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RESUMO

ADORNO, H. A. Efeito do material particulado atmosférico (MPA) sedimentavel
proveniente da atividade siderurgica sobre a funcéo cardiaca de tilapia, Oreochromis niloticus.
2021 — 150 p: Dissertacado (Mestrado) — Universidade Federal de S&o Carlos, Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Ambientais, Sao
Carlos — 2021.

A atividade industrial para obtencao e processamento de ligas metalicas, ferro e ago resultam
na emissdo do Material Particulado Atmosférico Sedimentavel (MPAS). Indlstrias siderdrgicas
localizadas no Complexo do Tubar&o, na Regido Metropolitana da Grande Vitéria (RMGV), Vitoria
- ES, emitem uma fumaca metalica comumente chamada de “pd preto” que contém uma
composi¢cdo variada de metais e nanoparticulas metélicas que se deposita nos ambientes
aquaticos. Diante de um cenario que busca a producao de informacdes que possam auxiliar a
gestdo sustentavel de recursos hidricos, o objetivo do presente estudo foi avaliar os possiveis
efeitos da exposicao aguda (96 horas) das concentracfes subletais de 0,01 g.L 1, 0,1 g.L*e 1,0
g.L* do MPAS sobre a contratilidade miocardica de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus. O grupo
exposto a 1,0 g.L' de MPAS apresentou valores significativamente superiores de forca de
contracdo (Fc) e de capacidade de bombeamento cardiaco (CBC) em todas as frequéncias de
estimulacdo. Nos animais expostos, 0os parametros tempo-dependentes (TPT = tempo para pico
de tensdo, e THR = tempo para 50% do relaxamento) foram inferiores, enquanto as taxas de
contracdo e relaxamento foram superiores. Todos 0s grupos apresentaram decaimento da Fc apdés
a pausa diastélica néo fisiolégica de 300 segundos, sendo mais acentuado nos grupos expostos,
sugerindo um papel proeminente do trocador Na*/Ca?* (NCX) na extrusdo de calcio. Como a
concentracao de 1,0 g.L'* de MPAS apresentou efeitos pronunciados na contragao cardiaca, foram
adicionalmente investigados os efeitos dessa exposicdo sobre parametros hematolégicos e
biomarcadores plasméticos de resposta ao estresse e de estresse oxidativo. As alteragbes na
contratilidade miocardica dos peixes expostos ao MPAS foram associadas a resposta ao estresse,
caracterizada pelo aumento significativo dos niveis plasmaticos de cortisol e glicose. As tilapias
expostas ao MPAS também apresentaram uma reducéo significativa do conteado de hemoglobina
indicando um possivel estado de hipoxemia, o que pode demandar ajustes no débito cardiaco,
com o0 aumento da Fc para aumentar o volume sistélico. Os peixes expostos apresentaram
maiores valores de indices hepatossomético e de massa ventricular relativa, provavelmente
associado a sobrecarga de atividade do coracao e figado. Adicionalmente, a exposicdo ao MPAS
induziu aumentos significativos nos niveis de peroxidacéo lipidica e carbonilacdo protéica no
plasma, indicando estresse oxidativo e refletindo um desequilibrio da homeostase redox. A
expressao da proteina NCX nao apresentou diferenca significativa entre os grupos, indicando que
os efeitos inotropicos e lusitropicos positivos estdo associados as respostas [-adrenérgicas
durante situacdes de estresse. Assim, os efeitos do MPAS podem impactar negativamente a
adaptacédo, sobrevivéncia e sucesso reprodutivo da tilapia, visto que o requerimento energético
para manter os padrdes fisiologicos do sistema cardiovascular e os processos de desintoxicacao
demandados pela exposi¢cdo do MPAS é elevado.

Palavras-chave: material particulado atmosférico sedimentavel; funcédo cardiaca; desempenho
animal; biomonitoramento.



ABSTRACT

The industrial activity for obtaining and processing metal alloys, iron and steel result in the
emission of Sedimentable Atmospheric Particulate Material (SAPM). Mining-steel industries
located in the “Complexo do Tubar&o”, in Metropolitan Region of Vitoria (MRV), Vitoria — ES, emit
a metal smoke commonly called "black powder" that contains a varied composition of metals and
metal nanoparticles that are deposited in aquatic environments. Faced with a scenario that seeks
to produce information that can help the sustainable management of water resources, the objective
of this study was to evaluate the possible effects of acute exposure (96 hours) of sublethal
concentrations of 0.01 g.L%, 0.1 g.L*%, and 1.0 g.L-* of SAPM on myocardial contractility of Nile
tilapia, Oreochromis niloticus. The group exposed to 1.0 g.L* of SAPM showed significantly higher
values of contraction force (Fc) and cardiac pumping capacity (CPC) at all stimulation frequencies.
In the exposed animals, time-dependent parameters (TPT = time to peak tension, and THR = time
to 50% of relaxation) were lower, while contraction and relaxation rates were higher. All groups
exhibited a Fc decay after the non-physiological diastolic pause of 300 seconds, which was more
conspicuous in the exposed groups, suggesting a prominent role of the Na */Ca?* (NCX) exchanger
in calcium extrusion. As the 1.0 g.L* concentration of SAPM showed pronounced effects on cardiac
contraction, we also investigated the effects of this exposure on hematological parameters and
plasma biomarkers of stress response and oxidative stress. Alterations in myocardial contractility
in MPAS-exposed fish were associated with a stress response characterized by significant
increases in plasma cortisol and glucose levels. Tilapia exposed to SAPM also showed a significant
reduction in hemoglobin content indicating a possible hypoxemia state, which may require
adjustments in cardiac output, with increased Fc to increase systolic volume. The exposed fish
showed higher values of hepatosomatic index and relative ventricular mass, probably associated
with the overload of activity of the heart and liver. Additionally, SAPM exposure induced significant
increases in plasma levels of lipid peroxidation and protein carbonylation, indicating oxidative
stress and reflecting an imbalance of redox homeostasis. NCX protein expression showed no
significant difference between the groups, indicating that the positive inotropic and lusitropic effects
are associated with B-adrenergic responses during stress situations. Thus, the effects of SAPM
may negatively affect the adaptation, survival and reproductive success of tilapia, as the energy
requirement to maintain the physiological patterns of the cardiovascular system and the
detoxification processes demanded by SAPM exposure is high.

Keywords: sedimentable atmospheric particulate matter; cardiac function; animal performance;
biomonitoring.
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1 INTRODUCAO

Ambientes aquaticos sdo constantemente afetados por atividades antropicas,
sendo alvos de fontes de poluigcéo difusas e/ou pontuais, isto é, recebendo cargas de
poluentes por meio de descarga direta de esgoto doméstico e industrial (poluicao
pontual), ou por varios pontos contaminados por pesticidas em uma area de lavoura
(fonte difusa). A qualidade da agua em corpos hidricos tem sido manejada para
atender aos padrbes de qualidade minimamente aceitdveis estabelecidos por
legislacéo, que incluem os niveis maximos de poluentes considerados seguros
(BARON et al.,, 2002; BOESCH, 2002; HOWARD-WILLIANS; DAVIES-COLLEY;
RUTHERFORD, 2010). O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) é o 6rgao
responsavel pela classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como pelo estabelecimento de padrdes de lancamento de
efluentes para garantir o uso racional de recursos hidricos (CONAMA, 2019).
Exemplos disso sao as resolugdes n°® 357 (classificagao e diretrizes de corpos d’agua),
n°® 430 (padrdes de lancamento de efluentes), de 2005 e 2011, respectivamente, que
contemplam os valores maximos permitidos de 85 poluentes no ambiente para
estabelecimento dos padrdes de qualidade de agua.

No entanto, tais regulacdes e normativas sdo desatualizadas e ndo atendem a
real situacdo atual, caracterizada por um aumento na carga de substancias
contaminantes e pela presenca crescente de contaminantes emergentes,
nanoparticulas e disruptores enddcrinos que nao sdo legislados e que séo
potencialmente nocivos a saude humana e animal. Tal cenario aliado a escassez de
alocacao de recursos financeiros e a inexisténcia de um planejamento baseado em
critérios ecotoxicoldégicos e ambientais vem causando sérios impactos aos
ecossistemas aquaticos e a biota associada.

A poluicdo atmosférica possui carater difuso e é responsavel pela
contaminacdo de ambientes terrestres (ALVES et al.,, 2015; NAM et al., 2008) e
aquaticos (BOONYATUMANOND et al., 2006). Essa polui¢cao € oriunda de atividades
industriais e automotivas, que emitem fumacas de composi¢cdes variadas, ou seja,
possuem diversos elementos que alteram a ciclagem e distribuicdo natural desses
elementos na atmosfera, impactando nos processos biogeoquimicos e contribuindo
para o avanco da poluicdo (RODRIGUES, 2006).
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O grau de visibilidade da poluicdo atmosférica € uma das principais
caracteristicas utilizadas quando se relatam a presenca desses poluentes no
ambiente (SANTOS et al., 2017). O poluente tido como objeto do presente estudo € o
material particulado atmosférico sedimentavel (MPAS) emitido na cidade de Vitoria -
ES, sendo a siderurgia, o patio de estocagem de minério e 0s processos de
pelotizacdo de minério as trés principais fontes poluidoras. De acordo com a
Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo - CETESB, os materiais particulados
sdo um conjunto de poluentes constituidos por poeiras, fumacas e todo tipo de
material solido e liquido que se mantém suspenso na atmosfera devido ao seu
tamanho, sendo emitido principalmente por veiculos automotores, processos
industriais, queima de biomassa e ressuspensédo de poeira do solo. Os materiais
particulados causam impactos negativos diretos em populagdes humanas e animais,
como perturbacédo (CRILLEY et al., 2009; WANG et al., 2017), desconforto e estresse
psicolégico (FARFEL et al.,, 2005; VALLACK; SHILLITO, 1998), sendo situaces
intensamente agravadas quando a fonte de poluicdo é industrial (CURERA et al.,
2009).

Devido a precipitacdo continua, a presenca de MPAS no ar é um fator de
contaminacdo de ecossistemas terrestres (GHIO; CARRAWAY; MADDEN, 2012;
TURTSCHER et al., 2017) e ecossistemas aquéticos (ARRIVABENE et al., 2015). No
Brasil, o MPAS possui influéncia das atividades minero-siderudrgicas, onde processam
materiais metélicos proximos aos centros urbanos que contaminam a populacéo via
respiracdo (CAKMAK et al., 2014; SANTOS; REIS, 2011; SANTOS et al., 2017;
VANOS; HEBBERN; CAKMAK, 2014).

Em ambientes aquaticos, os peixes se tornam mais vulneraveis a poluicao e
exposicdo de metais devido a sua alimentacdo e forma de vida, porque ndo séao
capazes de escapar dos efeitos desses poluentes (AUTHMAN, 2015). Por serem mais
sensiveis a varios tipos de substéancias toxicas em relacdo aos invertebrados, os
peixes se tornam poderosas ferramentas de avaliagdo da saude do ecossistema, por
meio de suas mudancas em caracteristicas fisiologicas, moleculares ou
comportamentais, que indicam o estresse causado por determinada perturbacao
ambiental (HAYAT et al., 2016).

Uma das formas de se medir a integridade ecoldgica de um ambiente é
utilizando bioindicadores, como o0s peixes, reduzindo a necessidade de se medir

outras variaveis que tornariam o estudo mais complexo (FALCAO et al., 2008). Os
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peixes apresentam uma série de adaptacdes quando expostos as modificacbes
ambientais, como a adicdo de um poluente em seu habitat. O nimero de agentes
poluentes continuam a crescer ao redor do mundo, e muitos desses contaminantes
afetam a saude de peixes de diferentes formas (INCARDONA; SCHOLZ, 2017).

A utilizacéo de variaveis fisicas e quimicas para avaliar a integridade ecologica
de um ambiente podem néo ser suficientes e eficientes. Sabemos que essas variaveis,
juntamente com variaveis microbiolégicas, tornaram-se uma importante ferramenta de
classificacdo e enquadramento de corpos hidricos (GOULART; CALLISTO, 2003). No
entanto, a descontinuidade temporal e espacial das amostragens, a baixa eficiéncia
na deteccdo de alteracfes na diversidade de habitats e a insuficiéncia na avaliagdo
de alteracbes em comunidades bioldgicas aquaticas sdo desvantagens evidentes
(WHITFIELD, 2001).

A avaliacdo de parametros bioquimicos e fisiologicos a nivel de individuos
contribui para o entendimento dos efeitos de xenobibticos sobre o ambiente aquatico
(HUGGETT et al., 1992). Por essa razdo, o uso de caracteristicas fisiolégicas e
bioquimicas para verificar o nivel de dano funcional causado pelo acimulo subletal de
constituintes do MPAS sdo biomarcadores (teis para avaliacdo de risco
(BALLESTEROS et al., 2009) e agregam valor ao conjunto de variaveis fisico-
guimicas na caracterizacdo de dano ambiental. Ademais, esses biomarcadores sao
capazes de fornecer indicacbes das possiveis limitacdes na alocacéo de energia em
condi¢bes ambientais adversas.

Biomarcadores bioquimicos como os parametros hematoldgicos (niveis de
hemoglobina), indicadores de estresse (niveis de cortisol e glicose), danos oxidativos
(niveis de peroxidacdo lipidica e oxidagdo proteica) e niveis de antioxidantes
(enziméticos e ndo-enzimaticos como a glutationa reduzida) estdo entre as primeiras
respostas aos contaminantes que informam sobre o mecanismo de agcao dos mesmos
e tém sido frequentemente utilizados em estudos sobre contaminacdo ambiental
(BALLESTEROS et al., 2009; CARVALHO et al., 2017; MONTEIRO et al., 2017).

Por outro lado, caracteristicas fisiologicas complexas, em particular as que
remetem a integridade funcional e desempenho adequado frente a desafios
fisioldgicos, podem ser usadas como indicadores dos efeitos toxicologicos subletais
da poluicdo aquatica. O desempenho animal é diretamente relacionado com a
presenca de poluentes, como o MPAS proveniente da industria siderurgica. Nesse

sentido, a contratilidade cardiaca de peixes é uma maneira de verificar a performance
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cardiaca do animal (LOPES, 2009) que pode ser impactada pela presenca de
poluentes, os quais podem ser possiveis fatores de sobrecarga cronica do sistema
cardiovascular, prejudicando a sobrevivéncia, tempo de vida e sucesso reprodutivo
das espécies (INCARDONA; SCHOLZ, 2016). O desempenho individual do animal é
prejudicado de duas maneiras: 1) desenvolvimento de anomalias severas no periodo
larval, devido a perturbacbes da funcdo cardiovascular como malformacédo do
coracdo; 2) reducdo na performance fisiolégica (HICKEN et al., 2011) capaz de
comprometer o sucesso e/ou a sobrevivéncia do peixe na vida adulta

Assim, o0 comprometimento fisiolégico subletal pode ser descrito
adequadamente em experimentos laboratoriais e, com base nisso, suas
consequéncias ambientais podem ser sugeridas com seguranca. Uma dose subletal
de um determinado poluente/quimico pode afetar o coracdo e reduzir a funcéo
cardiorrespiratéria posteriormente na vida do animal. A baixa capacidade cardiaca
afeta diretamente a capacidade natatoria do animal (ANTTILA et al., 2014), que o torna
um alvo mais facil para predadores, além de limitar sua busca por recursos. Atividades
ecologicamente essenciais dependem da natacdo, como o forrageamento, fuga de
predadores, protecao do territério e migracdo. Portanto, o desempenho da bomba
cardiaca é uma medida valiosa na determinac&o dos riscos associados as exposi¢coes
subletais de peixes a diferentes contaminantes. As populacdes de peixes que habitam
ambientes poluidos tendem a apresentar desempenho natatério (e. g.: velocidade de
natagdo, velocidade natatéria critica, velocidade méaxima de natacdo) reduzido em

comparacao com populacdes de areas mais limpas (MCKENZIE et al., 2007).

1.1 Caracterizacdo do Material Particulado Atmosférico Sedimentavel (MPAS)

Estudos demonstraram que a deposicao atmosférica, outra importante fonte de
poluicdo difusa, € responsavel pela poluigdo da terra (ALVES et al., 2015; NAM et al.,
2008) e 4gua (BOONYATUMANOND et al., 2006), assim como a contaminacao por
metais (DUCE et al., 1991; FANG et al., 2012) e por nutrientes (CHIN et al., 1996;
CHU et al., 2008; FANG et al., 2006; FENN et al., 2003; SARDANS; RIVAS-UBACH,;
PENUELAS, 2012; SHARMA; AGRAWAL; MARSHALL, 2008).

Normalmente a poluicdo atmosférica é relatada de acordo com o seu grau de
visibilidade (SANTOS et al., 2017), ou seja, de acordo com o tamanho da particula

(quanto maior, mais visivel). O tamanho das particulas de MPA provenientes dos
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processos industriais contidos na atividade siderdrgica, uma das atividades mais
impactantes e que geram poluicdo atmosférica, variam de acordo com as ligas
metalicas utilizadas na cadeia de processos, a composi¢cdo do minério original,
processos industriais aplicados, temperatura de fuséo e aditivos e outros elementos
utilizados durante o processo (BADILLO-CASTANEDA et al., 2015). O MPA pode ser
categorizado como grosso, fino, ultrafino e nanoparticula, que possui uma dimensao
abaixo de 100 um (ARICK et al., 2015), este ultimo, por sua vez, tem sido amplamente
utilizado na producéo de ferro e outras ligas metdlicas para aumentar sua resisténcia
(KUMAR et al., 2018). A CETESB utiliza indicadores de qualidade do ar, como o de
Particulas Inalaveis (MP10) e Particulas Inalaveis Finas (MP25), sendo que o primeiro
contempla as particulas que possuem didmetro aerodinamico <10 um e devido a isso
podem ficar retidas na parte superior do sistema respiratério e, por fim, o segundo
indice contempla as particulas que possuem diametro aerodinamico <2,5 um, que
podem penetrar profundamente o sistema respiratorio e atingir os alvéolos
pulmonares.

No Brasil, o MPA tem grande influéncia das atividades minero-siderdrgicas.
Diversas localidades que abrigam segmentos siderdrgicos relacionados ao
processamento de materiais metalicos sdo préximas as areas de grande populacéo.
Desta forma, a contaminacao via particulas atmosféricas tem impacto na populacéo
local que pode absorver material diretamente via respiragdo (CAKMAK et al., 2014;
SANTOS; REIS, 2011; SANTOS et al., 2017; VANOS; HEBBERN; CAKMAK, 2014),
€ Nos ecossistemas aquaticos e sua biota.

