 2,38+0,19 2,28 £ 0,09
50 2,41+0,36 2,35+0,19 2,17 £ 0,04
30 2,08 £0,19 2,19+0,14 2,18 £ 0,09
20 2,08 +0,18 2,04 +0,17 2,10 £ 0,08
10 1,70 £ 0,15 1,57 £0,12 1,68 + 0,09

Consumo de oxigénio (MO, - mMolO,.kg .h™*) de O. niloticus dos grupos controle (Ctrl — n = 5) e sham (Sham
—n = 5) e grupo exposto (NPE9 — n = 5), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua. Valores médios + 1
D.P. Os valores em negrito indicam diferenga significativa em relagéo aos valores em normdxia.

26



FIGURA 12. Efeito da reducdo gradual das tens6es de oxigénio da dgua sobre o
consumo de oxigénio de Oreochromis niloticus do grupo controle basal.
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FIGURA 13. Efeito da reducédo gradual das tensbes de oxigénio da agua sobre o
consumo de oxigénio de Oreochromis niloticus do grupo sham.
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FIGURA 14. Efeito da reducéo gradual das tensdes de oxigénio da dgua sobre o
consumo de oxigénio de Oreochromis niloticus do grupo exposto ao NPE.
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FIGURA 15. Valores médios do consumo de oxigénio de Oreochromis niloticus dos
grupos controle basal e exposto ao NPE.
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Consumo de oxigénio (MO, - mMolO,.kg *.h™). Ctrl — grupo controle basal e NPE9 — grupo exposto ao
nonilfenol etoxilado. Valores médios + DP. Simbolos em branco representam diferenca significativa em relagdo
aos valores de normoxia.
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Por ndo haver diferenca significativa entre os resultados obtidos para os grupos Ctrl e
Sham, o que também foi observado na andlise histoldgica, esses individuos foram agrupados
como controle (Ctrl).

4.1.2 Ventilacdo branquial (V), Frequéncia respiratoria (fr) e Volume ventilatorio (V1)

Os valores médios da ventilagdo branquial (Vg — mLH,0.kg™.min™), da frequéncia
respiratoria (ciclos respiratérios.min™) e do volume ventilatério (V+ - mLH,0.kg™ ciclo
respiratorio™) dos exemplares de O. niloticus dos grupos controles (Ctrl e NPE9) e norméxia
e hipoxia gradual estdo apresentados nas Tabelas 5, 6 e 7 e representados graficamente nas
Figuras 16, 17 e 18.

Os valores de V do grupo Ctrl foram aumentando progressivamente desde a normoxia
até a tensdo de 20 % de O, a partir da qual, houve um aumento significativo comparado as
tensdes de 100 e 70 % de O,. O maior valor de V; foi registrado na tensdo de 10 % de O,
(154,46 + 18,06 mLH,0.kg .min™). No grupo NPE9, a V; foi mantida constante desde a
normodxia até a tensdo de 50 % de Oy, a partir da qual aumentos graduais e significativos
foram registrados, sendo o maior valor registrado, de 118,10 + 12,12 mLH,0.kg .min™* na
tensdo de 10 % O,. Durante a normdxia, a frequéncia respiratéria (fr) do grupo Ctrl foi de
58,43 + 5,90 ciclos respiratérios.min™, enquanto que na tensdo de 10 % de O, foi de 73,37 +

6,45 ciclos respiratérios.min™, ndo havendo mudanca significativa entre as tensées de O,.

TABELA 5. Valores de ventilacdo branquial dos grupos experimentais.

V¢ - mLH,0.kg*.min™

[O2]
%o 0y) Ctrl NPE9

100 19,87 £ 2,50 21,79+ 4,15
70 27,00 £ 6,97 25,77 £5,78
50 56,62 + 21,08 36,18+ 7,14
30 82,96 + 32,39 57,46 + 8,53
20 154,30 + 46,54 84,70+ 12,78
10 154,46 + 18,08 118,10 £+ 12,12

Ventilagdo branquial (Vg — mLH,0.kg™.min™) O. niloticus dos grupos controle (Ctrl — n = 5) e exposto (NPE9 —
n =5) submetidos a diferentes tensdes de O, na agua. Valores médios + 1 D.P. Os valores em negrito indicam
diferenca significativa em relagdo aos valores em normdxia.
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FIGURA 16. Valores médios da ventilacdo branquial de Oreochromis niloticus dos
grupos controle basal e exposto ao NPE.
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Ventilag&o branquial (Vg — mLH,0.kg™*.min™) Ctrl — grupo controle basal e NPE9 — grupo exposto ao nonilfenol
etoxilado. Valores médios = DP. Simbolos em branco representam diferenca significativa em relacéo aos valores
de normoxia.

A fr dos peixes do grupo NPE9 também ndo sofreram alteracdes significativas entre as
tensbes de O,, sendo a frequéncia respiratéria em normoxia de 56,02 + 5,54 ciclos
respiratorios.min™, e na tensdo de 10 % de O, foi de 76,84 + 3,27 ciclos respiratérios.min,
ndo havendo mudanca significativa entre as tensdes de O..

A gradativa diminuicdo da tensdo de O, da agua provocou um aumento significativo
do volume ventilatério (V) do grupo controle (Ctrl) somente a partir de 20 % de O,. O valor
de V7 observado em norméxia foi de 0,34 + 0,02 mLH,0.kg ™ ciclo respiratério™. Durante a
tensdo de 10 % de O,, 0 Vr atingiu o valor de 2,19 + 0,19 mLH,0.kg™ciclo respiratério™,
valor esse 6,4 vezes maior que o obtido em normoxia.

No grupo exposto (NPE9) houve um aumento progressivo dos valores de V1 dentre as
tensdes, mas somente a partir da tenséo de 20 % de O, houve um aumento significativo. O
valor de V7 registrado em norméxia foi de 0,39 + 0,06 mLH,0.kg™ ciclo respiratério™ e
durante a tensdo de 10 % de O, foi de 1,55 + 0,15 mLH,0.kg " ciclo respiratério™, sendo esse
valor apenas 4,0 vezes maior ao obtido em normoxia. Diferencas significativas entre os
tratamentos (Ctrl e NPE9) s6 foram observadas na tenséo de 20 % de O,, sendo que os valores

do grupo Ctrl foram significativamente superiores ao do grupo NPE9.
30



TABELA 6. Valores da frequéncia respiratdria dos grupos experimentais.

[O2]

fx - ciclos respiratdrios.min™

(% de Oy) Ctrl NPE9
100 58,43 + 5,90 56,02 + 5,54
70 58,06 + 6,36 58,13 +5,92
50 57,61 +5,91 60,99 + 4,95
30 61,13 + 6,86 70,95 + 5,97
20 65,91 + 7,37 76,88 5,79
10 73,37 £ 6,45 76,84 + 3,27

Frequeéncia respiratoria (f - ciclos respiratérios.min™) dos grupos controle Ctrl (n = 5) e exposto (NPE9 — n = 5)
de O. niloticus, em resposta a diminuicdo gradual na tensdo de O, da &gua. Valores médios + 1 D.P.

FIGURA 17. Valores médios da frequéncia respiratdria de Oreochromis niloticus dos
grupos controle basal e exposto ao NPE.
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TABELA 7. Valores do volume ventilatorio dos grupos controle experimentais.