Industrias existentes no Estado do Espirito Santo - Brasil, localizadas em uma
macrorregiao chamada Regido Metropolitana da Grande Vitéria (RMGV), emitem uma
fumaca metalica comumente intitulada como “p6 preto” pela populagao local. O “pd
preto”, ou material particulado atmosférico sedimentavel (MPAS), gerado a partir das
atividades minero-siderurgicas na cidade de Vitéria - ES possui, em sua maior parte,
a presenca de diferentes tipos de metais/metaléides como: B, Al, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Ni,
Cu, Zn, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Sn, Ba, La, Ce, Hg e Pb, com o tamanho de particula
podendo ser menor que 100 nm, sendo caracterizada como nanoparticula (SOUZA et
al., 2021). A deposigédo desse MPAS causa problemas para a satde humana e animal
por conter elevadas concentracdes de metais pesados (SANTOS et al., 2017), toxicos
para 0S organismos vivos, levando ao comprometimento da integridade dos

ecossistemas impactados. A deposicao atmosférica desse material particulado € da
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ordem de 16 g/m2 mensais (SANTOS et al., 2017), resultando em uma deposicao
diaria média em torno de 0,53 g/m2. Embora ndo haja normas e regimentos
governamentais que estabelecam limites seguros dessa deposi¢cdo no meio aquatico,
a Resolugdo CONAMA N° 491 de 19 de novembro de 2018 estabelece os padroes de
qualidade do ar e normatiza que 0s niveis médios anuais maximos de material
particulado devem ser de 40 e 20 ug/m? para MP1o € MP2s, respectivamente. Logo, a
quantidade de MPAS que esta depositado na RMGV tende a ser superior ao limite
estabelecido por lei, visto que a deposicéo ocorre ao longo de varios anos desde antes
do lancamento da presente lei, superando os limites de referéncia para periodos
anuais e diarios.

O Laboratério de Zoologia e Bioquimica Comparativa (LZBC) do Departamento
de Ciéncias Fisiologicas (DCF) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar),
juntamente com pesquisadores da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),
Universidade de Coérdoba (Argentina), Universidade de Hull (Inglaterra) e da ONG
Juntos SOS Ambiental (Vitoria — ES, Brasil) tem, desde 2010, desenvolvido estudos
nos estudrios da regido da Grande Vitéria (Baia de Vitdria) e em Santa Cruz, ES.
Nesses estudos, envolvendo plantas e animais nas areas de manguezais, foi
detectada contaminacdo do ambiente estuarino por metais, além do acumulo de
metais/metaldides (i.g. Fe, Pb, As, Hg, Cr e Cu) em musculo e outros 6rgaos de robalo-
peva (Centropomus parallelus) (SOUZA et al., 2013, 2018) e em diferentes espécies
de plantas de manguezais, Laguncularia racemosa (SOUZA et al., 2014a), Rhizophora
mangle (SOUZA et al., 2014b) e Avicennias schauer (SOUZA et al., 2015). Em todos
esses organismos, o acumulo de metais foi correlacionado aos metais presentes na
agua superficial (SOUZA et al., 2013) e o ecossistema de manguezal da Baia de
Vitoria foi 0 mais impactado, visto que esta proximo da regido urbana e das atividades
industriais do Complexo de Tubardo (ARRIVABENE et al., 2014, 2015; SOUZA et al.,
2014a, 2013, 2014b, 2015).

Recentemente, Souza et al. (2018b) estudaram essas duas areas de estuario
utilizando isétopos estaveis de carbono (613C), nitrogénio (615N), estroncio
(87Sr/86Sr) e chumbo (206Pb/207Pb e 208Pb/207Pb) e determinaram a origem
desses metais na cadeia trofica. As andlises realizadas indicaram que a fonte de
contaminagdo s&o metais e nanoparticulas metalicas (NP) presentes no MPAS
oriundo de atividade minero-siderargica, sendo que a transferéncia destes metais ao

longo da cadeia trofica € fortemente influenciada pela agua superficial (Figura 1)
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contaminada pela deposicdo desse material particulado (SANTOS; REIS, 2011;
SOUZA et al., 2018, 2021b, 2021c).

Além disso, a analise de contaminantes metalicos na biota (plancton, ostra,
caranguejo, camardo e peixe) nos dois estuarios e no MPAS revelou a presenca de
contaminantes metalicos emergentes, ainda ndo avaliados em programas de
monitoramento e, portanto, sem limites pré-estabelecidos na legislacdo, como
bismuto, tungsténio, titanio, zirconio, itrio, lantanio, niébio, tantalo e cério (SOUZA et
al., 2021b). Tais contaminantes, raros no ambiente e na biota, tem sua origem no
MPAS oriundo do complexo minero-siderurgico (ARRIVABENE et al., 2016) indicando
sua utilizacdo como matéria-prima na industria na producdo de novas ligas metélicas
empregadas na industria eletroeletrnica, fabricacdo de aco de ligas leves e mais
resistentes e, em anticorrosivos (SOUZA, 2017). A Figura 1 apresenta um esquema
da etapa de emisséo até a deposicdo do MPAS em ambientes aquaticos.

Em estudo recente, de Souza et al. (2021a) demonstraram que o MPAS é
dissolvido e posteriormente sedimentado em corpos hidricos. O sedimento contendo
MPAS é composto por uma aglomeracdo de particulas e nanoparticulas metalicas,
gue podem ser dispersas posteriormente na agua. A dispersdo das nanoparticulas
metalicas na agua, por sua vez, pode aumentar a biodisponibilidade de soélidos
suspensos na agua, elevando o potencial toxico desses elementos metdlicos e

impactando diretamente a biota aquatica.
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Figura 1 - Esquema de emisséo e deposicdo do MPAS em sistemas aquaticos

Particulas e /.41
nanoparticulas metalicas

Nanoescala
Dissociagdo na agua

Fonte poluidora:

emiss&o de MPA Contato com a
superficie aquatica

Fonte: Souza et al. (2020).

Em outro estudo recente desenvolvido por Fortes (2021), foi avaliado a
bioacumulacdo de metais e nanoparticulas metalicas em musculo branco (filé) e
visceras de tilapia-do-Nilo expostas por 30 dias ao MPAS na concentracéo de 1,0 g.L"
1, assim como foi determinada a concentragédo de metais em amostras de MPAS e de
agua. Foi observado que o MPAS possui cerca de 30 elementos metélicos, sendo que
o cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn), titanio (Ti), aluminio (Al) e ferro (Fe-56 e Fe-
57) estdo presentes em maior concentracao no po preto. O autor selecionou 0s metais
cobre, zinco, manganés, ferro, chumbo e aluminio (com base na concentracédo
elevada e por terem limites estabelecidos pela legislagio CONAMA) e verificou que
ocorre bioacumulacdo destes metais em musculo branco e, principalmente, nas
visceras de tilapia-do-Nilo. O autor identificou que em amostras de agua a
concentracdo destes metais foi maior entre os dias 0 e 6, passando por uma reducao
progressiva até atingir os dias finais de exposicéo (dia 30, exposi¢cao crénica). Em
diversos dias de exposic¢éo, principalmente entre os dias O e 6, os limites estabelecidos
pela legislacdo Conama n° 357/05 de 2005 foram ultrapassados, indicando uma
concentracdo expressiva de metais na agua em decorréncia da presenca do MPAS.

Pelas razdes supracitadas, tornam-se evidentes a urgéncia, a necessidade e a
importancia de estudos que avaliem ndo somente a biodisponibilidade desses

contaminantes metalicos como também seus mecanismos de acdo e efeitos no



23

desempenho dos organismos expostos, em particular em peixes, que sdo abundantes

recursos alimentares para a populacéo.

1.2 Biomarcadores de estresse em peixes

Os peixes enfrentam varios desafios, desde a variacdo dos aspectos fisico-
guimicos da agua, competicdo por recursos, até o dominio de um individuo sobre a
populacédo, entre outros (BARTON, 1988). Além desses fatores, 0s peixes estdo mais
vulneraveis a contaminacdo que ocorre nos ambientes aquaticos, incluindo metais e
metais pesados, constituindo uma fonte de estresse para 0s organismos aquaticos
(KORI-SIAKPERE; UBOGU, 2008). O estresse pode ser definido como uma situagao
de desequilibrio do organismo, em que a homeostase € alterada, resultante da acéo
de estimulos intrinsecos chamados de estressores (WANDEELAR-BONGA, 1997).
Wedemeyer et al (1990) diz que as adaptacdes feitas pelos peixes para assegurarem
sua sobrevivéncia refletem em mudancas fisiologicas, hematolégicas e imunoldgicas
em resposta aos agentes estressores. A contaminacao por metais e metais pesados
pode interferir nas funcdes do sistema enddcrino de peixes, incluindo os teledsteos
(OLIVEIRA et al., 2008).

As respostas ao estresse sao classificadas em primaria, secundaria e terciaria
(WEDEMEYER; MCLEAY, 1981). As respostas primarias sdo hormonais, as
secundarias sdo mudancas fisioldgicas e bioquimicas e as terciarias sao prejuizos do
crescimento do individuo e aumento da ocorréncia de doencas. Um dos indicadores
mais utilizados para avaliar o estresse em peixes sdo o cortisol plasmatico e a glicose,
primario e secundario, respectivamente (BARTON, 2000).

A elevacao dos niveis de cortisol e glicose plasmatica indicam, portanto, uma
condicédo de estresse e refletem a necessidade de energia para suportar a situacao
adversa. De acordo com Mommsen et al (1999), essa elevacdo tem origem
glicogenolitica proveniente da acdo de corticosteroides e catecolaminas, também
sendo indicadores de estresse em peixes. Na tentativa de suprir a alta demanda por
energia, as altas concentracdes de cortisol podem resultar em hiperglicemia durante
a situacao de estresse (IWAMA, 1998).

Outro parametro que evidencia a demanda por energia em situacdo de estresse
€ a concentracdo de hemoglobina, logo, a concentragéo de hemoglobina se torna uma
resposta secundaria e que reflete a capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue

(HOUSTON, 1997). A hematologia é uma ferramenta Uutili no diagndstico de
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perturbacdes homeostaticas em peixes (DE PAIVA et al.,, 2013). A avaliacado
hematoldgica auxilia a compreensdo dos efeitos de produtos toxicos na agua, além
de ser Gtil para monitorar a salde de peixes (CLAUSS et al., 2008). A hemoglobina
possui a funcdo de transportar o oxigénio das branquias até os demais tecidos e,
qualquer prejuizo em sua quantidade ou funcionalidade pode comprometer a
oxigenacdao dos tecidos (RANZANI-PAIVA et al., 2004).

1.3 Biomarcadores de estresse oxidativo

A deposicdo aquética do MPAS causa contaminacdo dos ambientes hidricos
com metais dos diversos tipos e em diferentes concentracfes (SOUZA et al., 2018).
A contaminacdo por metais e metaloides, por sua vez, € um dos principais
responsaveis pelo estresse oxidativo em peixes (LIVINGSTONE, 2003). Esse
processo ocorre devido a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que
reagem com macromoléculas, levando a perda das funcées celulares.

O conjunto de sistemas de defesa das células sdo os enziméaticos (Superdxido
dismutase - SOD, Catalase - CAT, Glutationa peroxidase - GPx, Glutationa s-
transferase - GST, Glutationa redutase - GR) e 0s nao-enzimaticos (Glutationa
reduzida - GSH, Metalotioneina - MT) e possuem o objetivo de proteger as células e
manter seu estado redox. Em condi¢des fisiolégicas normais, os efeitos danosos das
ERO sao neutralizados pelo sistema de defesa antioxidante (DANDAPAT, 2000). Os
antioxidantes sao responsaveis pela inibicdo ou reducédo de lesdes ocasionadas pelas
ERO nas células (CERUTTI, 1994). Dentre os principais mecanismos de leséo
oxidativa, vale ressaltar a lipoperoxidacéo (LPO) e a carbonilacéo de proteinas (PC),
que sao frutos da oxidacao de lipideos e proteinas, respectivamente, e que conduzem
a perda de estrutura e funcdo dessas macromoléculas (HOGG; KALYANARAMAN,
1998).

A perda do equilibrio dindmico entre a producgéo de oxidantes e a atividade do
sistema antioxidante de defesa caracteriza o estresse oxidativo. Logo, a redu¢ao dos
sistemas antioxidantes e/ou o0 excesso de producdo de ERO resulta em células frageis
e sujeitas aos danos oxidativos de suas macromoléculas, capazes de induzir a morte
celular (BIESALSKI, 2000), aumentando a vulnerabilidade e a capacidade de resposta
das células frente a desafios. Os danos oxidativos se estendem aos componentes
celulares como lipidios, proteinas e o proprio DNA (NORDBERG; ARNER, 2001) e

sdo frequentemente associados as condi¢cdes patologicas. Na tentativa de interagir
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com as biomoléculas celulares, as ERO danificam as estruturas celulares e, ao oxida-
las, podem resultar em perda total ou parcial das suas funcbes. A avaliacdo de
mudancas bioquimicas causadas pelas ERO contribui para um monitoramento dos
efeitos de determinados poluentes a nivel de individuos (VALAVANADIS et al., 2005).

1.4 Biomarcadores fisiologicos

O estudo ex vivo do funcionamento do musculo cardiaco isolado permite a
avaliacdo da performance e da capacidade contratii do coracdo, fornecendo
importantes parametros da funcéo cardiaca, incluindo a forca de contracao, taxas de
contracéo e relaxamento, além do indice de capacidade de bombeamento cardiaco,
estreitamente relacionado ao débito cardiaco do animal.

Semelhante aos demais vertebrados, o coracao de peixes teledsteos € o 6rgao
central do sistema circulatorio responsavel por gerar o bombeamento de sangue,
transportando nutrientes e oxigénio para os demais tecidos. A principal caracteristica
do coracdo de vertebrados € a capacidade de manter seu desempenho frente a
condicbes fisiologicas variaveis (DRIEDZIC; GESSER, 1994). Em animais
ectotérmicos, o0 coracao esta sujeito a variagdes maiores em concentracdes de gases,
no equilibrio acido-base e na temperatura, quando comparados aos vertebrados
endotérmicos. Essas caracteristicas ocorrem devido as flutuacdes ambientais, subitas
e imprevisiveis, a que estes animais estao sujeitos (DRIEDZIC; GESSER, 1994).

O musculo cardiaco de peixes teledsteos situa-se alojado dentro do saco
pericardico, sendo constituido por 4 camaras em série, que bombeiam sangue
vVenoso: seio venoso, atrio, ventriculo e bulbo arterioso. Funcionando de maneira
conjunta, essas 4 camaras potencializam a energia e cinética do sangue (FARREL,;
JONES, 1992).

As células musculares cardiacas de peixes e mamiferos diferem-se em relacéo
ao: a) tamanho reduzido em peixes; b) desenvolvimento limitado do reticulo
sarcoplasmatico; c) arranjo periférico das miofibrilas; d) conteudo variavel de
mioglobina intracelular (FARREL; JONES, 1992; TIBBITS et al., 1991). Uma
importante vantagem funcional conferida por um miécito reduzido é a maior razao
entre a area superficial da sarcolema e o volume intracelular, tendo uma menor

distancia do exterior para o interior da célula, essencial para a troca de substancias
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como o célcio entre espacos intra e extracelulares (DRIEDZIC; GESSER, 1994;
VORNANEN, 1997).

Diferentemente do que observado em ectotérmicos, em mamiferos ocorre a
presenca de tubulos-T, que sdo invagina¢gbes da sarcolema e que colaboram na
propagacdo do potencial de acdo para o interior da célula e reduz a distancia de
difusdo do célcio do meio extracelular para o meio intracelular e vice-versa. Bers
(1991) diz que os tubulos-T correspondem de 30% a 50% da area sarcolemal
ventricular nos mamiferos.

O reticulo sarcoplasmatico (RS) € outra caracteristica que difere entre os
cardiomidcitos de peixes e mamiferos, tanto na abundancia e distribuicdo quanto na
sua propria funcionalidade. O RS é uma organela especializada no armazenamento e
liberacdo de célcio para o mecanismo de contracdo muscular, imprescindivel para a
ativacao do aparelho contratil, principalmente em aves e mamiferos, onde o RS é bem
desenvolvido (CHAPMAN, 1983; BERS, 1987, 1989, 1991, 2001; GWATHMEY;
MORGAN, 1991). Mas, o desenvolvimento do RS é variado entre as espécies de
vertebrados ectotérmicos, sendo que na maioria dos peixes o0 RS € pouco
desenvolvido e seu papel na contracdo do miocardio pode ndo ser funcional (AHO;
VORNANEN, 1998; DRIEDZIC; GESSER, 1998; SHIELS; FARREL, 1997).

O acoplamento excitagdo-contracdo (acoplamento E-C), apresentado na figura
2, corresponde a sequéncia de eventos que ocorre desde a despolarizagdo do miocito
até a contracdo e relaxamento muscular. A geracao de forca e a frequéncia cardiaca
dependem da quantidade de calcio que interage com as proteinas contrateis, assim
como o tempo em que o calcio permanece disponivel no citosol para tal interacéao
(YUE, 1987). A diferenca mais notavel entre ectotérmicos e endotérmicos esta
relacionada com a origem do calcio utilizado pelas miofibrilas (TIBBITS et al., 1992).
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Figura 2 - Acoplamento excitacdo-contracao de mamiferos

3Na 2K
Sarcolema @ ﬁ
Ca 3Na

Esquema geral do mecanismo de acoplamento E-C do musculo cardiaco de mamiferos. Setas
representam as vias de entrada e saida de Ca?* no sarcoplasma. SR: reticulo sarcoplasmatico; RyR:
canal de Ca?* do RS (canal de rianodina); NCX: trocador Na*/Ca?*; SERCA: Ca. Fonte: Adaptado de
Bers (2002).

A origem do célcio responsavel pela interacdo actino-miosinica (Ca?* ativador)
advém de duas fontes: o meio extracelular, pelos canais voltagem-dependentes do
tipo L (canais lentos) presentes na sarcolema e pelo trocador Na*/Ca?* (NCX) no modo
reverso; o reticulo sarcoplasmatico (RS), uma reserva interna de Ca?*.

Na maioria dos peixes, incluindo a da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), o
RS parece nao ser funcional, devido a sua insensibilidade a rianodina, mostrando que
o calcio extracelular € o principal mecanismo de ativagdo da contracdo (TIBBITS et
al., 1992; VORNANEN, 1997; TREWAVAS, 1982). Por outro lado, alguns teledsteos
conseguem utilizar parte do Ca?* intracelular (depositados no RS), como por exemplo
o curimbatd, Prochilodus lineatus, e a traira, Hoplias malabaricus (RIVAROLI et al.,
2006). O processo de relaxamento muscular em peixes teledsteos com o RS pouco
desenvolvido, como o caso da tilapia-do-Nilo, é atribuido a saida do Ca?* citosélico
por acdo da Ca?*-ATPase sarcolemal e, principalmente pela acdo do NCX atuando
em seu modo normal (VORNANEN et al., 2002).
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Assim, entender o funcionamento dos mecanismos do acoplamento E-C
(Figura 2) também colabora para entender as estratégias utilizadas para se manter o
débito cardiaco apropriado em determinadas espécies (BERS, 1991). O débito
cardiaco é o produto da frequéncia cardiaca e do volume sistélico, e deve ser regulado
para que o fluxo sanguineo seja adequado as condi¢cbes impostas pelo ambiente,
principalmente em ectotérmicos, em que sua regulacéo de temperatura depende das
oscilagbes ambientais.

A exposicdo de organismos a diferentes tipos de poluentes pode alterar de
diferentes formas o0s mecanismos descritos acima e causar diversas respostas
cardiacas de acordo com a espécie. Tort e Madsen (1991) reportaram o bloqueio dos
canais de célcio do musculo cardiaco de Squalus acanthias expostos a cadmio e
zinco, causando uma reducdo na taxa de contracdo. Por outro lado, Milligan e Wood
(1982) constataram incrementos na taxa de contracdo e de pressdo sanguinea em
trutas expostas por periodos prolongados em aguas com pH 4-4,5, causando estresse
nos animais. Os autores constataram que o0 estresse induziu a liberacdo de
catecolaminas a partir dos nervos autbnomos, provocando as respostas cardiacas.

A utilizac&o de indices organo-somaéticos, por sua vez, contribui para avaliar o
bem-estar do peixe em relacdo a condi¢cdes alimentares e a influéncia de fatores
ambientais sobre o animal (VAZZOLER, 1996). Sdo indices interessantes ao se
comparar individuos da mesma espécie ou de espécies similares, como é 0 caso
apresentado por Norris et al (2000), em que peixes contaminados por metais
apresentam um indice hepatossoméatico menor do que peixes de ambientes nao
contaminados.

A massa ventricular relativa € um indice importante para avaliagdo de danos
estruturais e funcionais no coragéo. Bartolome et al (1982), por exemplo, observou
mudancas no peso do coracdo de ratos expostos ao mercurio organico e inorganico.
E possivel observar hipertrofia cardiaca em animais expostos a poluentes, muitas
vezes relacionado a necessidade de aumento da performance cardiaca. Outro indice
muito utilizado para avaliar a saude de animais e, principalmente comparar animais
de ambientes degradados com ambientes ndo degradados, é o fator de condigéo
(LIMA-JUNIOR; GOITEIN, 2002). Por utilizar o peso do animal e o comprimento total,
assume-se que animais de ambientes ndo degradados apresentem um peso e

comprimento maior, devido as condi¢des favoraveis.
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1.5Consideracdes sobre a espécie estudada

As tilapias s&o originarias da Africa e Asia e foram introduzidas no Brasil a partir
da década de 70 (PINHEIRO et al., 2006). E uma espécie capaz de ser produzida e
cultivada tanto em clima tropical como subtropical (MORO et al., 2013). O processo
de criacdo de tilapias é chamado de tilapicultura e, atualmente, € uma 6tima alternativa
para a piscicultura de agua doce e estuarina (THOMAZ, 2008). Meurer et al. (2003)
destaca que a rapida expansao da tilapicultura é resultado do 6timo desempenho,
elevada rusticidade, facilidade na obtencdo e manejo de alevinos, plasticidade frente
aos diversos sistemas de criacdo, aceitacdo no mercado de lazer e alimenticio, além
da qualidade nutritiva e organoléptica de seu filé. Tais caracteristicas permitem que o
grupo das tilapias, que compreende espécies do género Oreochromis e Tilapia, em
especial a espécie Oreochromis niloticus, seja uma das espécies mais cultivadas no
mundo, sendo resistentes a altas temperaturas, baixas concentracées de oxigénio
dissolvido e altas concentracdes de amdnia na agua (BOSCOLO et al., 2001).

De acordo com Popma e Masser (1999), a tilapia-do-Nilo é lateralmente
comprimida, com uma longa nadadeira dorsal, sendo a parte anterior espinhada. A
pélvis e a nadadeira anal também possuem espinhos (Figura 3). Essa espécie constroi
ninhos e os ovos fertilizados sé&o incubados na boca.

Segundo Trewavas (1982), a tilapia-do-Nilo ocupa a seguinte posi¢ao
sistematica:

Classe: OSTEICHTYES

Subclasse: ACTINOPTERYGII
Superordem: TELEOSTEI
Ordem: PERCIFORMES
Familia: CICHLIDAE
Género: Oreochromis
Espécie: Oreochromis niloticus (LINNAEUS, 1758)
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Figura 3 - Foto de um exemplar de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus

Exemplar de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus. Fonte: autor.

No entanto, apesar dos beneficios econdmicos e alimenticios propiciados pela
espécie, existem impactos negativos em relacao a introducéo de tilapias no ambiente.
E importante avaliar os impactos ecoldgicos que podem ocorrer devido a presenca da
tilapia em diferentes tipos de habitats. Attayde et al (2011), por exemplo, verificou que
a introducéo de tilapias em um reservatorio tropical chamado Gargalheiras, localizado
na cidade de Acari, na regido semi-arida do Rio Grande do Norte, apresentou
beneficios socioecondmicos superestimados em relacdo a introducdo da tilapia. As
mesmas caracteristicas que tornam a tilapia um peixe de relevante interesse
comercial, abrem brechas para que esta espécie invada o territério de espécies
nativas, com grande potencial em se tornar uma praga e de se tornar uma ameaca
para espécies nativas (ATTAYDE, 2007).

Diante das informacgBes citadas acima, a tilapia-do-Nilo apresenta boas
condicdes para se tornar um modelo experimental neste cenario. De acordo com um
Relatério de Impacto Ambiental (RIMA) realizado no ano de 2009 na é&rea industrial
do Complexo do Tubaréo, localizada nos municipios de Serra e Vitéria, Espirito Santo,
Brasil, foram identificadas a presenca de ao menos 4 espécies exoticas, como a
Poecilia reticulata, Hoplosternum littorale, Tilapia rendalli e Oreochromis niloticus. A
presenca de espécies resistentes na area indica que a regido é fortemente impactada
de maneira negativa pelas alteragcdes ambientais que ocorrem no local. As lagoas do
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Complexo do Tubardo possuem interligacdes e facilitam a dispersdo das espécies,
gue pode resultar em maior ocorréncia da tilapia em outros pontos.

Apo6s as informacbes detalhadas a respeito do MPAS, dos biomarcadores
fisiologicos e das consideragcfes sobre a espécie estudada, a hipétese deste trabalho
foi: a exposicdo aguda ao MPAS é capaz de alterar a funcao cardiaca de tilapia-do-

Nilo, Oreochromis niloticus.

2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo geral avaliar os efeitos de exposicoes
agudas ao material particulado atmosférico sedimentavel (MPAS) proveniente da
atividade siderurgica (“p6 preto”) sobre biomarcadores bioquimicos e fisiolégicos de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Os peixes foram expostos por 96 horas ao
MPAS dissolvido na agua, nas concentracdes de 0,01 g.L %, 0,1 g.L*e 1,0g.L e os

seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

A) Determinar as respostas inotrépicas (desenvolvimento do pico de forca
de contracdo isométrica) e cronotrépicas (tempo para o desenvolvimento do pico de
tensdo, tempo para 50% do relaxamento e taxas de contracdo e relaxamento) das
tiras ventriculares isoladas e estimuladas eletricamente a 0,2 Hz ou 12 bpm durante
30 minutos e comparar os resultados obtidos nos animais controles e expostos ao “p6
preto”.

B) Avaliar os efeitos do aumento da taxa de estimulagéo elétrica sobre a
forca de contracdo do miocardio ventricular e sobre os parametros tempo-
dependentes, tanto nos animais controle quanto nos intoxicados, avaliando o
acoplamento excitagdo-contracdo numa ampla faixa de frequéncia, passando por
frequéncias fisiologicamente relevantes, observadas in vivo.

(03] Analisar os efeitos de pausas de 10, 30, 60 e 300 segundos na
estimulacdo elétrica sobre o desenvolvimento de forga (% dos valores obtidos antes
da pausa) das tiras ventriculares das tilapias dos grupos controle e expostos ao MPAS.

D) Avaliar os efeitos do “pd preto” no indice de capacidade de

bombeamento cardiaco (CBC) da espécie.

A partir dessa avaliagdo da contratilidade miocardica ex vivo foi, entdo,

realizada a escolha da concentracdo realistica de MPAS que apresentou os efeitos
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mais pronunciados e evidentes na performance cardiaca da tilapia-do-Nilo. Essa

concentracgédo foi a 1,0 g.L'* de MPAS. A partir disso, objetivou-se especificamente:

E) Determinar e quantificar os metais presentes no MPAS e a
biodisponibilidade de seus constituintes no meio aquoso.

F) Obter os indices organo-somaticos: indice hepatossomatico (IHS),
massa ventricular relativa (MVR) e fator de condicdo (K) que séo indicadores do bem-
estar e saude refletindo estado geral do individuo.

G) Determinar o contetudo de hemoglobina (Hb) no sangue das tilapias-do-
Nilo como indicador da capacidade do sangue em transportar oxigénio aos tecidos.

H) Quantificar os niveis plasmaticos de cortisol, glicose e proteinas
plasmaticas totais, comumente utilizados como indicadores para a avaliacdo da
condicao de estresse em peixes.

) Analisar os biomarcadores de estresse oxidativo como o contetudo do
antioxidante ndo-enzimatico glutationa reduzida (GSH) no sangue total e no coracéao,
além dos niveis de lipoperoxidacdo (LPO) e de proteinas carboniladas (PC) no plasma
e no coracao das tilapias dos diferentes grupos.

J) Avaliar a expressdo do trocador Na*/Ca?* (NCX1) no ventriculo das

tilapias controles e expostas a 1,0 g.L* de MPAS.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aprovacao do comité de ética e uso de animais (CEUA)

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de S&o Carlos - CEUA/UFSCar (n° 8105110718).

3.2 Coleta e tratamento do Material Particulado Atmosférico Sedimentavel
(MPAS)

As amostras de MPAS foram coletadas na llha do Boi (Figura 4), localizada a
aproximadamente 14 km do Complexo do Tubar&o, em Vitoria, Espirito Santo, Brasil
(20°17'03.8" S, 40° 14' 24.9" W). A llha do Boi é uma ilha que possui apenas trafego
local e, consequentemente, baixo nivel de contaminacdo por fontes de poluicdo
moveis. No entanto, a ilha recebe diretamente a poluicdo por MPA emitido no

Complexo do Tubarédo (Figuras 5 e 6), devido a alta taxa de atividade minero-
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sideruargica do local, incluindo atividades como pelotizacdo, estocagem e transporte
de minério de ferro, além da producédo de aco em diferentes ligas metalicas, emitindo
o0 MPA que se deposita por toda regiao (SANTOS et al., 2017). As figuras 7 e 8
mostram o acumulo do MPAS em diferentes locais e a figura 9 mostra o MPAS na

forma bruta, sem peneiramento.

Figura 4 - Localizagdo do Complexo do Tubaréo e da llha do Boi, Vitoria - ES

¢(Complexo do Tubarao

L0
(]

- |Iha do Boi

Google Earth

Localizacdo do Complexo do Tubardo e do ponto de coleta das amostras de MPAS na Ilha do Boi,
Vitéria, Espirito Santo - ES, Brasil. Fonte: elaborado pelo autor.

As coletas do MPAS foram realizadas em margo de 2018, com contéineres
situados 20 m acima do ch&o na llha do Boi. A duracdo da coleta foi de 30 dias
consecutivos (5 g - 8 g.m? em uma area de 5000 m2) resultando em 6 amostras, cada
uma em 5 dias (SOUZA et al., 2021a). O material foi coletado pela ONG Juntos SOS
Ambiental, mantido em recipientes plasticos em temperatura ambiente (SOUZA et al.,
2021a) e posteriormente foram enviados para o Laboratério de Zoofisiologia e

Bioquimica Comparativa do Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas (DCF), UFSCar.
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Figura 5 - Foto panoramica do complexo do Tubardo e emissao de fumaca

Foto panoramica do complexo minero-siderurgico da cidade de Vitdria, o Complexo do Tubardo. Fonte:
ONG Juntos SOS Ambiental.

Figura 6 - Foto panoramica do complexo do Tubardo e pontos de emissao do po
preto

Foto panoramica do complexo minero-siderurgico da cidade de Vitdria, o Complexo do Tubardo. Na
imagem é possivel observar alguns pontos de emissdo do MPAS que contribuem com a polui¢do da
regido. Fonte: ONG Juntos SOS Ambiental.
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Figura 7 - Foto do acumulo de p6 preto em uma residéncia de Vitéria — ES

Acumulo do MPAS em uma residéncia da regido de Vitéria. Fonte: ONG Juntos SOS Ambiental.

Figura 8 - Foto do acumulo de pé preto em papel

Acumulo do p6 preto em papel toalha em uma residéncia de Vitéria — ES. Fonte: ONG Juntos SOS
Ambiental.
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Figura 9 - Foto do po preto (MPAS) bruto

Material bruto coletado pela ONG Juntos SOS Ambiental, com particulas agregadas e desagregadas.
Fonte: ONG Juntos SOS Ambiental.

3.3 Delineamento experimental

Exemplares juvenis de ambos os sexos de tilapia-do-Nilo, O. niloticus (massa
=69 g £ 3.6, comprimento = 15.6 cm % 0.24, média + EPM) foram gentilmente cedidos
pela piscicultura Visconde, de Sao Carlos - SP e pela piscicultura Polettini de Mogi-
Mirim - SP. Em seguida, os peixes foram transportados para o Laboratério de
Zoofisiologia do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas - UFSCar, para aclimatarem
as condices laboratoriais e realizacdo dos experimentos.

Os peixes foram mantidos em tanques com capacidade de 500 e 1000 L,
dotados de recirculacdo continua de agua termostatizada, aeracdo constante e
temperatura controlada (24 £+ 1 °C), durante um periodo de pelo menos 30 dias para
a recuperacao do estresse decorrente da coleta, transporte e aclimatacdo. Os peixes
foram alimentados duas vezes a cada semana com ra¢cdo comercial da marca Acqua
Line®, composta por 32% de proteina e com tamanho médio de 5 mm, de maneira ad
libitum. A alimentacéo dos animais foi cessada 48 horas antes das exposicoes.

As tilapias foram divididas em 4 grupos experimentais: Grupo Ct (controle, ou
seja, agua livre de “p6 preto”, n = 10), grupo MPAS 001 (peixes expostos por 96 horas
a 0,01 g.L* de “pd preto”, n = 10), grupo MPAS 01 (peixes expostos por 96 horas a
0,1 g.L ! de “p6 preto”, n = 10) e grupo MPAS 1 (peixes expostos por 96 horas a 1,0
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g.Lt de “po preto”, n = 10). A figura 10 exibe as etapas de coleta do MPAS e dos
exemplares de tilapia.

Figura 10 - Fluxograma da coleta do MPAS e dos exemplares de tilapia-do-Nilo

Coleta do
@ Deposicao MPAS pela
»| terrestre e ONG "Juntos
MPAS aquatica SOsS
u Ambiental”

Y

Envio do
Preparacéo do MPAS para a
Separacao do material material: UFSCar - DCF
para exposicao peneiracio e - (Departamento
sonicacao de Ciéncias
| Fisiolégicas)
—_—— ] | ] ] | ] ] ] ] | ] ] | ] | ] ] |
Coleta dos animais Animais mantidos Aclimatacido
nas Pisciculturas em tanques de dos animais
Visconde e 1000 L Agua durante 30 Defini¢do dos
| Polettini termostatizada 24 & dias grupos
L 1°C experimentais
Total de aquarios: 8 l

Total de aquarios por grupo: Ct = Controle
2 =

MPAS 001 = 0,01 g.L-1
MPAS 01=0,19g.L-1
MPAS1=1,0g.L-1

Exposicdes dos
Total de animais por animais em

aquario: 2 aquarios de 180 L

n =12 por grupo

Fluxograma geral das etapas contidas no delineamento experimental. A) panorama geral da coleta,
transporte, separacao e preparacdo do MPAS. B) panorama geral da coleta, transporte, aclimatacéo e
exposicdo dos peixes ao MPAS. As etapas descritas nesse fluxograma sé@o de carater geral, sendo
exploradas e detalhadas em tdpicos seguintes. Fonte: elaborado pelo autor.

As exposicoes foram realizadas em aquarios de 180 L, ndo excedendo o limite
de 1,0 g.L! da relacdo peixe/agua estabelecido pela OECD (Organisation for
Economic Co-operation and Development) “Guideline for testing of chemicals” (2014).
Dessa forma, as exposi¢oes foram realizadas com, no maximo, 2 peixes por aquario.
O periodo de experimentos foi realizado durante o verdo de 2019. A temperatura dos
aguarios foi mantida em 25 °C em sistema semi-estatico, em que 1/3 da agua dos
aguarios experimentais foi renovada a cada 48 horas para manter os parametros
fisico-quimicos de qualidade de agua, além de manter os niveis do MPAS. O “p6 preto”

foi adicionado em uma quantidade de agua retirada dos proprios aguarios em um
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recipiente reservado. Apos esse procedimento, o recipiente passou pelo processo de
sonicacdo em banho de ultrassom por 30 minutos, sendo finalmente despejado por
completo nos aquarios experimentais para o inicio das exposi¢oes.

As concentracbes de MPAS foram definidas com base nos calculos de
deposicao diaria/mensal que ocorre na Regidao Metropolitana da Grande Vitoria (ES).
Santos et al. (2017) verificaram que as maiores taxas de deposicdo do MPAS foram
16 g/m2 e 14 g/m2 mensais, resultando em aproximadamente 0,5 g/m2 diarios. De
acordo com informacgdes publicas constadas no site do IEMA (Instituto de Meio
Ambiente e Recursos Hidricos), a deposicdo média diaria de p6 preto pode apresentar
picos diarios superiores a 1,0 g/m2 por dia. A partir dessa informacédo, foram
selecionadas as trés concentragOes avaliadas no presente trabalho, sendo a mais
baixa concentracdo (MPAS 001, grupo exposto a 0,01 g.L-* de MPAS), grupo de média
concentracdo (MPAS 01, grupo exposto a 0,1 g.L' de MPAS) e grupo de alta
concentracdo (MPAS 1, grupo exposto a 1,0 g.L"* de MPAS).