V1 - mLH,0.kg ™ ciclo respiratério™

[O:]
% de0y) Ctrl NP9

100 0,34 +£ 0,02 0,39+ 0,06
70 0,44 + 0,06 0,42 £ 0,05
50 0,90 + 0,25 0,58 + 0,08
30 1,22 + 0,33 0,82 +£0,11
20 *2,19+0,49 *1,10 £ 0,15
10 2,19+0,19 1,55 +0,15

Volume ventilatério (V1 - mLH,0.kg ™ ciclo respiratério™) dos grupos controle Ctrl (n = 5) e exposto (NPE9 — n
= 5) de O. niloticus, em resposta & diminuicdo gradual na tensdo de O, da agua. Valores médios = 1 D.P. Os
valores em negrito indicam diferenga significativa em relacdo & normoéxia. *Diferenga significativa entre os
grupos estudados.

FIGURA 18. Valores médios do volume ventilatorio de Oreochromis niloticus dos grupos

controle basal e exposto ao NPE.
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Volume ventilatério (V1 - mLH,0.kg ™ ciclo respiratério™). Ctrl — grupo controle basal e NPE9 — grupo exposto
ao nonilfenol etoxilado. Valores médios + DP. Simbolos em branco representam diferenca significativa em
relagdo aos valores de normoéxia. * Diferenca significativa entre os grupos Ctrl e NPE9.
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4.1.3 Extracéo de Oxigénio da Corrente Ventilatéria (EO,)

Os valores médios da extracdo de O, da corrente ventilatéria (EO,) do grupo controle
(Ctrl) e grupo exposto (NPE9) em resposta a diminuicdo da tensdo de O, da agua estdo
apresentados na Tabela 8 e a representacédo grafica dos resultados na Figura 19.

N&o foram detectadas diferencas significativas entre os valores de EO, do grupo Ctrl
em nenhuma das tensdes de O, analisadas (p>0,05). O grupo NPE9, da mesma forma,
também apresentou valores de EO, constantes (p>0,05). Também ndo foram detectadas
diferencas significativas entre os valores de EO, dos grupos Ctrl e NPE9 em cada tensdo de
O, estudada.

TABELA 8. Valores da extragdo de O, da corrente ventilatéria dos grupos
experimentais.

EO, - %
[O2]
(% de O,) Ctrl NPE9
100 57,87 £ 5,60 67,26 £ 7,37
70 65,82 + 9,83 70,17 £ 9,04
50 61,21 +11,52 68,18 + 8,77
30 60,35+ 12,16 73,79 +9,30
20 59,57 £12,32 82,63 +9,91
10 72,57 + 7,56 75,45 + 10,78

Extracdo de O, da corrente ventilatdria (EO, - %) dos grupos controle Ctrl (n = 5) e exposto (NPE9 — n = 5) de

O. niloticus, em resposta a diminuigdo gradual na tenséo de O, da agua. Valores médios + 1 D.P.
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FIGURA 19. Valores médios da extracao de oxigénio da corrente ventilatoria de
Oreochromis niloticus dos grupos controle basal e exposto ao NPE.
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Extracdo de O, da corrente ventilatoria (EO, - %). Ctrl — grupo controle basal e NPE9 — grupo exposto ao
nonilfenol etoxilado. Valores médios + DP.

4.2 Frequéncia Cardiaca

A Tabela 9 e a Figura 20 apresentam os valores médios da frequéncia cardiaca (fy -
bpm) dos grupos experimentais nas a diferentes tensdes de O, da agua.

Apesar da tendéncia de queda, ndo foram detectadas diferencas significativas entre 0s
valores de fy do grupo Ctrl em nenhuma das tensdes de O, analisadas. A fy em normdxia foi
de 58,42 £ 8,70 bpm e na tens&o de 10 % de O, foi de 37,48 + 4,35 bpm. A mesma tendéncia
foi verificada para o grupo NPE9, cujos valores médios de fy também ndo sofreram alteracdes
significativas (59,49 + 7,15 bpm em normdxia e 48,91 + 2,56 bpm a 10 % de O;). Também
ndo foram detectadas diferencas significativas entre os valores de fy dos dois grupos

experimentais em nenhuma das tensdes de O, analisadas.
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TABELA 9. Valores médios da frequéncia cardiaca dos grupos experimentais.

fy —bpm
[O2]
(% de Oy) Ctrl NPE9
100 58,42 + 8,70 59,49 £ 7,15
70 56,14 + 8,63 58,62 + 5,46
50 56,53 £ 9,16 57,67 £ 6,84
30 52,99 + 8,31 53,91 £5,52
20 44,33 £ 5,12 51,53+4,24
10 37,48 + 4,35 48,91 + 2,56

Frequéncia cardiaca (fy - bpm) dos grupos controle Ctrl (n = 5) e exposto (NPE9 — n = 5) de O. niloticus, em
resposta a diminuic¢do gradual na tensdo de O, da agua. Valores médios + 1 D.P.

FIGURA 20. Valores médios da frequéncia cardiaca de Oreochromis niloticus dos
grupos controle basal e exposto ao NPE.
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35



4.3 Analises Histoldgicas

4.3.1 Figado

A estrutura histoldgica do tecido hepatico dos exemplares de O. niloticus analisados é
composta de hepatdcitos, envolvidos por capilares sinusdides, vasos sanguineos,
hepatopancreas e células melanomacrofagicas.

As ceélulas melanomacrofagicas dos grupos estudados estavam dispostas por todo o
tecido de forma livre e em centros de melanomacréfagos, proximos ao hepatoprancreas, com
granulos de coloragéo castanhos claros, como mostrado na Figura 21. Essa figura mostra a
diferenca na frequéncia dos centros melanomacrofégicos entre os grupos estudados.

Os valores da quantificacdo das células melanomacrofagicas dos grupos controle e
sham ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05), sendo de 21526 + 3420 um? para
Ctrl, e 17759 + 1960 pm? para sham, enquanto que a quantificacdo dos individuos do grupo
NPE9 foi de 39293 + 5763 pm?, sendo significativamente (p > 0,05) diferente dos demais
grupos (Ctrl) (Figura 22).
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FIGURA 21. Cortes histoldgicos de tecido hepatico de Oreochromis niloticus
experimentais.

A — controle basal; B — sham; C - exposto ao NPE9. As setas indicam centros melanomacrofagicos. A, B e C
destacam os centros de melanomacréfagos no tecido hepético. Coloracdo H&E. Escala: 100um.
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FIGURA 22. Anélise quantitativa de centros melanomacrofagicos em tecido hepatico de
Oreochromis niloticus.
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*Diferenca significativa entre os grupos estudados.

As células melanomacrofagicas do grupo exposto (NPE9) estavam dispostas de forma
individual, em agregados acastanhados e arredondados, circundados por uma camada de
tecido conjuntivo formado de fibras e fibroblastos, com espessura variada. Os diferentes
estagios dos centros melanomacrofagicos observados foram: Estagio I: células macrofégicas
pouco agrupadas (Figura 23A); Estagio Il: acimulo irregular das células melanomacrofagicas
(Figura 23B); Estagio IlI: agregado de células melanomacrofagicas e formacéo do envoltorio
de tecido conjuntivo na porcdo periférica (Figura 23C e 23D); Estagio IV: envoltério de
tecido conjuntivo na porgdo periférica totalmente formado (Figura 23E e 23F); Estagio V:
espessamento do tecido conjuntivo envoltério (Figura 23G). A Figura 24 mostra os diferentes

estagios no tecido hepatico de um individuo exposto ao NPEO.
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FIGURA 23. Estégios de desenvolvimento dos centros melanomacrofagicos no tecido
hepético de Oreochromis niloticus exposto ao NPE9.