3.4 Determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas da 4gua

As medicOes das variaveis fisico-quimicas da agua foram realizadas em todos
0S grupos experimentais. As medicdes foram feitas diariamente e no mesmo horario,

para evitar possiveis alteracées.

3.4.1. Temperatura, pH e condutividade

Os valores de pH, temperatura e condutividade foram medidos com o aparelho
multiparametro (Figura 11) Orion Star™ A329 (ThermoFisher Scientific Inc.)
previamente calibrado antes das medi¢Oes diarias. O pH e temperatura foram medidos
utilizando a mesma sonda de detecc¢éo, enquanto a condutividade foi medida com sua
sonda especifica. A medicdo dessas variaveis foi realizada por meio do
mergulhamento de suas respectivas sondas nos aquarios experimentais por um

periodo suficiente para que a medi¢ao se tornasse precisa.



39

Figura 11 - Sonda multiparametro Orion Star™ A329

Sonda multipar@metro Orion Star™ A329 (ThermoFisher Scientific Inc.) utilizado nas medi¢des de pH,
temperatura e condutividade da agua. Fonte: autor.

3.4.2. Oxigénio dissolvido na agua

Os niveis de oxigénio dissolvido foram medidos com o aparelho Fibox 3 Mini
Sensor Oxygen Meter (PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg, Alemanha),
que fornece medicdes precisas através de fibra dptica. Conectado a um computador,
o Fibox 3 (Figura 12) acompanhado de seu software permitiu a medicéo e leitura do

oxigénio dissolvido nas amostras de agua dos aquarios experimentais.
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Figura 12 - Fibox 3 Mini Sensor Oxygen Meter

=

Fibox 3 Mini Sensor Oxygen Meter (PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg, Alemanha),
utilizado nas medigGes do nivel de oxigénio dissolvido na dgua. Fonte: autor.

3.4.3 Concentracdo de amdnia na agua

As concentracdes de amoénia foram determinadas com o reagente Nessler
(GREENBERG et al., 1976). A solucdo padrédo de amonia foi preparada com 4 mg.L
de NH4CI. A partir da solucdo padréo de amodnia, outras solugdes padrdes foram feitas
partindo de diluicbes de 50% da solucdo padrdo (4 mg.L?), resultando em
concentracdes de 2 mg.Lt, 1 mg.L?, 0,5 mg.L Y e 0,25 mg.Lt. Foram pipetados 1 ml
das amostras, 1 ml das solu¢cfes-padrao e 1 mL de agua destilada (branco) em tubos
de ensaio. Em seguida, 200 pL do reagente Nessler (Imbralab Quimica e
Farmacéutica Ltda., Ribeirdo Preto - SP) foram pipetados em todos os tubos de ensaio
e, posteriormente, os tubos foram agitados em vortex. Apés 30 minutos de repouso,
as amostras foram lidas em espectrofotdmetro a A = 425 nm. Valores de amoénia foram
expressos em mg.L e estimados a partir da curva padréo feita com cloreto de amonia
(NH4CI).

3.4.4 Alcalinidade

A alcalinidade foi medida pelo método volumétrico de acordo com as técnicas
descritas por Golterman e Climo (1969). Amostras de 100 ml de agua foram coletadas
dos aquarios para determinacdo do valor de pH. Para determinar a alcalinidade,
utilizou-se &acido sulfarico 0,01 N como indicador para a titulagéo até o pH 4,0.
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Para calcular a alcalinidade das amostras, foi utilizada a seguinte férmula:

V1x* N *Eq

Alcalinidade =
Va

Onde:

V1: volume do H2SO4 utilizado para titular a amostra até pH 4,0;
N: normalidade do H2SOy;

EqQ: equivalente do H2SOg;

Va: volume da amostra.

3.5 Estudo da contratilidade miocardica ex vivo

Os animais dos distintos grupos experimentais foram eutanasiados por
concussao seguida de seccao da medula espinhal em conformidade com as normas
da “American Veterinary Medical Association” (AVMA, 2013) e com a Diretriz da
Pratica de Eutanasia do CONCEA, uma vez que qualquer anestésico empregado
interfere na funcdo cardiaca, induzindo inotropismo negativo pela inibicdo dos canais
de Ca?* tipo L e reducdo do Ca?* transiente (HANLEY et al., 2004).

As preparagdes experimentais foram efetuadas de acordo com o0s
procedimentos adotados por Monteiro et al (2017). Apds a eutanasia, os coracfes
foram removidos cirurgicamente e colocados em solucéo fisiol6gica propria para a
espécie, composta por (mM): 100,0 de NaCl, 5,0 de KCI, 1,2 de MgClz, 1,5 de
NaH2PO4, 27,0 de NaHCOs, 2,5 CaClz e 10 de CeH120s, pH 7,2.

Em seguida, foram preparados anéis ventriculares de largura de
aproximadamente 3-4 mm através do corte transversal do ventriculo. O apice do
ventriculo foi desprezado para diminuir a probabilidade de ocorréncia de contracdes
espontaneas das preparacdes no decorrer dos experimentos. Os anéis ventriculares
foram entéo cortados ao meio para a obtencéo de pares de tiras ventriculares (Figura
14) contendo camadas compactas e esponjosas (massa = 0,0014 g + 0,0001,
comprimento = 0,1230 cm % 0,0147, média £ EPM). A figura 13 exibe um fluxograma

desde a etapa de exposicéo até o preparo das tiras ventriculares.
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Figura 13 - Fluxograma de exposicao e preparo das tiras ventriculares
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Fluxograma contendo o inicio das exposi¢des até o momento do preparo das tiras ventriculares. Fonte:

elaborado pelo autor.
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Figura 14 - Remocéao do coracéo e preparacao das tiras ventriculares

ventriculo

_ Tiras ventriculares
Anel ventricular

Ventriculoisolado

Preparacao das tiras ventriculares de tilapia, O. niloticus. Remoc¢é&o do coracdo do animal, remocao do
atrio e bulbo arterioso, cortes transversais no ventriculo e preparo das tiras ventriculares. Fonte:
Adaptado de Rivaroli (2011).

As extremidades das tiras ventriculares foram presas em duas pequenas
espirais metélicas e as preparacbes foram suspensas verticalmente em banhos
(Figura 16, B) termostatizados a 25°C (Figura 15, B) contendo a solucdo fisiol6gica
descrita acima e dotados de borbulhamento constante de mistura carbogénica (Figura
15, A) composta de 2% CO2 e 98% O2. A figura 15 exibe o conjunto do setup

experimental, contendo os principais componentes para realizacdo dos experimentos.
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Figura 15 - Setup experimental

Setup experimental. A) cilindro de mistura carbogénica composto por 2% de CO2 e 98% de O2. B)
banho responsavel por manter a temperatura estavel a 25°C. C) estimulador elétrico GRASS S88
Stimulator e sistema de aquisicdo de dados Biopac MP150. D) cubetas de experimentacdo e
transdutores de forga isométricas acoplados ao estimulador elétrico. Fonte: autor.



45

Figura 16 - Setup experimental: cubeta e micro-estirador

Detalhe do setup experimental. A) cubeta e micro-estirador. B) cubeta de experimentagdo. C) micro-
estirador. Fonte: autor.

A espiral metalica de uma extremidade da tira foi fixada a um gancho em torno
de um par de eletrodos de estimulacdo (Figura 17, G e Figura 18, E). A outra espiral
foi conectada a um transdutor de forca isométrica (Figura 17, A e Figura 18, A) (Grass
FT.03 Transducer, Grass Technologies, West Warwick, RI, USA) por meio de um fio
de aco inoxidavel (Figura 17, B e Figura 18, B). Os eletrodos de estimulacao foram
acoplados a um estimulador (Figura 15, C) (Grass S88 Stimulator, West Warwick, Rl,
USA), que permitiu a estimulagéo elétrica das tiras em diferentes taxas gerando pulsos
elétricos quadrados de 8 ms com uma tensao 50% acima do limiar de forca (~ 80V,
100 mA). Os transdutores de forca isométrica foram acoplados ao sistema de

aquisicao de dados (Figura 15, C) Biopac MP150 (Figura 15, C) (Biopac Systems, Inc.,
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USA) com software de aquisicdo e analise AcqKnowledge (Biopac Systems Inc.,
USA).

As tiras inicialmente foram estimuladas e estabilizadas a uma frequéncia
constante de 0,2 Hz (12 bpm) antes do inicio dos protocolos experimentais descritos
abaixo. Foram realizados estiramentos das tiras ventriculares utilizando
micromanipuladores (Figura 18), aumentando-se a distancia entre o transdutor de
forca isométrica e o gancho de fixacdo. Esses estiramentos foram realizados para que
a relagéo entre o comprimento da tira ventricular e o pico de tens&o pudesse ser obtida
de acordo com a lei de Frank-Starling, obtendo dessa forma a for¢ca de contracao
cardiaca maxima de acordo com o grau de estiramento da fibra cardiaca (ALLEN;
KENTISH, 1985).

Figura 17 - llustracdo da cubeta experimental e seus componentes

\ﬂ

Detalhe ilustrado do setup experimental (cubeta). A) transdutor de forca isométrico; B) Linha metalica
conectada as espirais metélicas; C) Solucdo fisiolégica prépria para a espécie (descrita na
metodologia); D) Espirais metalicas de fixagdo da tira ventricular; E) Tira ventricular; F) Solugdo
carbogénica de 98% Oz e 2% COz2; G) Eletrodos de platina responsaveis pela estimulacdo elétrica.
Fonte: Adaptado de Rivaroli (2011).
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Figura 18 - llustracdo do micro-estirador e seus componentes

»
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Detalhe do setup experimental (micro-estirador). A) Transdutor de for¢a isométrico; B) Linha metalica;
C) Tira ventricular; D) Soluc¢do fisiologica prépria para a espécie; E) Eletrodos de platina responséaveis
pela estimulacéo elétrica. Fonte: Adaptado de Rivaroli (2011).

3.6 Aplicacao dos protocolos experimentais

Todos os protocolos experimentais foram aplicados nas preparacdes de tiras
ventriculares dos animais dos grupos controle e expostos a diferentes concentracdes
de MPAS.

3.6.1 Efeito do tempo

As tiras ventriculares foram mantidas a 0,2 Hz (12 bpm) a 25 °C por um periodo
de 30 minutos, durante o qual as ondas de contracdo foram registradas
ininterruptamente para avaliar a possivel ocorréncia de uma deterioracao da forca de
contracdo isométrica ou alteragbes na dindmica cardiaca no decorrer do periodo
experimental. Este protocolo permite avaliar o estado contrétil das tiras além de

possibilitar correcbes dos parametros obtidos nos demais protocolos experimentais,
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em caso de deterioracéo da forca. A figura 19 apresenta uma imagem do software de

aquisicao AcgKnowledge e a aplicacao do protocolo Efeito do tempo.

Figura 19 - Exemplo de registros do Protocolo Efeito do tempo no software de
aquisicao de dados AcqgKnowledge
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Aplicacdo do protocolo de Efeito do tempo. Registros tipicos de contragdes isométricas desenvolvidas
pelas tiras ventriculares de tilapia, O. niloticus, na frequéncia de estimulagdo de 0,2 Hz (12 bpm). As
tiras foram mantidas na frequéncia de 0,2 Hz por 30 minutos. Fonte: autor.

3.6.2 Efeito de Incrementos Graduais na Frequéncia de Estimulacdo Elétrica
(relacéo forca-frequéncia)

Este protocolo foi realizado com o objetivo de determinar a capacidade do
miocardio do animal em manter o acoplamento excitacdo-contracéo (E-C) frente a
incrementos da frequéncia de estimulacéo elétrica, a partir de 0,2 Hz. Foi considerada
a frequéncia maxima de estimulacdo aquela em que pelo menos 80% das tiras ainda
foram capazes de se contrair regularmente. Foi aplicado um fator de correcdo em
porcentagem baseado na deterioracdo da forca de contracdo durante o protocolo
aplicado anteriormente (efeito do tempo). A figura 20 apresenta exemplos de registros
do protocolo efeito do incremento gradual na frequéncia de estimulacdo no software
de aquisicado de dados AcgKnowledge.
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Figura 20 - Exemplo de registros do Protocolo Efeito do Incremento gradual na
Frequéncia de Estimulac&o Elétrica no software de aquisicdo de dados
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Aplicacéo do protocolo de forca-frequéncia. Registros tipicos de contracdes isométricas desenvolvidas
pelas tiras ventriculares de tilapia, O. niloticus, em diferentes frequéncias de estimulagdo. Fonte: autor.

3.6.3 P6s-Pausa

Apos a aplicacdo do protocolo de forca-frequéncia as tiras voltaram a ser
estimuladas a 0,2 Hz, sendo submetidas a pausas na estimulacao elétrica de 10, 30,
60 e 300 segundos. A primeira contracdo apés a pausa foi analisada a fim de se avaliar
a capacidade de armazenamento intracelular de Ca?*. A figura 21 apresenta exemplos
de registros do protocolo de pausas na frequéncia de estimulacdo no software de

aguisicao de dados AcqgKnowledge.
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Figura 21 - Exemplo de registros do Protocolo Potenciagcédo pds-pausa no software
de aquisicdo de dados AcgKnowledge
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Aplicacao do protocolo de Potenciacao pds-pausa. Registros tipicos da for¢a de contragéo isométrica
desenvolvida pelas tiras ventriculares de tilapia, O. niloticus, apds a estabilizacdo a 0,2 Hz e suas
respectivas potenciacdes apds pausas diastdlicas de 10, 30, 60 e 300 segundos. Fonte: autor.

A figura 22 sintetiza a aplicacdo dos protocolos descritos anteriormente, por

ordem de aplicacdo e demais processos envolvidos durante a aplicacdo dos

protocolos.



51

Figura 22 - Fluxograma da aplicacéo dos protocolos experimentais nas tiras
ventriculares

Tiras ventriculares

conectadas a espiral --- . .
metélica i Cubetas experimentais

'- - »| mantidas em 24 °C com
banho termoestatico

Estabilizagéo da tira ventricular em
0,2 Hz

Lei de Frank-Starling

Aplicacdo dos protocolos
experimentais

J

'

2° 3°
1° —
Protocolo Efeito do Tempo Protocolo :‘J«umento da Protoco!o Potenciacao
Frequéncia de Poés-pausa

Estimulacao

Registro da forca de
contracao (Fc) por 30
minutos

Pausas de 10, 30, 60 e 300
Incrementos graduais na segundos na frequéncia de
estimulacao elétrica estimulacgao elétrica

Medicao das tiras
- »| ventriculares com
paquimetro digital Secagem em papel filtro e pesagem da
porcao contratil das tiras ventriculares

Fluxograma das etapas contidas nos experimentos a partir da eutanasia dos animais. Este fluxograma
contém desde a fixagdo das tiras ventriculares nas espirais metélicas até a aplicacdo dos protocolos
experimentais. Fonte: elaborado pelo autor.

3.7 Forma de apresentacao dos dados

Ao término de cada protocolo, as tiras ventriculares foram levemente secas em
papel de filtro e o peso umido foi determinado da por¢édo da tira cujas contracbes
isométricas haviam sido registradas. A partir da massa e do comprimento da area
contratil calculou-se a area de secao transversal (CSA — “cross-sectional area” — mm?),
assumindo que a densidade do coracdo seja de 1,06 g.cm3 (LAYLAND et al, 1995).
Os seguintes parametros foram analisados:

a) Forca de contracédo (Fc): expressa em mN.mm=2. A Fc é a diferenca entre

os valores do pico de tens&o isométrica e da tensdo de repouso dividida

pelo valor CSA de sua respectiva tira ventricular.
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b) Tempo para o pico de forca (TPT — “time to peak tension”): representado em
valores absolutos expressos em ms. O TPT € o tempo em que cada
contragdo isométrica levou para atingir o pico maximo de tensao.

c) Tempo para metade do relaxamento (THR — “time to half relaxation”):
representado em valores absolutos expressos em ms. O THR € o tempo em
gue cada contracdo isométrica levou para relaxar 50% a partir do pico
méximo de tensao.

d) Taxa de contracdo (dFc/dT — derivada maxima da contracdo): representada
em valores normalizados expressos em mN.mm=2.s2,

e) Taxa de relaxamento (-dFc/dT — derivada maxima do relaxamento):
representada em valores normalizados expressos em mN.mm2.s.

f) Linha de base ou tenséo de repouso (RT — “resting tension”): representado
representada em valores normalizados expressos em mN.mm-=2.

g) Capacidade de bombeamento cardiaco (CBC): indice calculado como o

produto da Fc pela frequéncia de estimulacéo e expresso em mN.mm=2.s1

A figura 23 contém uma ilustracdo com todos os parametros supracitados e o
gue eles representam nos registros de for¢ca de contracédo isométrica adquiridos pelo
software de aquisicdo AcgKnowledge.

Adicionalmente, todas as varidveis testadas foram representadas em
porcentagem em relacdo a frequéncia de 0,2 Hz para que verificasse seu
comportamento ao longo do incremento de estimulacdo. Nos experimentos onde foi
analisada a tensao (Fc) pos-repouso, os valores obtidos foram expressos como uma

porcentagem em relacdo a ultima contracdo precedente ao repouso.
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Figura 23 - Parametros avaliados nos registros de for¢ca de contracao isométrica das
tiras ventriculares

RT

Variaveis medidas nos registros de forgca de contragdo isométrica dos diferentes protocolos
experimentais. Fc: for¢a de contragdo isométrica; TPT: tempo para o pico maximo de tensdo; THR:
tempo para 50% do relaxamento; dFc/dT: taxa de contracdo; -dFc/dT: taxa de relaxamento; RT: linha
de base ou tensdo de repouso. Fonte: elaborado pelo autor.

3.8 Andlises complementares apés a exposicdo a 1,0 g.Lt de MPAS

AplOs a obtencdo dos resultados advindos dos protocolos de estudo da
contratilidade miocardica ex vivo de tilapia, foram selecionados os grupos controle e
exposto MPAS 1 (exposto a 1,0 g.L, grupo de maior concentracdo de MPAS), por
exibir os resultados mais expressivos entre as concentracdes testadas.

Uma nova exposicao foi realizada com o grupo MPAS 1 (Ct, n =15; MPAS 1, n
= 15), grupo que apresentou os resultados mais expressivos, para coleta de amostras
de sangue e para coleta do coragéo para a realizacdo de andlises de biomarcadores
fisiologicos e bioquimicos adicionais.

Os animais foram submetidos as mesmas condicdes das exposicoes
anteriores, sendo coletados apods o periodo de 96 horas de exposicdo ao MPAS.
Amostras de sangue (0,5 a 1,0 mL) foram coletadas por meio de puncao da veia
caudal, com seringas heparinizadas. Em seguida, os animais foram imediatamente
sacrificados por seccdo medular. N&o foi utilizado qualquer tipo de anestésico para
evitar alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes (WDZIECZAK et al., 1982).
Uma parte do sangue foi utilizada para a quantificagdo de hemoglobina e o restante

foi centrifugado a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C para a obtencéo do plasma.
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Os coracdes foram lavados em solucdo salina 0,9% para retirada de impurezas e
secos em papel filtro e junto com as amostras de plasma foram congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer (-80°C).

Durante a coleta os animais foram medidos (peso e comprimento total) e os
figados e ventriculos foram pesados para obtencdo da massa umida.

Com a simples medicao desses parametros foi possivel obter indices, como o
hepatossomatico (IHS), massa ventricular relativa (MVR) e fator de condicédo (K).
Todos os indices utilizados estao descritos a seguir.

3.8.1 indices Organo-somaticos
Os indices organo-somaticos foram obtidos para avaliar o estado de satde
geral dos animais. Os indices estdo descritos a seguir.

3.8.1.1 indice Hepatossomatico (IHS)

O indice hepatossoméatico (IHS) reflete o estoque de energia no figado
(glicogénio), responsavel por ser uma importante fonte de armazenamento da energia
consumida pelo animal (CYRINO et al., 2000). O IHS foi calculado a partir da seguinte

formula:

IHS = (F = P) X 100

Onde:

IHS = indice hepatossomatico;
F = peso do figado (g);

P = peso do animal (g).

3.8.1.2 Massa Ventricular Relativa (MVR)

A massa ventricular relativa (MVR) foi calculada para verificar a reorganizagao
estrutural do tecido cardiaco como os processos de hipertrofia e/ou hiperplasia dos
cardiomiocitos (SUN et al., 2009) que podem influenciar variaveis como o débito
cardiaco. Alteracbes neste parametro podem estar correlacionadas com o0s
parametros de contratilidade cardiaca avaliados neste presente trabalho. A féormula

utilizada para calcular a MVR esta descrita a seguir:
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MVR = (Vp = P) x 100

Onde:
MVR = massa ventricular relativa;
Vp = peso do ventriculo (g);

P = peso do animal (g).

3.8.1.3 Fator de condicéao (K)

O fator de condicao (K) foi obtido para verificar o estado fisiologico dos animais,
partindo do pressuposto que individuos com certo peso em dado comprimento estdo
em condi¢gdes melhores (LIMA-JUNIOR; GOITEIN, 2006). O fator de condig&o foi

calculado a partir da seguinte férmula:

K = (100 X P) + 3

Onde:
K = fator de condicao;
P = peso do animal (g);

C = comprimento total do animal (cm).

3.8.2 Biomarcadores bioquimicos

3.8.2.1 Determinacao de hemoglobina total

Para a determinacdo da hemoglobina total, foi utilizado 10 pl de sangue
adicionados a 2 mL de solucéo Drabkin (0,5 g de KCN, 1,4 g de KH2PO4 e 2,0 k de
Ks[Fe(CN)s] para 1 L de agua destilada q.s.p.). A leitura foi realizada em
espectrofotdometro Spectramax 13 (Molecular Devices, USA) a A = 540 nm (DRABKIN,
1948) e o célculo da concentracao foi realizado a partir de uma curva-padréo feita com
o padréo de hemoglobina Labtest. Os valores foram expressos em grama por decilitro
(g/dL).
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3.8.2.2 Determinacao do teor de proteina total

O teor de proteina total do plasma foi determinado utilizando o método classico
de Bradford com Coomassie Brilliant Blue G-250 (BRADFORD, 1976), utilizando
albumina bovina como padrdao. A absorbancia das amostras foi lida em
espectrofotometro Spectramax 13 (Molecular Devices, USA) a A =595 nm. Os valores

de proteina total foram expressos em grama por decilitro (g/dL).

3.8.2.3 Determinacao da glicose plasmatica

Para a determinacédo do nivel de glicose no plasma foi utilizado o kit Labtest
Glicose Liquiform, baseado em um sistema enzimatico capaz de determinar a glicose
no sangue, liquor e liquidos ascético, pleural e sinovial (Labtest Diagndstica S.A.,
Lagoa Santa — MG, Brasil, 2011). A andlise foi realizada de acordo com as instru¢des
do fabricante. As amostras com o reativo de uso foram incubadas em banho-maria a
37 °C durante 10 minutos. A leituras do branco, do padrdo de glicose e das amostras
foram realizadas em espectrofotometro Bel (UV-VIS, BEL Engineering, Italy) a A = 505
nm. Os valores foram expressos em miligrama por decilitro (mg/dL).

3.8.2.4 Determinacdao do cortisol plasmatico

A concentracdo de cortisol no plasma foi determinada pelo método ELISA
utilizando-se o kit Enzo Life Sciences (Inc., Farmingdale, NY, EUA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Foram pipetados 100 pL dos padrdes de cortisol (156,
313, 625, 1250, 2500 e 5000 pg/ml) e 100 pL de amostras de plasma em microplaca
com anticorpo especifico para o cortisol aderido. ApGs a incubacédo por 2 horas em
shaker a 500 rpm em temperatura ambiente, foram pipetados 50 pL do tampéo de
ensaio, 50 pL de conjugado azul e 50 pL de anticorpo amarelo, sucessivamente. Apos
estes procedimentos, a placa foi incubada em repouso por 1 hora e a leitura foi
realizada em espectrofotdbmetro Spectramax 13 (Molecular Devices, USA) a A = 405

nm. Os valores foram expressos em micrograma por mililitro (pg/mL).



57

3.8.2.5 Determinacéo do conteudo de glutationa reduzida (GSH)

Para a determinacdo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) no sangue
total e no tecido cardiaco foi utilizada a metodologia de Beutler et al (1963), usando o
reativo de Elmann (acido 5,5’-ditio di-2-nitrobenzoico — DTNB) adaptada por Wilhelm-
Filho (1996) e Wilhelm-Filho et al (2005).

Logo apds a coleta de sangue as amostras (100 pL) foram tratadas com TCA
(300 pl) 30% na proporcdo 1:3. Apos o tratamento com TCA, as amostras foram
centrifugadas a 5000 rpm durante 15 minutos a 4 °C e os sobrenadantes foram
utilizados para analise do conteido de GSH. Foram adicionados 0,25 mM de DTNB
em tampao fosfato 0,1 M pH 8,0 na propor¢cédo 1:4 aos sobrenadantes dos extratos
acidos. A reacdo da GSH com o reativo de Elmann resulta na formagédo do anion
tiolato, que foi determinado em espectrofotdmetro Bel (UV-VIS, BEL Engineering,
Italy) a A = 412 nm. O coeficiente de extingdo molar de 14,1 mM.cm* da GSH nessas
condic@es foi utilizado verificar a concentracdo da GSH no plasma (mM). Os valores
foram expressos em mM.

Para o tecido cardiaco, os ventriculos dos grupos Ct e MPAS 1 foram
homogeneizados em 500 pL de tampéo hiperosmotico (Sacarose 250 mM, Tris 50
mM, EDTA 1 mM, pH 7,4). O homogeneizado foi obtido com o auxilio de um
homogeneizador IKA T10 basic ULTRA-TURRAX R), que provoca a ruptura de tecidos
por corte com laminas e cavitacéo e, posteriormente foram centrifugados a 10000 G
por um periodo de 40 minutos a uma temperatura de 4° C. A determinacdo de GSH
em amostras de coracdo foram preparadas de acordo com o descrito acima, no
entanto, foram utilizados 300 puL do sobrenadante de homogeneizados de coracdes

do grupo exposto e controle. Os valores foram expressos em nmol.mg proteina.

3.8.2.6 Determinagao dos niveis lipoperoxidacéo (LPO)

A peroxidacgao lipidica foi quantificada pelo método FOX (“Ferrous Oxidation-
Xylenol Orange”) conforme descrito por Jiang et al (1992). Este método consiste na
oxidacdo do Fe?* (sulfato ferroso amoniacal) a Fe3* pelos hidroperéxidos em meio
acido na presenca de um pigmento complexador de Fe (lll), o alaranjado de xilenol.
Cerca de 80 pL de amostras de plasma, tratada com TCA 12% (1:1), foram incubados
durante 30 minutos em temperatura ambiente, com 900 pl de mistura reativa contendo

100 uM de alaranjado de xilenol, 250 uM de FeSOa4 (sulfato ferroso amoniacal), 25
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mM de H2SO4 e 4 mM de butilato hidroxitolueno (BHT) em metanol 90% (v/v). O Fe3*
formado na presenca de hidroperoxidos reage com o alaranjado de xilenol formando
um composto colorido com um pico de absorcdo a A = 560 nm, comprimento de onda
em que as leituras foram realizadas em espectrofotbmetro Bel (UV-VIS, BEL
Engineering, Italy). Para a andlise no tecido cardiaco, os ventriculos foram
homogeneizados de acordo com os procedimentos descritos acima (ver item 3.8.2.5).

Para a quantificacdo dos niveis de LPO foi utilizado o coeficiente de extingédo
molar de 4,3 x 10* M1.cm? do complexo Fe®" alaranjado de xilenol para Hz20z,
hidroperoxido linoleico ou butil hidroperéxido (JIANG et al., 1991). Os valores foram
expressos em micromolar (UM) para o plasma e em nmol.mg proteina® para o tecido

cardiaco.

3.8.2.7 Determinacéo do conteudo de proteina carbonilada (PC)

A determinacdo do conteudo de proteina carbonilada foi utilizada para
verificagdo do nivel de dano oxidativo nas proteinas. As amostras de plasma foram
incubadas em 10 mM DNPH (dinitrofenilhidrazina) preparada em HCI 2,5M, no escuro
e sob agitacdo a cada 10 minutos (REZNICK; PACKER, 1994). As amostras foram
tratadas com TCA 50% e colocadas em banho de gelo por 10 minutos e centrifugadas
a 8000g por 10 minutos. O pellet foi lavado 3 vezes com solucéo etanol:acetato de
etila narazéo 1:1 (v/v). Ao término da ultima lavagem foi adicionado 1 mL de guanidina
6M em cada amostra, sendo agitadas e colocadas em banho-maria (37 °C) por 30
minutos. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas novamente
a 8000g por 10 minutos para a retirada de particulas insolaveis e, posteriormente, 0s
sobrenadantes foram lidos em espectrofotometro Bel (UV-VIS, BEL Engineering, Italy)
a A =370 nm. Para a analise no tecido cardiaco, os ventriculos foram homogeneizados
de acordo com os procedimentos descritos acima (ver item 3.8.2.5).

O conteudo de grupamentos carbonil foi calculado utilizando o coeficiente de
extingdo molar da DNPH g370nm = 22000 M1.cm. Os valores de proteina carbonilada

foram expressos em nmol.mg de proteina.
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3.8.3 Procedimentos experimentais para analise de Western Blotting

A técnica de Western Blotting é utilizada para separar e identificar proteinas,
mesmo em baixas concentragfes, além de permitir a investigacdo da abundancia
proteica, atividade de quinase, localizacdo celular, interacdo proteina-proteina, ou
monitoramento de modificacbes pos-traducionais, ubiquitinizacdo, glicosilacao,
metilacéo etc. (BASS et al., 2017). Este procedimento consiste em 3 etapas principais,
sendo elas: 1) separagcdo das proteinas contidas nas amostras de acordo com o
tamanho pela técnica de eletroforese em gel SDS-PAGE; 2) transferéncia da proteina
para uma membrana, denominada “membrana de transferéncia”; 3) imersdo da
membrana de transferéncia em solucdo contendo anticorpos primarios especificos e,
posteriormente, em anticorpos secundarios (especificos para os anticorpos primarios)
para marcacado da proteina.

Para a extracdo das proteinas, os ventriculos foram homogeneizados conforme
descrito no item 3.8.2.5, utilizando tampé&o hiperosmotico (sacarose 250 mM; Tris 50
mM; EDTA 1 mM; pH 7,4) e centrifugando a 12000 rpm por 40 minutos a 4 °C. O
sobrenadante resultante passou pelo processo de ultra-centrifugacdo a 100000 g a 4
°C por 60 minutos gerando “pellets”. Os “pellets” foram ressuspendidos em cerca de
100 a 150 pL de tampéo Tris-EDTA (Tris 50 mM; EDTA 1 mM; pH 7,4). A quantificacao
de proteinas nessas amostras foi realizada de acordo com o método de Bradford, com
leituras a A = 595 nm em espectrofotometro (KRUGER, 1994).

Posteriormente, cerca de 100 pg de proteina das amostras foram adicionadas
ao tampao de carregamento (Laemmli: uréia 0,5 mM; SDS 0,17 mM; DTT 39 uM; Tris-
Hcl 0,01 M; pH 8,0) e aguecidas a 95 °C durante 5 minutos. Em seguida as amostras
foram aplicadas em géis de SDS-poliacrilamida 10% para obter a identificacdo da
proteina NCX. Os géis foram imersos em tampao de eletroforese (Tris-HCI 25 mM,;
glicina 190 mM; SDS 0,1%) e submetidos a uma tensdo de 100V por 2 horas em
temperatura ambiente.

Ao final do processo de eletroforese, foi realizada a transferéncia das proteinas
dos géis para a membrana de fluoreto de polividileno (PVDF) em tampao de
transferéncia (Tris-HCI 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20%; SDS 0,1%) a 4 °C, em
um Mini TransBlot (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) com corrente costante
de 230 mA durante 10 horas. Posteriormente, as membranas foram bloqueadas por 2
horas em solucdo com leite desnatado a 5% (Molico, Nestle) em tampao TBS-T
(TrisHCI 10 mM; NaCl 100 mM; Tween-20 0,1%; pH 7,5).
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As membranas foram incubadas overnight a 4 °C com os anticorpos policlonal
de coelho anti-NCX1 (A7419, ABclonal, 1:1000) diluido em um tampao TBS-T. Logo
apos a incubacao com o anticorpo primario, foi utilizado o tampéo de lavagem TBS-T
para que o excesso fosse removido. Em sequéncia, as membranas foram incubadas
com o anticorpo secundario de anti-coelho IgG (0,5 pg/ml, sc-2034, Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA, USA) conjugados a fosfatase alcalina em temperatura
ambiente. Amostras de ventriculos de ratos foram utilizadas para controle da
efetividade dos anticorpos.

As bandas foram detectadas utilizando o sistema revelador Alkaline
Phosphatase Conjugate Substrate Kit (Bio-Rad, Laboratories, USA). As membranas
foram digitalizadas e as bandas analisadas por densitometria no software ImageJ. Os
resultados foram expressos em unidades arbitrarias (U.A.) de densidade Optica
normalizadas pela quantidade de actina-l (Santa Cruz Biotechonology, USA)

detectada nas amostras.

3.8.4 Anélise Multielementar de metais no MPAS e na Agua

A analise multielementar de metais foi realizada em amostras de agua e de
MPAS. A dosagem de metais na agua foi realizada apenas para 0s grupos controle e
MPAS 1. As amostras de agua (5 mL) foram acidificadas com &cido nitrico sub-boiling
na razao de 2% do volume total de cada amostra. Em seguida, as amostras foram
filtradas em filtros de nitrocelulose (0,45 pm) e transferidas para criotubos. Todas as

amostras foram mantidas em 4 °C até a analise.

As amostras de MPAS (0,1 g de massa seca) foram digeridas de acordo com
Chappaz et al (2012), com 3 mL de &cido nitrico sub-boiling, 500 pL de acido cloridrico
sub-boiling e 500 pL hidroperoxido Suprapur (graduacdo analitica de 30%),
posteriormente foram filtradas em filtros de nitrocelulose 0,45 pm de acordo com EPA
et al (1994). Todas as amostras foram transferidas para criotubos e armazenadas a 4
°C (SOUZA et al., 2021).

Para determinar as concentracfes de metais foi utilizado um espectrémetro de
massa com plasma indutivamente acoplado (Q-ICPMS, Tecnologia Agilent 7500
Series CX), equipado com um ASX-100 autosampler (CETAC Technologies, Omaha,
NE, EUA). Esta analise foi realizada em parceria com o Instituto de Ciéncias e
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Tecnologia em Alimentos de Cérdoba (YCITAC — Universidad Nacional de Cordoba,

Argentina).

3.9 Tratamento estatistico dos dados

Os valores de todas as determinacdes foram expressos em média + E.P.M (erro

padrdao da média) e somente diferencas estatisticas ao nivel de 5% (p < 0,05) de

significancia foram consideradas.

Teste t de Student ndo-pareado ou seu correspondente ndo-parametrico
Mann-Whitney para verificar possiveis diferencas significativas entre os
grupos expostos (MPAS 001 vs MPAS 01; MPAS 001 vs MPAS 1; MPAS
01 vs MPAS 1) nas variaveis de contratilidade cardiaca e para
comparacao entre o grupo MPAS 1 e controle nas variaveis bioquimicas.
Os dados do protocolo de potenciacao pds-pausa foram analisados com
o teste de Mann-Whitney (GraphPad Instat v. 3.0, GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA).

Analise de Variancia (ANOVA) de medidas repetidas (One-way ANOVA
repeated measures), seguida pelo teste de Dunnet de comparacdes
multiplas para verificar a existéncia de possiveis diferencas significativas
entre 0os valores de um mesmo grupo experimental, partindo como
referéncia os valores iniciais de cada protocolo (GraphPad Instat v. 3.0,
GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). ANOVA simples seguida
pelo teste de Dunnet para verificar a existéncia de possiveis diferencas
significativas entre os valores dos grupos expostos comparados ao
controle em um mesmo protocolo experimental (GraphPad Instat v. 3.0,
GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Determinagao das caracteristicas fisico-quimicas da agua

Os parametros fisico-quimicos da agua, descritos na Tabela 1, foram
monitorados em todos 0s grupos experimentais. A temperatura manteve-se constante
(24 °C £ 2) nos aquarios experimentais. Nao ocorreram diferencas significativas entre
0S grupos para as variaveis pH, oxigénio dissolvido e alcalinidade. Em relacdo a
condutividade, o grupo MPAS 001 apresentou uma reducéo significativa de 19% neste
parametro, enquanto o grupo MPAS 1 apresentou aumento significativo de 28%
guando comparados ao controle. Em relacdo a aménia, apenas o grupo MPAS 1
apresentou diferenca em relagdo ao grupo controle, exibindo um aumento significativo

de 78% nos valores dessa variavel.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas da agua dos grupos controle e dos grupos
expostos MPAS 001 (0,01 g.L'), MPAS 01 (0,1 g.LY) e MPAS 1 (1,0 g.L!) a0 MPAS.