A: Estagio |; B: Estagio Il; C e D: Estagio IlI; E e F: Estagio 1V e G: Estagio V. As setas indicam células
melanomacrofagicas. Coloracdo H&E. ESCALA: 50um.
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FIGURA 24. Tecido hepatico de Oreochromis niloticus exposto ao NPE9, mostrando
centros melanomacrofégicos em diferentes estagios de desenvolvimento.

-

¥
A
m

—

&1
T Sy

Células macrofagicas isoladas ou pouco agrupadas (1), acimulo irregular das células melanomacrofagicas (I1),
agregado de células melanomacrofégicas e formagdo do envoltério de tecido conjuntivo na porgdo periférica
(10); envoltdrio de tecido conjuntivo na por¢do periférica totalmente formado (IV), espessamento do tecido
conjuntivo envoltorio e células em degradagdo (V). Coloracdo H&E. ESCALA: 100um.

4.3.2 Bago

Ao analisar as laminas dos individuos de cada tratamento foi possivel observar a polpa
branca, e polpa vermelha e células melanomacrofagicas.

As células melanomacrofégicas dos trés grupos experimentais apresentaram coloracao
acastanhada e distribuicdo por toda extenséo tecidual, ocorrendo de forma difusa, ou como
centros melanomacrofagicos (CM). Entretanto, no grupo exposto (NPE9) foi observado
diferentes estdgios de desenvolvimento, como: células macrofagicas pouco agrupadas,
acumulo irregular das células melanomacrofagicas, agregado de células melanomacrofagicas
e formacdo do envoltdrio de tecido conjuntivo na porcao periférica.

Houve diferenca na frequéncia dos CM no tecido esplénico dos grupos estudados,

como mostra a Figura 25.
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FIGURA 25. Cortes histoldgicos de tecido esplénico de Oreochromis niloticus
experimentais.

A — controle basal; B — sham; C - exposto ao NPE9. As setas indicam centros melanomacrofagicos. A, B e C em
destaque os centros de melanomacréfagos no tecido esplénico. Coloragdo H&E. ESCALA: 100um.
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FIGURA 26. Analise quantitativa de centros melanomacrofagicos em tecido esplénico de
Oreochromis niloticus.
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*Diferenca significativa entre os grupos estudados.

Como mostra a Figura 26, o valor da quantificacdo de CM do grupo Ctrl foi de 20005
+ 2281 um?, valor préximo ao do grupo sham de 28389 + 2639 um?, ndo havendo diferenca
significativa entre esses. A quantificagdo desses centros no grupo NPE9 foi de 44216 + 4348

um?, sendo significativamente diferente dos grupos Ctrl e sham.

4.3.3 Rim

A quantificacdo dos CM no tecido renal entre os individuos experimentais nao
apresentou diferenca significativa (p > 0,05), sendo 13378 + 1461 um? para o Ctrl, 16404 +
2716 um?para sham e 12895 + 2460 pm? para NPE9 (Figura 27).

No tecido renal, foram observados glomérulos, capilares, tubulos contorcidos
proximais constituidos por epitélio cubico simples com borda em escova e tubulos
contorcidos distais formados por um epitélio cubico, com ndcleos redondos basais e luz
central reduzida. Células hematopoiéticas e CM dispersos foram observados. Esses estavam
distribuidos por todo tecido renal, tanto de forma difusa quanto em aglomerados, fortemente
pigmentados, com os granulos de coloracdo acastanhada (Figura 28). A mesma mostra os CM

no tecido renal dos grupos estudados.
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FIGURA 27. Anélise quantitativa de centros melanomacrofégicos no tecido renal de
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Além disso, no grupo NPE9 também foram observados diferentes estagios de

desenvolvimento dos CM, como: células macrofagicas isoladas ou pouco agrupadas, acimulo

irregular das celulas melanomacrofagicas, agregado de células melanomacrofagicas e

formacéo do envoltorio de tecido conjuntivo na porcao periférica.
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FIGURA 28. Cortes histoldgicos de tecido renal de Oreochromis niloticus experimentais.

A — controle basal; B — sham; C - exposto ao NPE9. As setas indicam centros melanomacrofagicos no tecido
renal. Coloracdo H&E. ESCALA: 100pm.
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4.3.4 Coracao

No tecido cardiaco dos exemplares de O. niloticus dos grupos experimentais, analisou-
se 0 ventriculo e bulbo arterioso. O ventriculo é composto de musculo estriado cardiaco
dividido em uma fina camada de aspecto compacto e o restante esponjoso com os feixes
musculares dispostos em diversas dire¢cdes. No bulbo arterioso, foi observado tecido
conjuntivo elastico circundado por uma fina camada de tecido conjuntivo.

N&o foram observadas alteracdes histologicas no grupo Ctrl. Em apenas dois
individuos sham observou-se a presenca de poucos CM no tecido conjuntivo do epicérdio e
do bulbo arterioso, enquanto que no grupo NPE9 esses centros foram encontrados na camada
esponjosa do ventriculo de dois individuos, apresentando pigmentacdo diferenciada em

relacdo aqueles observados em outros 6rgaos analisados no presente trabalho (Figura 29).
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FIGURA 29. Cortes histoldgicos de tecido cardiaco de Oreochromis niloticus
experimentais.

A — controle basal; B — sham; C - exposto ao NPE9 respectivamente. H&E. ESCALA: 40um. D e E destacam os
centros de melanomacréfagos no tecido conjuntivo do epicéardio e do bulbo arterioso respectivamente nos

individuos sham. F em destaque o centro de melanomacréfagos no tecido cardiaco no grupo NPE9. Coloracéo
H&E. ESCALA: 100um.
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5. DISCUSSAO
5.1 Respostas Respiratorias de Oreochromis niloticus Submetido a Hipoxia Gradual.

5.1.1. Consumo de oxigénio (M0, ) e tenséo critica de O, (P.0,)

A taxa metabolica € influenciada por fatores enddgenos (ex. massa corporal) e
exogenos, como a disponibilidade de oxigénio e temperatura (ROSEWARNE; WILSON;
SVENDSEN, 2016). Sendo assim o consumo de oxigénio estd relacionado a atividade
metabolica de um animal em resposta a fatores especificos, refletindo o gasto energético
(MEHRLE; MAYER, 1984).

Em peixes, a taxa metabolica aerdbica pode ser estimada, de forma indireta, a partir de
medices do consumo de oxigénio (MO, ) em condigbes tanto normoxicas quanto hipoxicas.
Em algumas espécies de peixes, a MO, se reduz concomitantemente as reducdes na pressao
parcial de oxigénio do ambiente, sendo classificados como oxiconformistas. Em outras
espécies, a MO, € mantida constante em uma ampla gama de pressdes parciais de oxigénio,
sendo classificados como oxirreguladores. Entretanto, mesmo nessas espécies, ha uma tensao
de oxigénio, denominada tensdo critica de O, (P.O), a partir da qual o animal ndo consegue
mais regular a tomada de O, e passa a se comportar como um oxiconformista, devido a
reducdo na eficiéncia dos mecanismos homeostaticos envolvidos na tomada de O, pelas
branquias e na difuséo de gases para os tecidos (DAVIS, 1975; STEFFENSEN, 2006).

Oreochromis niloticus é uma espécie oxirreguladora, visto que manteve constante o
MO, independente da tensdo de O, ambiental até atingir a sua pressdo critica de oxigénio,
conforme anteriormente descrito por FERNANDES e RANTIN (1989); KALININ; GLASS e
RANTIN (1999); THOMAZ et al. (2009); MARTINS (2011), e corroborado pelo presente
estudo.