Controle MPAS 001 MPAS 01 MPAS 1
pH 7,36 + 0,38 7,78 + 0,27 7,29 + 0,48 7,32 + 0,47
Oxigénio (mg.L™?) 8,64 + 0,06 8,56 + 0,07 8,71 + 0,07 8,61 + 0,09
Condutividade (uS/cm) 52,84+124 44,11+3,34* 51,40+1,12 73,48+ 12,9*
Amonia (mg.L?) 0,80 + 0,15 1,22 + 0,38 0,78+ 0,42 3,72 + 0,46*

Alcalinidade (mg.L%) 2200+251 19,83+1,03 22,92+248 21,17+254

As variaveis foram medidas diariamente durante os dois primeiros conjuntos de experimentos de cada
grupo experimental. Asteriscos indicam diferenca significa em relacdo ao grupo controle. Os valores
sédo médias = E.P.M. Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2 Observacdo comportamental dos animais e do MPAS

Os peixes do grupo controle ndo apresentaram comportamento atipico durante
as exposicdes, com excecdo de um peixe de um aquario experimental, onde a disputa
por territorio acometeu na morte de um individuo.

Os peixes do grupo MPAS 001 (0,01 g.L?, baixa concentracdo testada)
apresentaram comportamento semelhante aos do grupo controle, apenas um
individuo morreu durante a exposicao, provavelmente relacionado as disputas por
territério. O po preto era facilmente observado no fundo do aquério, mesmo nessa
baixa concentracao.

No grupo MPAS 01 (0,1 g.L', média concentracdo testada), os animais
apresentaram baixa atividade natatéria comparados ao controle. Neste cenério
ocorreu a morte de um individuo, provavelmente pela disputa por territério, assim
COMO NOS outros grupos experimentais. A turbidez da dgua passou a se destacar
nessa concentragdo, apresentando tons marrons.

No grupo MPAS 1 (1,0 g.L'', maior concentragdo testada), os animais se
mantiveram estaveis na coluna de agua, com baixa atividade natatoria. Os peixes
guase sempre buscavam se manter préximos as paredes dos aquarios. A visibilidade
era quase nula, visto que a agua permanecia completamente escura durante as 96
horas de exposicdo. O pé preto preenchia completamente o fundo do aquério, além
de permanecer na coluna de agua. Durante a exposicdo nessa concentracdo nao
ocorreu a mortalidade de nenhum animal.

Nas exposicles realizadas para as analises adicionais do grupo MPAS 1 (ver
item 3.8 dos materiais e métodos), na concentracdo de 1,0 g.L!, os animais
apresentaram o mesmo comportamento de se manterem estaveis na coluna de agua,
com baixa atividade natatoria. O comportamento do po preto (MPAS) também foi igual
ao da exposicao anterior na mesma concentragdo. Nao ocorreu a mortalidade de

nenhum animal.
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4.3 Experimentos ex vivo
4.3.1 Protocolo Efeito do tempo

Os valores médios na for¢ca de contracdo (Fc) das tiras ventriculares de O.
niloticus ao longo de 30 minutos estao representados graficamente na figura 24.

Os valores do efeito do tempo na Fc indicam que o grupo controle foi o Unico a
ndo perder Fc significativamente ao longo dos 30 minutos (4,55 mN.mm™= + 0,27). No
entanto, o grupo MPAS 001 exibiu reducao significativa a partir de 20 minutos,
atingindo um valor minimo de 4,14 mN.mm2 aos 30 minutos. O grupo MPAS 01 obteve
reducao significativa da Fc a partir de 20 minutos, atingindo o valor minimo de 3,65
mN.mm-2 aos 30 minutos. O grupo MPAS 1 obteve reducéo significativa da Fc a partir
de 20 minutos, atingindo o valor minimo de 5.53 mN.mm2 aos 30 minutos.

Esses valores indicam que o grupo MPAS 1 obteve uma Fc superior em relagéao
aos demais grupos em todos os intervalos de tempo, com excecao do tempo 0 do
grupo MPAS 001. Comparando os valores de Fc do grupo MPAS 1 com o controle,
observa-se um aumento de 25% do grupo exposto. A0 se comparar com 0 grupo
MPAS 001, os valores de Fc do grupo MPAS 1 foram superiores a partir do tempo 10,
sendo 24% superiores. Quando comparado com o grupo MPAS 01, os valores de Fc

do grupo MPAS 1 foram 31% superiores em todos os intervalos de tempo.
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Figura 24 - Efeito do tempo na forca de contracéo das tiras ventriculares dos grupos
controle e expostos
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Efeito do tempo no parémetro forca de contracdo das tiras ventriculares de O. niloticus, dos grupos
controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes concentracdes (n = 10 para cada grupo exposto).
Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagcao ao tempo 0. Asteriscos indicam diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (P < 0,05). # indica diferenca significativa em relagdo ao
grupo MPAS 001. & indica diferenca significativa em relacédo ao grupo MPAS 01. A) Comparacao entre
grupo controle e todos os grupos expostos. B) Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 001.
C) Comparacgéo entre grupo controle e grupo MPAS 01. D) Comparacédo entre grupo controle e grupo
MPAS 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Os valores médios do efeito do tempo no tempo para o pico de tenséo (TPT —
‘time to peak tension”) das tiras ventriculares de O. niloticus representados
graficamente na figura 25.

O efeito do tempo no TPT (ms) indica que o grupo controle ndo sofreu
alteracOes significativas ao longo dos intervalos de tempo avaliados. O valor de TPT
para o grupo controle em 30 minutos foi de 429 ms. O grupo MPAS 001 exibiu uma
reducao significativa dos valores de TPT a partir de 20 minutos, sendo que o valor
minimo observado foi de 393 ms aos 30 minutos. Para o grupo MPAS 01, ndo houve

alteracdes significativas ao longo do tempo, atingindo o valor minimo de 388 ms aos
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30 minutos. Por fim, o grupo MPAS 1 ndo apresentou alteracdes significativas ao longo
do tempo, exibindo um valor minimo de 397 ms aos 30 minutos.

Todos 0s grupos expostos mostraram reducgdes significativas no TPT em
relacéo ao grupo controle.

Figura 25 - Efeito do tempo no tempo para pico de tensdo das tiras ventriculares dos
grupos controle e expostos
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Efeito do tempo no pardmetro tempo para o pico de tensdo - TPT (ms) de tiras ventriculares de O.
niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes concentracdes (n = 10 para
cada grupo exposto). Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacdo ao tempo O.
Asteriscos indicam diferencga significativa em relacdo ao grupo controle (P < 0,05). A) Comparacao
entre grupo controle e todos 0s grupos expostos. B) Comparacgéo entre grupo controle e grupo MPAS
001. C) Comparagédo entre grupo controle e grupo MPAS 01. D) Comparacao entre grupo controle e
grupo MPAS 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Os valores médios do efeito do tempo no tempo para 50% do relaxamento (THR
— “time to half relaxation”) das tiras ventriculares de O. niloticus e representados
graficamente na figura 26.

O grupo controle sofreu reducgao significativa do THR a partir de 20 minutos,

atingindo o valor de 254 ms aos 30 minutos. O grupo MPAS 001 mostrou uma reducéo
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significativa dos valores de THR a partir de 20 minutos, sendo que o valor minimo
observado foi de 232 ms aos 30 minutos. Para o grupo MPAS 01, ndo ocorreram
alteracdes significativas ao longo do tempo, atingindo o valor minimo de 223 ms aos
30 minutos. Por fim, o grupo MPAS 1 apresentou reducao significativa do THR a partir
de 20 minutos, com um valor minimo de 233 ms aos 30 minutos.

Todos os grupos expostos exibiram reducdes significativas nos valores de THR
em relacéo ao grupo controle, na ordem de 9%, 16% e 11%, para os grupos MPAS
001, MPAS 01 e MPAS 1, respectivamente. O grupo MPAS 01 obteve, ainda, reducéo
significativa no tempo 0 ao ser comparado com 0s demais grupos expostos, MPAS
001 e MPAS 1. A reducéo do valor de THR do grupo MPAS 01 comparado ao grupo
MPAS 001 foi de 10% e comparado ao grupo MPAS 1 foi de 7%.
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Figura 26 - Efeito do tempo no tempo para metade do relaxamento das tiras
ventriculares dos grupos controle e expostos
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O. niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes concentrac¢des (n = 10 para
cada grupo exposto). Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagdo ao tempo O.
Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05). # indica diferenca
significativa em relacdo ao grupo MPAS 001. @ indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
MPAS 1. A) Comparacédo entre grupo controle e todos os grupos expostos. B) Comparacao entre grupo
controle e grupo MPAS 001. C) Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 01. D) Comparacao
entre grupo controle e grupo MPAS 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Os valores médios do efeito do tempo na taxa de contracdo (mN.mm-.s1) das
tiras ventriculares de O. niloticus estao representados graficamente na figura 27.

O grupo controle sofreu reducéo significativa na taxa de contracao a partir de
20 minutos. O valor da taxa de contracao para o grupo controle em 30 minutos foi de
26 mN.mm=2.s1. O grupo MPAS 001 exibiu uma reducéo significativa dos valores da
taxa de contracdo a partir de 20 minutos, sendo que o valor minimo observado foi de
25 mN.mm?2s? aos 30 minutos. Para o grupo MPAS 01, ocorreu diminuicdo
significativa da taxa de contracao a partir de 10 minutos, atingindo o valor minimo de

22 mN.mm=2.s?' aos 30 minutos. Por fim, o grupo MPAS 1 apresentou reducéo
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significativa a partir de 20 minutos, com um valor minimo de 35 mN.mm=2.s! aos 30
minutos.

O grupo MPAS 1 apresentou um aumento significativo de 25% na taxa de
contracao em relagédo ao controle em todos os intervalos de tempo- No grupo MPAS
1, os valores das taxas de contracao foram ainda 33% superiores em relacéo ao grupo
MPAS 01 em todos os intervalos de tempo. Em relacdo ao grupo MPAS 001, as taxas
de contracao exibidas pelo grupo MPAS 1 foram 25% superiores nos intervalos de 20

e 30 minutos.

Figura 27 - Efeito do tempo no tempo na taxa de contracdo das tiras ventriculares
dos grupos controle e expostos
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Efeito do tempo no pardmetro taxa de contracdo de tiras ventriculares de O. niloticus, dos grupos
controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes concentracdes (n = 10 para cada grupo exposto).
Simbolos abertos indicam diferenga significativa em relagédo ao tempo 0 (P < 0,05). Asteriscos indicam
diferenca significativa em relagdo ao controle. # indica diferenca significativa em relagdo ao grupo
MPAS 001. & indica diferenca significativa em relacdo ao grupo MPAS 01. A) Comparag¢do entre grupo
controle e todos os grupos expostos. B) Comparacéo entre grupo controle e grupo MPAS 001. C)

Comparacéo entre grupo controle e grupo MPAS 01. D) Comparacdo entre grupo controle e grupo
MPAS 1. Fonte: elaborado pelo autor.
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Os valores médios do efeito do tempo na taxa de relaxamento (mMN.mm-2.s1)
das tiras ventriculares de O. niloticus estao representados graficamente na figura 28.

O grupo controle ndo exibiu alteracdes da taxa de relaxamento ao longo do
tempo (-21,84 mN.mm2st + 01,05). O grupo MPAS 001 também n&o exibiu
alteracdes significativas dos valores da taxa de relaxamento ao longo do tempo, sendo
que o valor minimo observado foi de 22 mN.mm=2.s* aos 30 minutos. Para o grupo
MPAS 01, houve redugéo significativa da taxa de relaxamento a partir de 20 minutos,
atingindo o valor minimo de 19 mN.mm2.st aos 30 minutos. Por fim, o grupo MPAS 1
nao apresentou alteracdes significativas na taxa de relaxamento ao longo do tempo,
apresentando um valor minimo de 28 mN.mm2.s* aos 30 minutos.

O grupo MPAS 1 apresentou um aumento significativo de 25% na taxa de
relaxamento em relag&o ao controle em todos os intervalos de tempo. No grupo MPAS
1, os valores das taxas de relaxamento foram ainda 30% superiores em rela¢do ao
grupo MPAS 01 em todos os intervalos de tempo. Em relacdo ao grupo MPAS 001,
as taxas de contracdo exibidas pelo grupo MPAS 1 foram 19% superiores no tempo
de 30 minutos.
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Figura 28 - Efeito do tempo no tempo na taxa de relaxamento das tiras ventriculares
dos grupos controle e expostos
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Efeito do tempo no parametro taxa de relaxamento de tiras ventriculares de O. niloticus, dos grupos
controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes concentracdes (n = 10 para cada grupo exposto).
Simbolos abertos indicam diferenga significativa em relagéo ao tempo 0 (P < 0,05). Asteriscos indicam
diferenca significativa em relagdo ao controle. # indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
MPAS 001. & indica diferenca significativa em relacdo ao grupo MPAS 01. A) Comparag¢ao entre grupo
controle e todos 0s grupos expostos. B) Comparacéo entre grupo controle e grupo MPAS 001. C)
Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 01. D) Comparacao entre grupo controle e grupo
MPAS 1. Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.2 Efeito dos incrementos graduais na frequéncia de estimulacéo elétrica
(relacéo forga-frequéncia)

Os efeitos do incremento gradual na frequéncia de estimulacdo no
desenvolvimento da for¢a de contracdo (Fc — mN.mm2) das tiras ventriculares de O.
niloticus estao representados graficamente na figura 29.

Para o grupo controle, houve uma redugéo significativa da Fc em relagéo aos
valores iniciais (0,2 Hz), a partir da frequéncia de estimulacdo de 1,8 Hz. Acima de 1,8
Hz ocorreu uma diminuicdo progressiva da Fc, cujo valor minimo observado foi de

2,69 mN.mm=2 na frequéncia de 2,4 Hz, onde os registros tornaram-se irregulares. O
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grupo MPAS 001 apresentou uma reducao significativa da Fc a partir de 2,0 Hz,
atingindo o valor minimo de 2,47 mN.mm2 na frequéncia de estimulacédo de 2,8 Hz.
Por outro lado, o grupo MPAS 01 exibiu um aumento da Fc entre 1,2 Hz a 1,6 Hz,
apresentando, graficamente, um comportamento de sino. A redugdo da sua Fc
ocorreu a partir de 2,2 Hz, atingindo o valor minimo de 2,45 mN.mm2 na frequéncia
de 2,8 Hz. O grupo MPAS 1 apresentou uma reducao significativa da Fc a partir de
2,0 Hz, atingindo o valor minimo de 3,14 mN.mm na frequéncia de 2,8 Hz.

Os valores de Fc do grupo MPAS 1 foram, em média, 34% superiores ao
controle em todas as frequéncias de estimulacao avaliadas. Os valores de Fc do grupo
MPAS 1 foram superiores, ainda, em relacdo aos grupos MPAS 001 e MPAS 01.
Quando comparado ao grupo MPAS 001, os valores de Fc de MPAS 1 foram 24%
superiores na faixa de 0,2 Hz a 1,6 Hz, e, quando comparado ao grupo MPAS 01 os

valores de Fc foram 29% superiores nas faixas de 0,2 Hz a 1,2 Hz.
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Figura 29 - Efeito do incremento gradual na frequéncia de estimulac&o no
desenvolvimento de forga das tiras ventriculares dos grupos controle e expostos
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Efeito do aumento da frequéncia de estimulag&o sobre a for¢a de contragéo (Fc) de tiras ventriculares
de O. niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes concentra¢des (n = 10
para cada grupo exposto). A seta preta na frequéncia 0,6 Hz indica a frequéncia cardiaca de O. niloticus
observada in vivo. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagéo aos valores iniciais (0,2
Hz). Asteriscos indicam diferenga significativa em relacdo ao grupo controle (P < 0,05). # indica
diferenca significativa em relacdo ao grupo MPAS 001. & indica diferenca significativa em relagédo ao
grupo MPAS 01. A) Comparagdo entre grupo controle e todos os grupos expostos. B) Comparacéo
entre grupo controle e grupo MPAS 001. C) Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 01. D)
Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Os efeitos do incremento gradual na frequéncia de estimulacdo no tempo para
0 pico de tenséo (TPT — “time to peak tension”) estdo representados graficamente na
figura 30.

Os valores de TPT indicam que para o grupo controle, houve uma reducao
significativa dos valores de TPT a partir da frequéncia de estimulacéo de 0,4 Hz, sendo
gue o valor minimo observado foi de 209 ms na frequéncia de 2,4 Hz, onde 0s registros
tornaram-se irregulares. O grupo MPAS 001 apresentou uma reducdao significativa dos

valores de TPT a partir de 0,4 Hz e o valor minimo observado foi de 177 ms na
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frequéncia de 2,8 Hz. O grupo MPAS 01 mostrou reducéo significativa dos valores de
TPT a partir de 0,6 Hz, sendo que o valor minimo observado foi de 177 ms na
frequéncia de 2,8 Hz. Para o grupo MPAS 1, os valores de TPT sofreram uma redugéo
significativa a partir de 0,4 Hz, com um valor minimo observado de 174 ms na
frequéncia de 2,8 Hz.

Os valores de TPT do grupo MPAS 001 foram 8% inferiores em relacdo ao
controle nas frequéncias de 0,2 Hz a 1,6 Hz. Para o grupo MPAS 01, ocorreu uma
reducdo de 7% em relagao ao controle nas frequéncias de 0,2 Hz a 1,2 Hz. Por fim, o
grupo MPAS 1 apresentou uma reducdo dos valores de TPT na ordem de 5%
comparadas ao controle, nas frequéncias de 0,2 Hz a 1,2 Hz. Ao comparar 0 grupo
MPAS 001 e MPAS 1, foi observado uma reducéo significativa de 5% dos valores de
TPT nas frequéncias de 0,4 Hz a 1,2 Hz do grupo MPAS 001.



75

Figura 30 - Efeito do incremento gradual na frequéncia de estimulacéo no tempo
para o pico de tensao das tiras ventriculares dos grupos controle e expostos
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Efeito do aumento da frequéncia de estimulagédo no tempo para o pico de tensédo (TPT — ms) de tiras
ventriculares de O. niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes
concentracdes (n = 10 para cada grupo exposto). A seta preta na frequéncia 0,6 Hz indica a frequéncia
cardiaca de O. niloticus observada in vivo. Simbolos abertos indicam diferenga significativa em relagao
aos valores iniciais (0,2 Hz). Asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo ao controle. @ indica
diferenca significativa em relacdo ao grupo MPAS 1. A) Comparacao entre grupo controle e todos os
grupos expostos. B) Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 001. C) Comparacédo entre grupo
controle e grupo MPAS 01. D) Comparagéo entre grupo controle e grupo MPAS 1. Fonte: elaborado
pelo autor.