Os valores da P.O, dos grupos Ctrl e sham foram de aproximadamente 16 % de O,
(~23 mmHg), valor préximo ao descrito por DELAVECHIA (1994) de 20 mmHg,
FERNANDES e RANTIN (1989), em torno de 18 mmHg, e MARTINS (2011), de 16 mmHg
para tilapia-do-Nilo.

As &guas tropicais constituem um importante sistema para estudos de adaptacfes ao
ambiente por apresentarem grandes oscila¢fes diarias e sazonais naturais na disponibilidade
de O,. Assim sendo, espécies de peixes tropicais estdo comumente sujeitos a hipdxia
ambiental. Os baixos valores da P.O, observados neste trabalho sdo compativeis com o

habitat da espécie, pois permitem uma alta capacidade de regular a tomada de O, do meio
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(FERNANDES; RANTIN, 1989). Além disso, o0 género Oreochromis é considerado tolerante
as grandes variac@es nos fatores ambientais, portanto sendo amplamente distribuido em todo o
mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais (PHILIPPART; RUWET, 1982;
CHERVINSKI, 1982).

A exposicdo ao NPE9 aumentou significativamente a PO, da espécie, de 16 % de O,
(~23 mmHg), para 50 % de O, (71 mmHg). Desse modo, os individuos NPE9 apresentaram
uma menor capacidade de manter a tomada de O, constante, fazendo com que a MO, da
espécie dependa da concentracdo de O, do meio a partir de tensdes de O, mais elevadas,
reduzindo sua capacidade de sobrevivéncia em ambientes hipdxicos.

Até o momento, ndo ha estudos na literatura que relatem os efeitos da exposicédo ao
NPE ou aos seus derivados sobre a funcdo cardiorrespiratdria de peixes.

De acordo com COX (1996) as branquias de peixes sdo particularmente sensiveis a
presenca de surfactantes, visto que ha estudos que demostraram o comprometimento destas
quando expostas ao nonilfenol etoxilado.

(SAYED; MEKKAWY; MAHMOUD, 2012) observaram alteracdes histol6gicas nas
branquias de bagre-africano (Clarias garieipinus) expostos por 15 dias a 0,1 mg.L™ de 4-NP e
observaram 0 aumento no numero de células mucosas em branquias. Essa resposta
morfopatoldgica das branquias aos xenobidticos ambientais € muitas vezes manifestada por
um aumento significativo na densidade de suas células mucosas (DUTTA, 1997,
HEMALATHA; BANERJEE, 1997), sendo considerado um mecanismo de defesa (HANDY
EDDY, 1991; MAZON et al., 1999).

GRANMO e KOLLBERG (1976) descreveram a captagéo e eliminacdo do NP10E em
bacalhau-do-atlantico (Gadus morhua) apds exposicdo a 5 ppm desse composto. De acordo
com o0s autores, a penetracdo ocorre principalmente através das branquias, iniciando uma
formacdo de filmes superficiais de muco sobre o epitélio branquial, em consequéncia das
propriedades do surfactante (KOLBEL; KURZENDORFER, 1969). Em concentracdes mais
elevadas, pode ocorrer um dano celular mais especifico, como desnaturacdo de proteinas
celulares, ja descrito por MANWELL e BAKER (1967) e por SWISHER et al. (1964).
HOFER et al. (1995) observaram hiperplasia epitelial e aumento na distancia interlamelar nas
branquias de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) apds exposi¢do ao surfactante Fixade® (a
base de NPE), dificultando a difusdo do oxigénio, 0 que resulta em estresse respiratério e
falha osmorregulatoria.

(BHATTACHARYA; XIAO; LUN, 2008) estudaram os efeitos de concentragdes
subletais de 4-NP (0,17, 0,34 e 0,68 uM/ 14 dias) nas branquias, figado e rins de barbo rosado

(Pethia conchonius). Os resultados mostraram que, nas branquias, o 4-NP causou alteracfes
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estruturais como hiperplasia do epitélio e a fusdo de lamelas secundérias, efeitos estes
provavelmente decorrentes do aumento da permeabilidade da membrana celular, devido as
propriedades da extremidade hidrofobica da molécula de NP.

PART et al. (1985) estudaram exemplares de O. mykiss expostos a 63 mg.L™ de
NPE10 e observaram um aumento no efluxo de sodio nas células do epitélio branquial,
decorrente do aumento na permeabilidade da membrana dessas células, e formagdo de edema
nas lamelas secundarias. Tais efeitos diminuiram a capacidade de difusdo do oxigénio na
presenca do surfactante.

Assim, os trabalhos acima demonstram que as branquias sao estruturas alvo da acdo do
NPE e derivados. De fato, as brénquias sdo o primeiro alvo de poluentes transmitidos pela
agua devido ao contato constante com o ambiente externo (PERRY; LAURENT, 1993). No
presente estudo observou-se um maior acimulo de muco nas branquias dos peixes NPE9,
sugerindo um mecanismo de acdo semelhante aos descritos acima. Se este foi 0 caso no
presente trabalho, um efeito deletério sobre as branquias poderia justificar os valores mais
elevados de PcO; do grupo NPES9.

(MADHU; POOJA, 2015) avaliaram o efeito genotdxico do 4-nonilfenol (NP) em
Channa punctatus expostos a trés concentracdes subletais de 4-NP (0,15 mg.L™?; 0,31 mg.L™
e 0,63 mg.L™) durante 24, 48, 72 e 96 h, e observaram alteragdes genotdxicas nos eritrocitos
branquiais. A degeneracdo de eritrocitos pode ser atribuida a condi¢des patolégicas em peixes
expostos a substancias toxicas (BUCKLEY et al., 1976), como pesticidas (ADEDEJI et al.,
2009) e metais pesados (OLOLADE; OGINNI, 2010; ADEYEMO, 2007), geralmente
diminuindo os indices de eritrdcitos, células sanguineas que facilitam o transporte de oxigénio
pelo corpo.

SCHWAIGER et al. (2000) observaram alteracdes nos parametros hematologicos de
carpa-comum (Cyprinus carpio) expostos a 1-15 pg.L™" de NP durante 70 dias. Dentre os
resultados observaram uma diminuicdo significativa no nimero total de eritrécitos e da
quantidade de hemoglobina de peixes expostos a 10 e 15 ug.L™" de NP, como também o
aumento de eritrocitos imaturos, levando esses animais ao estado de anemia e a estimulacéo
da eritropoiese. Esses resultados refletem da interacdo entre as propriedades bioquimicas do
NP com a membrana dos eritrocitos, visto que o NPE pode induzir efeitos hemoliticos in vitro
dependendo do comprimento da cadeia etoxilada e da concentragéo utilizada (GALEMBECK
et al. 1998), sugerindo assim que quanto menor a cadeia etoxilada, maior afinidade com os
fosfolipidios das membranas.

Diante disso, 0 NPE e seus derivados alteram o funcionamento e a estrutura dos

eritrocitos, células responsaveis pela captacédo e transporte de O, reduzindo a capacidade de
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transporte de O, aos tecidos. Sendo assim a alteracdo na homeostase observada no presente
estudo pode ser decorrente da acdo do NPE9 sob essas células sanguineas.

Alguns estudos demonstraram o0s efeitos combinados de xenobioticos e hipdxia
aquatica em peixes. MARTINS (2011) analisou as respostas cardiorrespiratorias em tilapia-
do-Nilo apés 48h de uma injecéo intraperitoneal de microcistina-LR (100pg.Kg™ de peso
corpéreo) e submetidos a hipdxia gradual. A microcistina reduziu a capacidade da
manutencdo da taxa metabolica constante e aumentou a PcO, em relagdo ao grupo controle.
THOMAZ (2009) também analisou estas respostas em tilapia-do-Nilo expostos a uma dose
subletal de trichlorfon (TRC — 0,5 mg.L™, durante 96h) e submetidos & hipéxia gradual. De
forma semelhante, a exposicdo ao TRC reduziu a capacidade da manutencdo da taxa
metabolica e aumentou a PcO;, em rela¢do ao grupo controle.

MONTEIRO (2011) analisou os efeitos sobre as respostas cardiorrespiratérias em
matrinxd (Brycon amazonicus) expostos ao cloreto de merctrio (HgCl, - 0,15 mg.L™, por
96h) e a hipdxia gradual e também verificou um amento da PcO..

Dessa forma, a combinacdo de baixos niveis de oxigénio dissolvido e a presenca de
contaminantes nas aguas interfere nos processos respiratérios, o que corrobora os resultados
do presente estudo, em que a exposicdo ao nonilfenol etoxilado (NPE9) ndo apenas reduziu os
valores de MO, em condi¢des hipdxicas, como também aumentou significativamente a PcO»,
reduzindo a capacidade de manter a tomada de O, constante, e consequentemente

comprometendo as chances de sobrevivéncia em ambientes hipoxicos.

5.1.2 Ventilagdo Branquial (V), Frequéncia Respiratoria (fz) e Volume Ventilatorio
(V).

Os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos adotados pelos teledsteos durante a hipdxia
ambiental para maximizar a tomada de O, e economizar seu gasto incluem, segundo
SATCHELL (1991) e RANTIN (1993), 3 categorias de respostas: 1) respostas reflexas
desencadeadas pela estimulacdo dos quimiorreceptores de O, como hiperventilacdo branquial,
bradicardia, sincronismo cardio-respiratorio e constricdo dos vasos sanglineos periféricos; 2)
respostas intrinsecas dos vasos branquiais, modificando o padrdo de fluxo sangiiineo nas
branquias, podendo aumentar a espessura da lamina de sangue no interior das lamelas
branquiais e, consequentemente, causar um aumento na area disponivel para a troca gasosa
em cada lamela individual e recrutar lamelas adicionais; 3) respostas desencadeadas pela
ativacdo, via estresse hipoxico, dos centros autondémicos que regulam a liberacdo de

catecolaminas no sangue pelos tecidos cromafins. As catecolaminas, por sua vez, podem
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evocar respostas tais como mudancas adicionais no padrdo do fluxo de sangue nas branquias e
na condutancia difusiva de O,, regulacdo da tomada de O, pelos eritrécitos, protecdo da
musculatura cardiaca contra acidificagdo e aumento nos niveis sangiiineos de glicose
compensando, em parte, a passagem de metabolismo aerdbico para glicolitico.

Assim, a manutencdo da homeostase respiratoria depende da capacidade de
mobiliza¢do dos mecanismos compensatorios, como o aumento da ventilagdo branquial, para
manter o gradiente de oxigénio entre 4gua e sangue, garantindo assim a eficiéncia respiratdria
nas trocas gasosas (FERNANDES; RANTIN, 1989). Esse mecanismo, como resposta
primaria a reducdo na tensdo de oxigénio ambiental, ja foi observado em varias espécies,
como carpa-comum, Cyprinus carpio (SAUNDERS, 1962; LOMHOLT; JOHANSEN, 1979),
traira, Hoplias malabaricus e trairdo, Hoplias lacerdae (RANTIN et al., 1992).

No presente estudo, tanto os individuos do grupo Ctrl quanto do grupo NPE9 exibiram
aumentos significativos na ventilacdo branquial (Vg) frente & hipoxia gradual, a partir da
tensdo 20 % de O,. Segundo WEBER (1982) os mecanismos utilizados pela maioria das
espécies de peixes tropicais em resposta as diminui¢des nas tensdes de O, no ambiente sdo as
respostas ventilatorias e 0s ajustes na capacidade de transportar O, pelo sangue.

Durante o desenvolvimento da hipoxia, os valores de Vg dos grupos Ctrl e NPE9 n&o
se diferenciaram significativamente. Os valores de V exibidos pelos grupos estudados foram
caracterizados pelo maior aumento no volume ventilatério (V1), na tensdo de 20 % de O, que
aumentou cerca de 6,4 vezes no grupo Ctrl e 2,8 no grupo NPE9, enquanto que a frequéncia
respiratoria manteve-se constante durante a hipoxia gradual.

Alguns estudos demonstram as diferentes estratégias usadas pelos teledsteos para o
ajuste da ventilacdo branquial durante os periodos hipdxicos, sendo uma dessas 0 aumento na
Vi devido a um maior aumento de fz do que no V+, como observado em carpa-comum, C.
carpio (MARVIN; HEATH, 1968) e pacu, P. mesopotamicus (AGUIAR et al., 2002).

Contudo, a estratégia do maior aumento do V+ em comparacao a fz € a mais observada
em peixes teledsteos, Entre os animais que apresentam esse tipo de resposta estdo: tilapia-do-
Nilo, O. niloticus FERNANDES e RANTIN (1989) e KALININ; GLASS e RANTIN (1999),
traira, H. malabaricus (KALININ; RANTIN; GLASS, 1993), curimbata, Prochilodus scrofa
FERNANDES et al. (1995) e cascudo, Hypostomus regani (MATTIAS; RANTIN;
FERNANDES, 1998). Segundo (RANTIN et al., 1992), o uso dessa estratégia baseia-se no
baixo custo para a manutencao da velocidade e constancia da contragdo muscular, enquanto
que uma alta frequéncia de contracdo € limitada pelo trabalho muscular contra a alta
viscosidade da agua ventilada.

De acordo com a “equagdo fundamental da fisiologia respiratoria” (DEJOURS, 1981),
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(Vg/MO,). EO,. PO, = 1,

a manutencdo da tomada de O, constante, a partir da reducéo da tensdo de O, da agua, ocorre
por meio do aumento da ventilagdo branquial e/ou da extracdo de O, da corrente ventilatoria
(EO,). Como a capacidade de aumentar a EO, é muito limitada em peixes, 0 aumento na Vg é
necessario para a manutencdo da MO, (KALININ et al., 1996). Desta forma, o aumento na
ventilagdo branquial é necessario para a manutencdo do MO, constante, e as causas que
comprometem a capacidade de aumentar os valores de V; em condicdes hipdxicas tendem a
dificultar a sobrevivéncia.

MARTINS (2011) submeteu exemplares de tilapia-do-Nilo a hipoxia gradual apds
uma injecdo intraperitoneal de microcistina-LR (100 pg.Kg™ de peso corpéreo, por 48h) e
verificou que a Vg; e o V1 foram consideravelmente menores nos peixes expostos 8 MC-LR,
provavelmente devido a uma alteracdo nos mecanismos homeostaticos, prejudicando a
resposta respiratdria regular desta espécie a hipoxia ambiental.

THOMAZ (2009) também submeteu exemplares de tilapia-do-Nilo a hipdxia gradual,
mas apds a exposicdo a uma dose subletal de trichlorfon (TRC — 0,5 mg.L™, durante 96h), e
verificou um aumento significativo e progressivo da V; em ambos 0s grupos experimentais
para manter a tomada de O, durante a hipoxia, sendo que os aumentos na Vg foram
caracterizados por aumentos no volume ventilatério (Vr), enquanto que a frequéncia
respiratoria (fr) se alterou muito pouco.

Entretanto, no presente estudo a exposicdo ao NPE9 ndo comprometeu o
desenvolvimento normal das respostas ventilatorias, que desempenham um papel fundamental
na permanéncia dos peixes em aguas hipdxicas, por serem respostas imediatas (WEBER,
1982).