Os efeitos do incremento gradual na frequéncia de estimulagdo no tempo para
50% do relaxamento (THR - “time to half relaxation”) estdo representados
graficamente na figura 31.

Em todos os grupos experimentais, a partir da frequéncia de estimulacdo de
0,4 Hz, ocorreu uma redugéo significativa dos valores de THR. Para o grupo controle,
o menor valor observado de THR foi de 110 ms na frequéncia de 2,8 Hz. O valor

minimo obtido pelo grupo MPAS 001 foi de 111 ms, na frequéncia de 2,8 Hz. Os
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grupos MPAS 01 e MPAS 1 obtiveram os mesmos valores minimos, sendo 108 ms,
na frequéncia de 2,8 Hz. O grupo MPAS 001 obteve valores de THR 10% inferiores
ao controle, sendo significativamente inferior nas frequéncias de 0,2 Hz a 2,0 Hz.

Os valores de THR do grupo MPAS 01 foram 7% inferiores ao controle, nas
frequéncias de 0,2 Hz a 2,0 Hz. E, para o grupo MPAS 1, os valores de THR foram
8% inferiores em comparacao ao controle, nas frequéncias de 0,4 Hz a 1,8 Hz. Ao
comparar o grupo MPAS 001 e MPAS 01, nas frequéncias de 0,6 Hz e 0,8 Hz, os
valores de THR do grupo MPAS 001 foram 3% inferiores.

Figura 31 - Efeito do incremento gradual na frequéncia de estimulacdo no tempo
para 50% do relaxamento das tiras ventriculares dos grupos controle e expostos
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Efeito do aumento da frequéncia de estimulagdo no tempo para 50% de relaxamento (THR — ms) de
tiras ventriculares de O. niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes
concentracdes (n = 10 para cada grupo exposto). A seta preta na frequéncia 0,6 Hz indica a frequéncia
cardiaca de O. niloticus observada in vivo. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacao
aos valores iniciais (0,2 Hz). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao controle. & indica
diferenca significativa em relacéo ao grupo MPAS 01. A) Comparagédo entre grupo controle e todos os
grupos expostos. B) Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 001. C) Comparac¢éao entre grupo
controle e grupo MPAS 01. D) Comparacgao entre grupo controle e grupo MPAS 1. Fonte: elaborado
pelo autor.
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Os efeitos do incremento gradual na frequéncia de estimulacdo na taxa de
contracdo (MN.mm2.s1) das tiras ventriculares de O. niloticus estdo representados
graficamente na figura 32.

O grupo controle exibiu um aumento significativo da taxa de contracéo a partir
de 0,8 Hz, atingindo um valor maximo de 26 mN.mm=2.s! na frequéncia de 2,4 Hz. Os
grupos MPAS 001 e MPAS 01 exibiram aumentos significativos na taxa de contracao
nas frequéncias de 1,0 Hz a 2,2 H. Para o grupo MPAS 1, o aumento significativo
ocorreu nas frequéncias de 1,0 Hz a 2,0 Hz e o valor minimo observado de 30 mN.mm-~
2.s1na frequéncia de 2,8 Hz.

Em média, o grupo MPAS 1 apresentou um aumento significativo da taxa de
contracdo de aproximadamente 27%, nas frequéncias de 0,2 Hz a 2,0 Hz, quando
comparado ao grupo controle. Em relagdo ao grupo MPAS 01, o valor da taxa de

contracdo do grupo MPAS 1 foi 9% superior na frequéncia de 0,6 Hz.
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Figura 32 - Efeito do incremento gradual na frequéncia de estimulacédo na taxa de
contracao das tiras ventriculares dos grupos controle e expostos
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Efeito do aumento da frequéncia de estimulagdo na taxa de contracdo (mN.mm-2.ms?) de tiras
ventriculares de O. niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes
concentracdes (n = 10 para cada grupo exposto). A seta preta na frequéncia 0,6 Hz indica a frequéncia
cardiaca de O. niloticus observada in vivo. Simbolos abertos indicam diferenga significativa em relagao
aos valores iniciais (0,2 Hz). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (P
< 0.05). & indica diferenga significativa em relacdo ao grupo MPAS 01. A) Comparagdo entre grupo
controle e todos 0s grupos expostos. B) Comparacédo entre grupo controle e grupo MPAS 001. C)
Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 01. D) Comparacao entre grupo controle e grupo
MPAS 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Os efeitos do incremento gradual na frequéncia de estimulagdo na taxa de
relaxamento (MN.mm.s1) das tiras ventriculares de O. niloticus estdo representados
graficamente na figura 33.

O grupo controle mostrou a menor taxa de relaxamento entre 0s grupos, com
um aumento significativo deste parametro a partir da frequéncia de estimulacéo de 0,8
Hz, cujo valor maximo observado foi de -23 ms na frequéncia de 2,4 Hz. O grupo

MPAS 001 passou a ter um aumento significativo a partir de 0,8 Hz até 2,6 Hz,
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enquanto o grupo MPAS 01 exibiu um aumento significativo de 1,0 Hz a 2,4 Hz. O
grupo MPAS 1 apresentou um aumento significativo de 0,8 Hz a 2,0 Hz.

A taxa de relaxamento do grupo MPAS 1 foi significativamente superior ao
controle, mostrando um aumento de 24% nas frequéncias de 0,2 Hz a 2,0 Hz. Quando
comparado com o grupo MPAS 01, a taxa de relaxamento do grupo MPAS 1 foi 23%

superior nas frequéncias de 0,2 Hz a 1,0 Hz.

Figura 33 - Efeito do incremento gradual na frequéncia de estimulagéo na taxa de
relaxamento das tiras ventriculares dos grupos controle e expostos
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Efeito do aumento da frequéncia de estimulagcdo na taxa de relaxamento (mN.mm=2.ms?) de tiras
ventriculares de O. niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes
concentracdes (n = 10 para cada grupo exposto). A seta preta na frequéncia 0,6 Hz indica a frequéncia
cardiaca de O. niloticus observada in vivo. Simbolos abertos indicam diferenga significativa em relagao
aos valores iniciais (0,2 Hz). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P
< 0,05). & indica diferenca significativa em relacdo ao grupo MPAS 01. A) Comparag¢do entre grupo
controle e todos 0s grupos expostos. B) Comparacdo entre grupo controle e grupo MPAS 001. C)
Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 01. D) Comparacao entre grupo controle e grupo
MPAS 1. Fonte: elaborado pelo autor.
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Os efeitos do incremento gradual na frequéncia de estimulacéo na tensao de
repouso (MN.mm™2) das tiras ventriculares de O. niloticus estdo representados
graficamente na figura 34.

Os valores de tensao de repouso do grupo controle foram significativamente
superiores a frequéncia inicial (0,2 Hz) a partir da frequéncia de estimulacéo de 2,0
Hz, atingindo o valor maximo de 4,32 mN.mm? na frequéncia de 2,8 Hz, onde os
registros tornaram-se irregulares. O grupo MPAS 001 exibiu um aumento significativo
a partir de 2,4 Hz, com um valor maximo de 5.15 mN.mm-2 na frequéncia de 2,8 Hz. O
grupo MPAS 01, por sua vez, apresentou um aumento significativo dos valores de
tensado de repouso a partir da frequéncia de 2,2 Hz, atingindo o valor maximo de 3.63
mN.mm= na frequéncia de 2,8 Hz. Por fim, o grupo MPAS 1 exibiu um aumento
significativo a partir de 2,0 Hz, com valor maximo de 4,29 mN.mm- na frequéncia de
2,8 Hz.

O grupo MPAS 1, nas frequéncias de 1,8 Hz a 2,8 Hz, apresentou valores de
tensdo de repouso 15% inferiores em relagédo ao grupo MPAS 01. Na ultima frequéncia
avaliada, de 2,8 Hz, o grupo MPAS 01 exibiu uma redugéo de 27% da tenséo de

repouso quando comparado ao grupo MPAS 001.
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Figura 34 - Efeito do incremento gradual na frequéncia de estimulacéo na tenséo de
repouso das tiras ventriculares dos grupos controle e expostos
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Efeito do aumento da frequéncia de estimulagéo na tenséo de repouso (mN/mm?2) de tiras ventriculares
de O. niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes concentra¢des (n = 10
para cada grupo exposto). A seta preta na frequéncia 0,6 Hz indica a frequéncia cardiaca de O. niloticus
observada in vivo. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagéo aos valores iniciais (0,2
Hz). @ indica diferenca significativa em relagdo ao grupo MPAS 1. # indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo MPAS 001. A) Comparacgdo entre grupo controle e todos os grupos expostos. B)
Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 001. C) Comparacao entre grupo controle e grupo
MPAS 01. D) Comparacéo entre grupo controle e grupo MPAS 1. Fonte: elaborado pelo autor.

Os efeitos do incremento gradual na frequéncia de estimulacéo na capacidade
de bombeamento cardiaco (CBC — mN.mm2.min!) das tiras ventriculares de O.
niloticus estao representados graficamente na figura 35.

Os valores indicam que todos 0s grupos experimentais obtiveram um aumento
significativo dos valores de CBC a partir da frequéncia de estimulacdo de 0,6 Hz. O
valor maximo atingido pelo grupo controle foi de 423 mN.mm2.min! na frequéncia de
1,8 Hz, com um valor de 359 mN.mm=2.mint. O grupo MPAS 001 atingiu o valor

maximo de 495 mN.mm-=2.min! na frequéncia de 2,0 Hz. O grupo MPAS 01 atingiu o
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valor maximo de 537 mN.mm-2.min"! na frequéncia de 1,8 Hz e, por fim, o grupo MPAS
1 atingiu seu valor maximo de CBC na frequéncia de 1,8 Hz, com um valor de 657
mN.mm=2.mint. Em média, os valores de CBC do grupo MPAS 1 foram
significativamente superiores aos demais grupos. Comparado com o controle, de 0,2
Hz a 2,4 Hz, a CBC do grupo MPAS 1 foi 34% superior. AO comparar com 0 grupo
MPAS 001, nas faixas de 0,2 Hz a 1,6 Hz, o grupo MPAS 1 exibiu valores de CBC
27% superiores. E, por fim, ao comparar com o grupo MPAS 01, nas faixas de 0,2 Hz
a 1,2 Hz, o grupo MPAS 1 mostrou valores de CBC 29% superiores.

Figura 35 - Efeito do incremento gradual na frequéncia de estimulacéo na
capacidade de bombeamento cardiaco das tiras ventriculares dos grupos controle e
expostos
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Capacidade de bombeamento cardiaco (CBC — mN.mm2.ms™) de tiras ventriculares de O. niloticus,
dos grupos controle (n = 10) e exposto ao MPAS em diferentes concentra¢des (n = 10 para cada grupo
exposto). A seta preta na frequéncia 0,6 Hz indica a frequéncia cardiaca de O. niloticus observada in
vivo. Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacdo aos valores iniciais (0,2 Hz).
Asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (P < 0,05). # indica diferenca
significativa em relacéo ao grupo MPAS 001. & indica diferenca significativa em relacéo ao grupo MPAS
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01. A) Comparacao entre grupo controle e todos 0s grupos expostos. B) Comparagédo entre grupo
controle e grupo MPAS 001. C) Comparacao entre grupo controle e grupo MPAS 01. D) Comparacao
entre grupo controle e grupo MPAS 1. Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.3 Tensao de repouso e porcentagem de alteracdo da forca de contracéo

Os valores médios da porcentagem de alteracdo da Fc do grupo controle
passaram a ter reducdes significativas em relagdo aos valores iniciais, de 0,2 Hz, a
partir da frequéncia de estimulacéo de 1,6 Hz. As figuras 36, 37 e 38 apresentam
graficamente os valores de porcentagem de alteracdo da Fc em relacdo a 0,2 Hz.

Da mesma forma, os valores médios da porcentagem de alteracdo da tensao
de repouso (TR) do grupo controle passaram a ter aumentos significativos em relagao
aos valores iniciais de 0,2 Hz a partir da frequéncia de estimulacdo de 1,4 Hz. As
figuras 36, 37 e 38 apresentam graficamente os valores médios da porcentagem de
alteracdo da TR em relacéo a 0,2 Hz.

Ao comparar os valores da porcentagem de alteracdo da Fc do grupo controle
e MPAS 001 (Figura 36), é possivel observar que o grupo exposto MPAS 001 obteve
reducdes significativas a partir de 1,6 Hz, seguindo o0 mesmo padrdao do grupo
controle. Para os valores médios da porcentagem de alteracdo da TR (Figura 36), o
grupo exposto MPAS 001 exibiu aumento significativo somente a partir de 1,8 Hz.
Comparado ao controle, esse grupo apresentou uma menor alteragcdo dos valores
médios de alteracdo da porcentagem da TR em comparacdo ao grupo controle,
principalmente na faixa de 1,0 Hz a 1,8 Hz, indicando que a alteracdo da TR do grupo
controle nessa faixa de frequéncias foi maior.

Para o grupo MPAS 01 os valores médios de porcentagem de alteracdo da Fc
(Figura 37) apresentaram um aumento significativo na faixa de 0,6 Hz a 2,0 Hz, ao
comparar com seus valores iniciais de 0,2 Hz. Este aumento foi superior a alteragao
do grupo controle na mesma faixa de frequéncia. Os valores médios de porcentagem
de alteracdo da TR do grupo MPAS 01 (Figura 37) foram menores a partir de 1,8 Hz
guando comparados aos valores iniciais de 0,2 Hz.

Por fim, os valores médios de porcentagem de alteracdo da Fc do grupo MPAS
1 (Figura 38) diminuiram significativamente a partir de 2,0 Hz ao se comparar com 0s
valores iniciais de 0,2 Hz. Os valores médios de porcentagem de alteracédo da TR do
grupo MPAS 1 (Figura 38) aumentaram significativamente em relagcéo a 0,2 Hz apenas
nas frequéncias de 1,2 Hz e 1,4 Hz, no entanto essa alteragdo em relacdo a 0,2 Hz
ainda foi menor que a do grupo controle.
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Figura 36 - Forca de contracdo e Tensao de repouso em relacdo a valores iniciais
dos grupos controle e MPAS 001
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Porcentagem de alteracdo da tensdo de repouso e for¢a de contracdo em frequéncias superiores a 0,2
Hz de tiras ventriculares de O. niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto MPAS 001, 0,01 g.L*
(n = 10 para cada grupo exposto). Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relacdo aos
valores iniciais (0,2 Hz). Asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (P <
0,05). Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 37- Forca de contracédo e Tensao de repouso em relacéo a valores iniciais
dos grupos controle e MPAS 01
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Frequéncia (Hz)

Porcentagem de alteracéo da tensao de repouso e forga de contracdo em frequéncias superiores a 0,2
Hz de tiras ventriculares de O. niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto MPAS 01, 0,1 g.L* (n
=10 para cada grupo exposto). Simbolos abertos indicam diferencga significativa em rela¢éo aos valores
iniciais (0,2 Hz). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05).
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 38 - Forca de contracdo e Tenséao de repouso em relacdo a valores iniciais
dos grupos controle e MPAS 1
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Porcentagem de alteracdo da tens&o de repouso e for¢a de contracdo em frequéncias superiores a 0,2
Hz de tiras ventriculares de O. niloticus, dos grupos controle (n = 10) e exposto MPAS 1,1,0g.L* (n =
10 para cada grupo exposto). Simbolos abertos indicam diferenca significativa em relagéo aos valores
iniciais (0,2 Hz). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P < 0,05).
Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.4 Potenciacao pos-pausa (Forca de contracao)

Os valores do efeito da potenciacdo pos-pausa estdo graficamente
representados na figura 39, 40 e 41. Apds pausas (10, 30, 60 e 300 segundos) na
estimulacado elétrica, foram registrados os valores de Fc.

O efeito das pausas na estimulacdo elétrica resultou em um decaimento
significativo da Fc apenas na pausa de 300 segundos nos animais controles. A Fc
pés-pausa, em 300 segundos no grupo controle, foi 9,7% menor em relacdo ao

registro pré-pausa (Figuras 39, 40 e 41).
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O grupo exposto MPAS 001 exibiu valores de Fc menores no pés-pausa em 60
e 300 segundos. A reducéo da Fc em 60 segundos foi de 4,3% e de 12,2% em 300
segundos (Figura 39).

Figura 39 - Efeito de pausas na estimulacéo elétrica na for¢ca de contracdo das tiras
ventriculares dos grupos controle e MPAS 001
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Efeito de pausas na estimulacgédo elétrica de 10, 30, 60 e 300 segundos na forca de contragdo de tiras
ventriculares de O. niloticus, do grupo controle (n = 10) e do grupo exposto MPAS 001 (n = 10).
Asteriscos indicam reducéo significativa (P < 0,05) da Fc em relacdo ao valor de pré-pausa (100%).
Fonte: elaborado pelo autor.

O grupo exposto MPAS 01 apresentou valores de Fc menores apos pausas de
30, 60 e 300 segundos. A reducéo em 30 segundos foi de 6,2%, em 60 segundos de
6,3% e, por fim, 17% em 300 segundos, em relacdo aos valores pré-pausa. Quando
0 comportamento pos-pausa da Fc foi comparado ao grupo controle, diferencas
significativas foram registradas. Em 30 segundos a Fc do grupo MPAS 01 foi 4%
inferior, em 60 segundos 4% inferior e em 300 segundos 8% inferior aos valores de

Fc obtidos no controle (Figura 40).
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Figura 40 - Efeito de pausas na estimulacéo elétrica na for¢ca de contracdo das tiras
ventriculares dos grupos controle e MPAS 01
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Efeito de pausas na estimulacgéo elétrica de 10, 30, 60 e 300 segundos na forca de contragdo de tiras
ventriculares de O. niloticus, do grupo controle (n = 10) e do grupo exposto MPAS 01 (n = 10). Asteriscos
indicam reduc¢édo significativa (P < 0,05) da Fc em relacdo ao valor de pré-pausa (100%). # indica
diferenca significativa em relagdo ao controle. Fonte: elaborado pelo autor.

Decaimentos pés-pausa na Fc foram registrados também para o grupo MPAS
1, com reduc¢Bes na ordem de 6% e 11% para as pausas de 60 e 300 segundos,
respectivamente. Quando comparado com o controle, o decaimento pos-pausa da Fc
foi significativamente maior na pausa de 300 segundos (Figura 41).
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Figura 41 - Efeito de pausas na estimulacéo elétrica na for¢ca de contracdo das tiras
ventriculares dos grupos controle e MPAS 1
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Efeito de pausas na estimulacgéo elétrica de 10, 30, 60 e 300 segundos na forca de contragdo de tiras
ventriculares de O. niloticus, do grupo controle (n = 10) e do grupo exposto MPAS 1 (n = 10). Asteriscos
indicam reduc¢édo significativa (P < 0,05) da Fc em relacdo ao valor de pré-pausa (100%). # indica
diferenca significativa em relagdo ao controle. Fonte: elaborado pelo autor.