5.1.3 Extracdo de O, da Corrente Ventilatéria (EO,)

A espécie estudada, Oreochromis niloticus, apresenta elevados valores de extracdo de
O, de 75 a 80 % em normoxia (FERNANDES; RANTIN 1989; KALININ et al., 1996;
DELAVECHIA, 1994; MARTINS, 2011). Em outras espécies estudadas verificaram-se
valores de EO,, em normoxia, acima de 70% como: tambaqui, C. macropomum, pacu, P.
mesopotamicus, curimbatd, P. scrofa, traira, H. malabaricus e carpas (KALININ et al.,1996;
CORREA, 1996; GUERRA, 1992; FERNANDES et al., 1995(MATTIAS; RANTIN;
FERNANDES, 1998); SAUNDERS, 1962).

52



No presente estudo, observaram-se valores de EO, em normdxia de 57,87 % para o
grupo Ctrl e 67,26 % para 0 grupo NPE9. As diferengas nos valores de EO2 encontradas no
presente estudo em relagdo aos previamente descritos na literatura podem ter sido causados
por diferencas metodoldgicas, visto que os trabalhos anteriores utilizaram respirometria de
fluxo constante e, no presente trabalho, utilizou-se repirometria de fluxo intermitente.

Os individuos de O. niloticus de ambos os grupos experimentais mantiveram
constantes os valores de EO, frente a hipoxia gradual. O aumento na Vg enquanto a EO, se
mantém relativamente alta e constante constitui uma das mais importantes compensacdes
respiratorias durante as reducdes da tensdo de O, ambiental (FERNANDES; RANTIN, 1989).

De acordo com (STEFFENSEN; LOMHOLT; JOHANSEN, 1982), a comparacédo
entre 0s peixes de diferentes niveis de tolerancia a hipdxia indica que as espécies mais
tolerantes possuem maior potencial de aumentar a Vg, enquanto mantém a EO, em niveis
constantes. A estratégia de aumentar Vg e manter EO, constante foi adotada pelos individuos

de ambos os grupos, ndo havendo diferengas significativas.

5.2 Frequéncia Cardiaca de Oreochromis niloticus Submetido & Hipédxia Gradual

A fy pode ser empregada como indicador de efeitos toxicos de contaminantes
ambientais em peixes, devido as reducdes de seus valores com coincidentes aumentos na
ventilagdo branquial, respostas comuns em peixes expostos a uma variedade de xenobidticos
(TEUSCHLER et al., 2005; HEATH, 1995).

No presente estudo, a exposicdao ao NPE9 ndo alterou a frequéncia cardiaca (fy) em
nenhuma das tensdes de O, experimentais quando comparada ao grupo Ctrl. Ambos o0s grupos
analisados mantiveram a fy constantes durante a hipoxia gradual. Os valores medios de fy dos
grupos experimentais (Ctrl e NPE9) em normdxia, foi de aproximadamente 60 bpm, valor
esse que corrobora o observado para a mesma espécie por MARTINS (2011), de ~60 bpm.

De acordo com FRITSCHE e NILSSON (1993) e (RANTIN et al., 1992), as alteracdes
na Vg, para a manutencdo da tomada de O, em geral, sdo0 acompanhadas por bradicardia
reflexa, como observado por MARTINS (2011) que expds tilapia-do-Nilo a uma injecdo
intraperitoneal microcistina-LR (100 pg.Kg™ de peso corpéreo, por 48h) e submetidos &
hipéxia gradual. Como resultado, os individuos controles exibiram bradicardia reflexa
caracteristica em resposta a hipoxia, e 0 grupo exposto apresentou uma frequéncia cardiaca
significativamente menor em todas as tensdes de O,, provavelmente devido ao efeito direto

desta toxina no tecido cardiaco. THOMAZ (2009) observou em tilapia-do-Nilo a reducéo

53



significativa da f do grupo exposto ao trichlorfon (TRC — 0,5 mg.L™, durante 96h) em todas
as tensdes experimentais, esse resultado deveu-se & acdo direta deste composto no tecido
cardiaco.

No entanto, no presente estudo, a fy dos grupos (Ctrl e NPE9) mantive-se constante
durante a hipdxia gradual, o que indica que a exposicdo ao nonilfenol etoxilado néo alterou o

cronotropismo do coragédo de O. niloticus.

5.3 Analises Histoldgicas

De acordo com DI GIULIO e NEWMAN (2012), os efeitos toxicos de xenobibticos
podem ser causados tanto por meio da exposi¢do aguda como cronica e organizados em niveis
de uma ordem crescente: subcelular (molecular e bioguimico), celular, organismo, populacéo,
comunidade e ecossistema.

As  células  melanomacrofagicas  ocorrem  naturalmente  nos  anfibios
(LOUMBOURDIS; VOGIATZIS, 2002) e nos peixes (WOLKE, 1992; FOURNIE et al.,
2001; FISHELSON, 2006) e em 6rgdos como o rim, o baco , timo e figado (BRUSLE;
ANADON, 1996; BLAZER, 2002; AGIUS; ROBERTS, 2003; FISHELSON, 2006). (AGIUS;
AGBEDE, 1984) caracterizaram os centros melanomacrofagicos (CM) como parte integrante
do sistema reticuloendotelial de peixes e, dentre suas fungdes, destacam-se o envolvimento
com processos inflamatorios, fagocitose de eritrdcitos, captura e degradacdo de patdgenos,
degradacédo e acumulo de produtos toxicos (AGIUS; AGBEDE, 1984; PASSANTINO et al.,
2014; RIBEIRO et al., 2011; ROBERTS, 1972).

Os CM séo geralmente nodulares, com um envoltorio e se localizam proximos a vasos
sanguineos. Os melanomacréfagos, que formardo os CM, sdo aglomerados formando
agregados maiores, ampliados devido a fagocitose ativa de materiais heterogéneos (AGIUS;
ROBERTS, 2003). O desenvolvimento dos CM ¢é caracterizado pelo acimulo de
melanomacréfagos e por um envoltdrio de tecido conjuntivo na porcdo periférica, como
mostra Figura 30. De acordo com (HAAPARANTA et al.,, 1996), o CM maduro é
caracterizado por um espesso envoltorio periférico, constituido de duas ou mais camadas de
tecido conjuntivo e células epitelidides, que sdo macrofagos modificados e mais eficientes
para a fagocitose e digestdo.

Apesar das evidéncias dos periodos de desenvolvimento das células

melanomacrofagicas para envoltorio de aspecto fibroso e da distribuicdo aleatéria, ainda ha

54



pouca informacdo sobre esse desenvolvimento em teledsteos, necessitando assim estudos
complementares sobre o referido assunto.

A formacédo dos CM ap06s a exposicdo a interferentes ambientais e bioldgicos pode ser
de grande valia para andlise histopatologica (BUCKE; DIXON, 1992), por isso, certos
trabalhos evidenciam o uso dessas estruturas como biomarcadores para a exposicdo a
xenobidticos.

De acordo com HERRAEZ e ZAPATA (1986) e AGIUS e ROBERTS (2003), as
mudangas na quantidade de CM podem ocorrer fisiologicamente, associadas ao
envelhecimento, restricdo alimentar e mudancas ambientais, dentre essas a exposi¢do a
hipoxia prolongada. Diante disso, e das caracteristicas funcionais dos CM, sugere-se 0 uso do
nimero e do tamanho dos CM como biomarcadores nas avaliagfes de impacto ambiental
(HERRAEZ; ZAPATA, 1986; WOLKE, 1992; FISHELSON, 2006; FOURNIE et al., 2001).

FIGURA 30. Representacao esquematica das fases de desenvolvimento de centros
melanomacrofagicos (CM) em tecidos de peixes (rim, baco, figado).
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CM isolados que engolfaram materiais estranhos, posteriormente um aglomerado de CM totalmente envolto por
tecido conjuntivo. ® e 4 representam materiais estranhos. Fonte adaptada: PASSANTINO et al. (2005).

Muitos estudos atribuem aos CM um papel na destruicdo, desintoxicacdo ou
reciclagem de materiais endégenos e exdgenos, estando esses isolados ou agrupados, sendo
que no ultimo estagio podem ser classificados como um tipo especial de granuloma (AGIUS,
1981; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; MELA et al., 2007). HERRAEZ e
ZAPATA (1991) e LYLIAN et al. (2016) observaram CM espalhados pelo tecido hepatico de

tuvira (Gymnotus sp.) e peixe-dourado (Carassius auratus) formando pequenos agregados de
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materiais heterogéneos, com aspecto granulomatoso, 0 que correspondia a uma reacao
inflamatdria crénica, formando granulomas.

(PASSANTINO et al., 2005) observaram a presenca de CM em figado, bago e rim de
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e a interacdo entre os eritrocitos, macrofagos e CM
apos exposicao a Candida albicans, sugerindo seu importante papel de defesa imune inata
contra patdgenos e eliminacdo de células esgotadas, principalmente os eritrocitos. Diante
disso, supuseram a formacdo dos CM a partir de eritrcitos isolados, que fagocitariam

antigenos e viajariam por vasos sanguineos para orgaos distantes, como baco, rim e figado.

5.3.1 Figado

Os estudos histopatologicos em peixes sdo direcionados para diferentes 6rgaos,
principalmente aqueles responsaveis pelo metabolismo de substancias toxicas, como o figado,
que pode sofrer alteracdo estrutural e metabdlica, refletindo uma variedade de processos
patoldgicos mediante a exposi¢cdo a poluentes, alimentacdo, parasitos e microrganismos
(ARELLANO et al., 1999; GERNHOFER et al., 2001; FANTA et al., 2003; AU, 2004;
BOMBONATO et al., 2007).

GRANMO e KOLLBERG (1976) observaram o acumulo de NPE10 na vesicula biliar
do bacalhau-do-atlantico (Gadus morhua), visto que o figado rapidamente (em 30 minutos)
armazenou grande quantidade do surfactante, enviando-o posteriormente a vesicula biliar.
(ISMAIL; MAHBOUB, 2016), observaram o acumulo de NP nas branquias, figado, baco, rins
e vesicula biliar de tilapia do Nilo (O. niloticus) depois de 7 e 10 dias de exposicao.

No presente trabalho, as células melanomacrofagicas do tecido hepéatico dos
individuos Ctrl, Sham e NPE9 localizaram-se préximas as regides portais, onde se formam os
CM, o que corrobora BRUSLE e ANADON (1996). Entretanto, no ultimo grupo houve um
aumento na quantidade dessas células apds a exposi¢cdo ao NPE, sendo o mesmo demonstrado
por (SAYED; MEKKAWY; MAHMOUD, 2012), que apds a exposicdo ao 4-NP durante 15
dias, observaram a presenca de melanomacréfagos no tecido hepatico de bagre africano
(C.gariepinus).

De acordo com UGUZ et al. (2003), pode haver necrose e diminui¢cdo do nimero de
hepatdcitos juntamente com a vacuolizacdo apos a exposicdo ao NP por 28 dias, entre outros
efeitos deletérios, devido a relacao disruptor enddcrino e producéo de vitelogenina.

(BHATTACHARYA; XIAO; LUN, 2008) verificaram que concentracfes subletais de
4-NP (0,17, 0,34 e 0,68 uM/ 14 dias) promoveram alteracGes morfoldgicas no figado de P.

conchonius incluindo degradacdo da membrana celular e necrose no tecido hepético.
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Sendo assim, a patologia hepatica de peixes € considerada um indicador de toxicidade
quimica e pode ser considerada uma ferramenta Util para estudar os efeitos da exposicdo de
animais aquaticos as toxinas presentes no meio (FERNANDES et al., 2008).

Vale ressaltar que, diferente dos trabalhos anteriores, a exposi¢do ao NPE9 no presente
estudo constitui-se de uma dose intraperitoneal Unica e as analises realizadas apds 12 horas.
Mesmo em tais condi¢fes e curto periodo de tempo o NP9 foi capaz de induzir alteracdes

estruturais significativas.

5.3.2 Baco

O baco é um orgédo linfoide de grande importancia na hematopoiese e captura de
antigenos, sendo os linfécitos e os macréfagos histologicamente estudados devido a
importancia no sistema de defesa de peixes (HANSEN, 1997; FOURNIE et al., 2001;
KURTOVIC et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram a intensa atividade de células
melanomacrofégicas no tecido esplénico do grupo NPE9 em relacdo aos grupos Ctrl e Sham,
agindo na degradacdo e no acumulo da substancia e possivelmente na fagocitose de
eritrocitos. Além disso, o tecido esplénico em situacdo de estresse, como durante hipdxia e
intoxicacdo, tende a aumentar a sua atividade eritropoiética, devido a acdo da adrenalina, e
consequente contracdo esplénica, o que favorece a liberacdo de eritrécitos para a circulagéo,
contribuindo na captacéo e no transporte de O, no organismo (AFFONSO, 1999).

Esse resultado corrobora estudos que defendem o uso de CM como biomarcadores
para a exposicao de xenobioticos (BUCKE et al., 1984; KRANZ, 1989; BUCKE et al., 1992,
KHAN et al., 1994; KHAN, 1995). Tendo em vista que os CM variam em numero e tamanho
entre as espécies de peixes e individuos, a presenca dos mesmos constitui-se em um
parametro confidvel para analise das condi¢bes fisiologicas mediante exposicdo a
interferentes ambientais (WOLKE, 1992).

Estudos indicaram o efeito de NPE e seus derivados em diferentes 6rgdos em
teledsteos, no entanto ndo ha relatos sobre efeitos deletérios no baco ap6s a exposicdo a esses

compostos.

5.3.3Rim

Segundo LINS et al. (2010), o rim de teledsteos é um 6rgdo misto composto de

elementos hematopoiéticos, reticuloendoteliais, enddcrinos e excretores que participam
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ativamente de processos fisiologicos importantes. Este 6rgao € suscetivel a doencas causadas
por processos parasitarios, bacterianos, virais, de manejo nutricional e de contaminantes. No
tecido hematopoiético encontram-se as células melanocrofagicas (ROBERTS, 1972).

O rim de teledsteos é um dos primeiros 0rgaos a serem afetados por contaminantes na
agua (THOPHON et al., 2003) devido ao importante papel na excrecdo. Por isso, as lesdes
renais evidenciam possiveis danos toxicoldgicos e a combinacdo com alteracdes patoldgicas
em outros 6rgaos pode comprovar os impactos de xenobidticos (RHODES et al., 1987).

CARDOSO (2009), ao realizar estudos toxicolégicos e ambientais, descreveu
alteracdes histoldgicas no tecido renal de peixe-espada (Trichiurus lepturus), dentre essas a
presenca de células melanomacrofagicas. (SAYED; MEKKAWY; MAHMOUD, 2012)
observaram a presenca de melanomacréfagos no rim de bagre africano (C. gariepinus) apos
15 dias de exposicdo a 0,08 mg/L de 4-nonilfenol, resultado esse que pode estar relacionado
ao longo periodo de exposicdo dos individuos.

Dentre os resultados obtidos no presente estudo, os CM renais nao diferiram entre os
grupos experimentais. (KEEN et al., 2005) descreveram a efetiva eliminacdo do 4-NP no
salmao prateado (Oncorhynchus kisutch) através da excrecdo biliar/fecal apds a transferéncia
para dgua limpa depois de quatro semanas de exposi¢do. (COLDHAM et al., 1998) estudaram
os efeitos da exposicdo de truta arco-iris (O. mykiss) ao NP-4 por 1, 2, 4, 24, 48, 72 e 144
horas e encontram maiores concentragdes de residuos desse surfactante na bile, no contetdo
intestinal e nas fezes, indicando a excrecdo por via biliar/fecal. 1sso pode ter acontecido no

presente estudo, o que poderia explicar a auséncia de efeitos significativos no rim.

5.3.4 Coracéao

As células melanomacrofagicas podem estar distribuidas em diferentes 6rgdos de
teledsteos, sendo um desses o coragdo (ELLIS, 1976).

Alguns estudos demonstraram os CM no tecido cardiaco de teledsteos devido a
respostas inflamatorias ou enfermidades. Os peixes que habitam um ambiente poluido podem
refletir tais condicBes ambientais através da atividade alterada do sistema imunoldgico
(KELLY-REAY; WEEKS-PERKINS, 1994) e, em tais situacGes, os CM sdo considerados
biomarcadores, visto que aumentam em tamanho ou frequéncia em condigcdes de estresse
ambiental.

De acordo com CIMINI et al. (1977); GRECO e TOTA (1981); SANTER (1985) e
AGNISOLA e TOTA (1994), a morfologia ventricular dos teledsteos reflete caracteristicas

funcionais e ecofisioldgicas. Sendo assim, o estudo dos CM cardiacos pode ser considerado
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um complemento a interpretacdo das respostas fisiologicas a mudancas ambientais. No
entanto, sdo raras as informag6es sobre CM no tecido cardiaco.

No presente estudo, ndo foram observados CM no grupo Ctrl e apenas dois individuos
do grupo Sham apresentaram CM, um no tecido conjuntivo do epicardio e outro no bulbo
arterioso. (POPPE; TAKSDAL, 2000) observaram CM no epicardio de salmdo do atlantico
(Salmo salar) ao analisar méa-formacdo cardiaca causada por fatores microbioldgicos,
nutricionais e hereditarios. Dessa forma, a ocorréncia de CM no grupo Sham pode ter sido
aleatdria e causada por fatores prévios a experimentacao.

Entretanto, nos individuos expostos ao NPE9 os CM foram encontrados no miocardio
ventricular, como observado por (OVERSTREETAB; THULINC, 1989) em garoupa
leopardo de corais, Plectropomus leopardos, e em outros serranideos, devido a acdo de
parasitas nesses organismos. (NAKAMURA; SHIMOZAWA; KIKUCHI, 1993)
demonstraram que células do revestimento do endocéardio de certos teledsteos sdo fagocitarias
de materiais estranhos. (GRIVAS et al., 2014) observaram CM em locais de lesdo necrotica e
em areas adjacentes ao miocérdio ao analisar o reparo e o potencial regenerativo cardiaco do
peixe-dourado (Carassius auratus) frente a resposta inflamatdria. Ao estudarem a sindrome
de cardiomiopatia, doenca viral comum associada a uma grave inflamacdo cardiaca que pode
ser acompanhada de melanizagéo intensa do cora¢do em salméo do Atlantico (Salmo salar),
(FAGERLAND et al., 2013) demostraram que a melanizacao esta ligada a melanogénese por
melanomacrofagos. Portanto, a presenca das células melanomacrofagicas no tecido
ventricular € importante na eliminacdo de particulas estranhas. A presenca de CM no
miocardio do grupo NPE9 pode indicar um processo de reparo e regeneracdo desse tecido, o
que poderia explicar a auséncia de efeito do NPE na frequéncia cardiaca da espécie.

5.4 Consideracdes Finais

Por tudo que foi exposto, as investigacdes sobre os efeitos da exposi¢do de peixes ao
NPE e seus derivados enfocam, em sua maioria, nas alteracbes morfologicas das gbnadas
(GIMENO et al., 1996; JOBLING et al., 1996; GRAY; METCALFE, 1997; ASHFIELD et
al., 1998) ou seus efeitos estrogénicos (ARCAND-HOY; BENSON, 1998; HART, 1990;
HERMAN; KINCAID, 1988; KIME, 1999; NAYLOR et al., 1992; PEDERSEN et al. 1999;
JOBLING et al. 1996; LEWIS; LECH 1996). Entretanto, a exposi¢do a esses compostos nao
afetam apenas os 6rgaos enddcrinos e sua fisiologia.
O presente estudo mostrou que a exposicao de tildpias-do-Nilo a 500 ng.L™* (ou 0,0005
mg.L™) durante 12 h causou o aumento da tenso critica de O,, um efeito que pode estar
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relacionado a acdo do NPE9 sobre os eritrdcitos e, consequente, a reducdo na capacidade de
transporte de O, do sangue. Por conseguinte, é possivel que o NPE cologue em risco a
sobrevivéncia da espécie em condic¢Bes hipoxicas, situagBes estas comumente enfrentadas
pelos peixes em seus ambientes naturais. Além disso, 0 NPE aumentou a frequéncia de
células melanomacrofagicas nos tecidos hepatico e esplénico, para degradacdo e acimulo de

produtos tdxicos, como também fagocitose de eritrocitos.
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6. CONCLUSOES

O estudo das respostas cardiorrespiratorias e estruturais de tildpia-do-nilo,
Oreochromis niloticus, em situagdo controle e ap6s 12 horas da injecdo intraperitoneal de

nonilfenol etoxilado (NPE9 - 500 ng.Kg™ de peso corpéreo) permitiu as seguintes conclusdes:

a. A exposicdo ao NPE aumentou significativamente a tensdo critica de O, (PcO,),
reduzindo a capacidade de manter a tomada de O, constante, comprometendo assim as

chances de sobrevivéncia em ambientes hipdxicos por periodos longos.

b. O NPE, na concentracdo utilizada no presente estudo, ndo alterou as respostas
ventilatérias da espécie, sugerindo que 0s mecanismos homeostaticos foram

suficientes para manter a resposta ventilatoria frente a hipéxia ambiental.

c. Todos 0s grupos experimentais apresentaram capacidade de manter constante a

extracao de O, da corrente ventilatorio (EO,) durante hipoxia.

d. A concentracdo de NPE utilizada ndo teve efeito sobre a frequéncia cardiaca,
sugerindo que o surfactante ndo comprometeu o funcionamento normal do coragéo de

O. niloticus.

e. A exposicdo ao NPE induziu aumento da frequéncia de centros melanomacrofagicos

no figado e baco.

f. A quantificacdo dos centros melanomacrofdgicos mostrou-se um importante
parametro bioldgico para estudos ecotoxicoldgicos e do impacto ambiental decorrente

da exposicdo a xenobidticos, particularmente ao NPE.

g. A exposicdo a concentragdes subletais e ambientalmente relevantes de NPE pode

comprometer a sobrevivéncia da espécie estudada em ambientes hipdoxicos.

h. Os resultados apontam para a necessidade de inclusdo do nonilfenol etoxilado na
legislagdo que regulamenta limites maximos permitidos de substancias em ambientes

aquaticos para a manutencéo da vida.
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