4.4 Determinacao de parametros bioquimicos e biométricos do grupo controle e
MPAS 1

Conforme descrito anteriormente no item 3.8 da metodologia, 0 grupo controle
e MPAS 1 (exposto a 1,0 g.L'* de MPAS) passaram por uma repeticdo de exposicdo
(n =15 para cada grupo) devido aos resultados expressivos exibidos pelo grupo MPAS
1 nos experimentos de contratilidade cardiaca ex vivo (se¢do descrita no item 4.3 dos

resultados).

4.4.1 indices organo-somaticos dos animais dos grupos controle e MPAS 1

Os parametros biométricos estéo apresentados na tabela 2 e os valores médios
da massa ventricular relativa (MVR) e do indice hepatossomatico (IHS) estédo
representados graficamente nas figuras 42 e 43. O indice hepatossomatico (IHS) e a
massa ventricular relativa (MVR) do grupo MPAS 1 foram significativamente
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superiores (27% e 16%, respectivamente) em relacdo ao grupo controle. O fator de

condicao (K) ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 2 - Parametros biométricos de tilapias do grupo controle e exposto ao MPAS
na concentracdo de 1,0 g.L1. Os valores sdo médias + EPM.

Grupos experimentais

Parametros biométricos Ct MPAS 1

Comprimento total (cm) 15,066 + 0,236 13,413 £ 0,429
Massa corporal (g) 55,493 + 2,916 39,273 + 3,339
Massa hepatica (g) 0,437 + 0,038 0,398 + 0,544
IHS (%) 0,782 + 0,061 0,997 +£ 0,081 *
MVR (%) 0,079 + 0,004 0,091 + 0,004 *
Fator de condicéo (K, g.cm™3) 1,602 £ 0,030 1,733 £ 0,208

Médias do comprimento total (cm), massa corporal (g), massa hepatica (g), indice hepatossomatico
(IHS), massa ventricular relativa (MVR) e fator de condicdo (K) dos animais controle e expostos ao
MPAS na concentrac¢do de 1,0 g.L1. Asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle. Fonte: elaborado pelo autor.

A MVR no grupo exposto ao MPAS na concentracdo de 1,0 g.L! foi 16% maior

gue o grupo controle, conforme apresentado pela figura 42.
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Figura 42 - Massa Ventricular Relativa (MVR) dos grupos controle e MPAS 1
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indice de massa ventricular relativa dos grupos controle e exposto ao MPAS na concentracéo de 1,0
g.LL. Asteriscos indicam diferenga significativa em relacdo ao grupo controle. Fonte: elaborado pelo
autor.

O IHS no grupo exposto ao MPAS na concentracéo de 1,0 g.L foi 27% maior

gue o grupo controle, conforme apresentado pela figura 43.
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Figura 43 - indice hepatossomatico (IHS) dos grupos controle e MPAS 1
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indice hepatossomaético dos grupos controle e exposto ao MPAS na concentragdo de 1,0 g.LL.
Asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Fonte: elaborado pelo autor.

4.4.2 Hemoglobina total

A exposicdo ao MPAS 1 causou uma reducao significativa do contetdo de Hb
de aproximadamente 22% menor em relacdo ao grupo controle. O valor médio de
hemoglobina total do grupo controle foi de 11,14 g/dl e do grupo MPAS 1 foi de 8,68

g/dl. A figura 44 apresenta os valores de hemoglobina dos grupos controle e MPAS 1.
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Figura 44 — Valores médios de hemoglobina total (g/dl) dos grupos controle e MPAS
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Valores médios da dosagem de hemoglobina total (g/dl) pelo método de Drabkin dos grupos controle e
expostos a concentragdo de 1,0 g.L-*de MPAS (MPAS 1). Asteriscos indicam diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle. Fonte: elaborado pelo autor.
4.4.3 Proteina plasmaética total

Os valores médios de proteina plasmatica do grupo exposto MPAS 1 foram
49% inferiores ao grupo controle. O valor médio de proteina plasmatica total do grupo
controle foi de 1,05 g/dl e do grupo exposto MPAS 1 foi de 0,54 g/dl. A figura 45
apresenta os valores médios de proteina plasmatica total dos grupos controle e MPAS
1.
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Figura 45 - Valores médio da proteina plasmatica total dos grupos controle e MPAS
1

1.2 -

1.0 -

0.8 A

0.6 -

0.4 -

0.2 A

Proteina plasmaética total (g/dl)

0.0 -

Ct MPAS 1

Valores médios da proteina plasmética total dos grupos controle e expostos a concentracdo de 1,0 g.L-
1de MPAS (MPAS 1). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle. Fonte:
elaborado pelo autor.

4.4.4 Niveis plasméticos de cortisol e glicose

O nivel de cortisol plasmatico no grupo exposto MPAS 1 foi 66% superior
ao grupo controle. O valor médio de cortisol plasmatico do grupo controle foi 5,66 ug/dl
engquanto o grupo exposto MPAS 1 foi 9,41 ug/dl. A figura 46 apresenta os valores
médios de cortisol do grupo controle e do grupo MPAS 1 (1,0 g.LY).
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Figura 46 - Valores médios de cortisol plasméatico dos grupos controle e MPAS 1
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Valores médios do cortisol plasmatico dos grupos controle e expostos a concentracéo de 1,0 g.L1 de
MPAS (MPAS 1). Asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Fonte:
elaborado pelo autor.

Os niveis de glicose também foram superiores no grupo exposto. O grupo
MPAS 1 apresentou valores médios de glicose 25% superiores ao controle. O valor
médio de glicose do grupo controle foi 30,75 mg/dl e do grupo exposto MPAS 1 foi
38,52 mg/dl. A figura 47 apresenta os valores médios de glicose dos grupos controle

e exposto ao MPAS na concentracgdo de 1,0 g.L 2.
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Figura 47 - Valores médios da glicose plasmatica dos grupos controle e MPAS 1
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Valores médios da glicose plasmética dos grupos controle e expostos a concentracéo de 1,0 g.L1 de
MPAS (MPAS 1). Asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Fonte:
elaborado pelo autor.

4.4.5 Determinacao do contetdo de GSH no sangue total e coracéo

O grupo exposto ao MPAS 1 apresentou uma reducao significativa do contetdo
de GSH no sangue total de aproximadamente 24% em relagéo ao controle. O valor
médio de GSH do grupo controle foi de 0,81 mM e do grupo exposto MPAS 1 de 0,61
mM. A figura 48 (A) apresenta os valores médios de GSH no sangue total para os
grupos controle e MPAS 1.

No tecido cardiaco ndo houve diferenca significativa no conteido de GSH entre
0s grupos controle e MPAS 1. A figura 48 (B) apresenta os valores médios de GSH

Nno coragao para os grupos controle e MPAS 1.
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Figura 48 - Valores médios de GSH no plasma e coracdo dos grupos controle e

MPAS 1
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Valores médios da GSH no plasma (A) e coragdo (B) dos grupos controle e expostos a concentracao
de 1,0 g.L-tde MPAS (MPAS 1). Asteriscos indicam diferenca significativa em relagéo ao grupo controle.
Fonte: elaborado pelo autor.

4.4.6 Peroxidacéao lipidica (LPO) no plasma e coracao

Os valores médios de peroxidacao lipidica (LPO) no plasma do grupo exposto
MPAS 1 foram significativamente superiores ao grupo controle, sendo 39% maiores.
O valor médio de LPO do grupo controle foi de 4,35 uM e do grupo exposto MPAS 1
foi 6,06 uM. A figura 49 (A) apresenta os valores médios de LPO dos grupos controle
e MPAS 1.

Os valores médios de peroxidacéo lipidica (LPO) no coracdo do grupo exposto
MPAS 1 e do grupo controle ndo apresentaram diferencas significativas. A figura 49

(B) apresenta os valores médios de LPO no coracao dos grupos controle e MPAS 1.
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Figura 49 - Valores médios da peroxidacéo lipidica no plasma e coragdo dos grupos
controle e MPAS 1
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Valores médios da peroxidacgédo lipidica (LPO) no plasma (A) e coragdo (B) dos grupos controle e
expostos a concentragdo de 1,0 g.L*de MPAS (MPAS 1). Asteriscos indicam diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle. Fonte: elaborado pelo autor.

4.4.7 Determinacao dos valores médios de proteina carbonilada (PC) no plasma
e coragao

Os valores médios de proteina carbonilada (PC) no plasma de animais
expostos ao MPAS na concentracdo de 1,0 g.L* foram significativamente superiores
ao grupo controle, sendo 87% maiores. O valor médio de PC do grupo controle foi de
2,28 nmol/mg de proteina e do grupo exposto MPAS 1 foi de 4,26 nmol/mg de
proteina. A figura 50 (A) apresenta os valores médios de PC nos grupos controle e
MPAS 1.

N&o ocorreram diferencas significativas entre os valores médios de proteina
carbonilada (PC) no tecido cardiaco de animais expostos ao MPAS na concentracéo
de 1,0 g.L*em relagdo ao grupo controle. A figura 50 (B) apresenta os valores médios

de PC no coracéo dos grupos controle e MPAS 1.



99

Figura 50 - Valores médios da proteina carbonilada no plasma e coragcédo dos grupos
controle e MPAS 1
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Valores médios da proteina carbonilada (PC) no plasma (A) e coracdo (B) dos grupos controle e
expostos a concentragdo de 1,0 g.L*de MPAS (MPAS 1). Asteriscos indicam diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle. Fonte: elaborado pelo autor.

4.4.8 Expressao do trocador NCX no ventriculo dos animais dos grupos controle
e MPAS 1

N&o ocorreram diferencas significativas entre 0s grupos na expressao do
trocador NCX1 do miocardio das tilapias. A expressao de proteinas e os valores

médios (U.A.) estdo apresentados na figura 51.
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Figura 51 - Expressao da proteina NCX dos grupos controle e MPAS 1
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Densidade éptica em unidades arbitrarias (U.A.) da expresséo da proteina NCX no ventriculo de O.
niloticus, dos grupos controle e exposto ao MPAS (MPAS 1). Os valores sdo média + EPM. Fonte:
elabora pelo autor.

4.4.9 Concentracfes de metais em amostras de MPAS

A coleta do MPAS referente aos valores apresentados a seguir séo de um lote
de MPAS coletado durante a estagc&o seca (Abril — Agosto) no ano de 2018. O referido
lote foi utilizado tanto no desenvolvimento do presente estudo quanto em outro
trabalho do grupo de pesquisa realizado por Fortes (2021), que avaliou a
bioacumulacdo de metais em tilapias apds a exposicdo ao MPAS. Assim, os dados de
concentracédo de metais no MPAS foram reportados recentemente por este autor, em
sua dissertacdo de Mestrado. Ambos os trabalhos compartilharam a mesma matriz de
MPAS.

A andlise de MPAS indica que sua composi¢cdo contém 30 metais diferentes,
sendo que apenas o Tantalo ndo foi quantificado por ndo atingir o valor minimo
necessario. A tabela 3 exibe os valores das concentragfes de metais em amostras de
MPAS. Os elementos que estdo mais presentes nas amostras de MPAS sao ferro (Fe-
56), ferro (Fe-57), aluminio (Al), chumbo (Pb), titanio (Ti), cobre (Cu), zinco (Zn) e

manganés (Mn).
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Tabela 3 - Concentracdo de metais (ug/g) em amostras de MPAS. Lote de MPAS
coletado na estacgéo seca (Abril — Agosto) de 2018.

Elemento Concentragao LOD LOQ
Ha/g
Ta 0,0000 0,0178 0,0507
Ag 0,1030 0,0363 0,1019
Hg 201 0,3229 0,3720 0,9867
Hg 202 0,3460 0,0627 0,0994
Bi 1,0791 0,0268 0,0747
Ba 1,3273 0,0089 0,0105
Cd 1,4739 0,0866 0,2419
w 1,6338 0,0046 0,0131
Se 2,2507 0,5221 0,7967
Nb 2,5564 0,0012 0,0035
As 2,9307 0,2341 0,7796
Rb 4,9249 0,0378 0,0713
Ni 14,7430 0,0039 0,0115
Sn 15,2154 0,0089 0,0105
Y 17,4013 0,0009 0,0027
B 20,0295 0,5152 1,4307
\% 28,2162 0,0377 0,1257
La 29,9002 0,0203 0,0677
Cr 34,5293 0,0598 0,1990
Zr 43,7872 0,1209 0,3018
Pb 50,8589 0,0478 0,1378
Sr 56,6318 0,0158 0,0436
Ce 65,4940 0,0204 0,0597
Cu 84,7920 0,0586 0,1951
Zn 274,8618 0,1118 0,3221
Mn 554,9903 0,5111 1,7020
Ti 1.108,9440 0,0567 0,1888
Al 5.522,8039 10,5030 12,8269
Fe-57 67.327,7702 6,5563 13,3324
Fe-56 69.199,0411 0,1790 0,5228

Dosagem de metais no MPAS. Os metais estdo apresentados em ordem crescente de concentracao.

LOD: limite de detecgdo. LOQ: limite de quantificacdo. Fonte: Adaptado de FORTES (2021).

4.4.10 Concentracdo de metais na agua dos grupos controle e expostos ao

MPAS na concentracdo de 1,0 g.L*

As andlises de concentracédo de metais dissolvidos na agua dos grupos controle

e MPAS 1 foram realizadas em amostras coletadas nos dias 0, 1, 2, 3 e 4. A tabela 4

contém a média da concentracdo de metais na agua dos grupos controle e MPAS 1.
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Os metais Cu, Fe-56, Al, Zn, Mn e Pb foram escolhidos para compor a tabela 4 devido
a sua alta concentracao e por terem limites estabelecidos pela Resolugio CONAMA
n°® 357/05 de 2005, enquanto o V e Ti foram escolhidos por apresentarem

concentracéo elevada e por serem contaminantes emergentes.

Tabela 4 - Concentragéo de metais (ug.Lt) em amostras de agua dos grupos controle
e exposto ao MPAS (1,0 g.L). Dados expressos em média + E.P.M.

Grupo Cu Fe-56 Al Zn Mn Pb V Ti
Ct 8,558 12,033 25,310 42,190 1,511 1,302 0,760

+ + + * <LOD + + +
0,689 1,314 0,440 6,113 0,123 0,020 0,056

MPAS 1 12,655 382,044 257,615 30,380 26,751 2,037 3,025 34,011
+ + + + + + + +

0390 6,253 5220 1812 0275 0078 0044 1,181

As concentragfes destacadas em cinza indicam valores médios acima do estabelecido? pela Resolugéo
CONAMA NP° 357/2005. Fonte: elaborado pelo autor.

As concentracdes de metais dissolvidos na agua dos grupos controle e exposto
ao MPAS na concentracdo de 1,0 g.L' foram comparadas com os limites
estabelecidos pela Resolucdo CONAMA na categoria de aguas dulcicolas de classe
2 (CONAMA n° 357/05, 2005).

O cobre (Cu) apresentou uma concentracdo meédia superior aos limites
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA no grupo exposto MPAS 1. O aumento da
concentracéo de cobre no grupo exposto em relacdo a CONAMA foi de 41%, enquanto
0 aumento comparado ao grupo controle foi de 48%.

A concentracdo do ferro (Fe) também foi superior aos limites estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA no grupo MPAS 1. O aumento da concentracdo de ferro em
relacdo a CONAMA foi de 27%, enquanto o aumento em relacéo ao grupo controle foi
de 703%.

O aluminio (Al) exibiu uma concentracao superior aos limites estabelecidos pela
Resolugdo CONAMA no grupo MPAS 1. O aumento da concentragdo de aluminio em
relacdo a CONAMA foi de 158%, enquanto o aumento em relagcdo ao grupo controle
foi de 918%.

’Resolucdo CONAMA N° 357/2005. Concentragdo maxima permitida de metais: Aluminio 100 pg/L;
Chumbo 10 pg/L; Cobre 9 ug/L; Ferro 300 ug/L; Manganés 100 ug/L; Zinco 180 pg/L.
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Os demais metais apresentados na tabela 4 (Zn, Mn e Pb) n&o apresentaram
concentracdes acima do limite estabelecido pela CONAMA n° 357/05 de 2005, no
entanto, vale ressaltar que os corpos hidricos recebem constantemente a deposi¢cédo
de MPA, elevando a concentragdo de metais no ambiente natural.

Em relacdo aos metais vanadio (V) e titanio (Ti), importantes metais que
constituem uma série de contaminantes emergentes, o aumento da concentracao
destes metais no grupo exposto comparado ao controle foi de 132% e 4375%,

respectivamente.

5 DISCUSSAO

O presente trabalho propsds-se a avaliar os efeitos de uma exposi¢cao aguda,
por 96 horas, ao MPAS em trés diferentes concentragées realisticas (0,01 g.L %, 0,1
g.Lt e 1,0 g.LY) sobre os mecanismos envolvidos no acoplamento excitacéo-
contracdo do miocardio isolado de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

As menores concentracdes de MPAS resultaram em algum efeito cronotrépico
positivo com reducdes nos valores absolutos de TPT e THR em determinadas
frequéncias de estimulacdo. Tais alteragcdes ndo foram acompanhadas de um
aumento na Fc, embora a concentracdo intermediaria de MPAS (0,1 g.L?) tenha
induzido uma relacéo forca-frequéncia bifasica, em que a tensédo isométrica aumentou
na faixa fisiol6gica da frequéncia cardiaca da espécie, em relacao aos valores iniciais.
Por outro lado, o grupo exposto a maior concentracdo de MPAS (1,0 g.L!) apresentou
um efeito inotrépico positivo em todas as frequéncias de estimulacdo, levando a
contracdes mais fortes e rapidas (reducdo de TPT e aumentos das taxas de
contracdo), além de promover também um efeito lusitropico positivo ao acelerar o
relaxamento do miocardio (reducdo do THR e aumento das taxas de relaxamento).
Assim, parece haver uma resposta contratil dose-dependente da concentracdo do
pool de metais biodisponiveis no meio aquoso a partir de diferentes concentragdes do
MPAS.

As alteracbes nos parametros fisico-quimicos da agua eram esperadas, no
entanto, apenas a condutividade e a amonia foram alteradas em aguas expostas ao
MPAS. No grupo de maior concentracdo (1,0 g.L?), a condutividade foi 28% superior
ao controle, semelhante ao estudo realizado por Bilgin e Konang¢ (2016), em que
encontraram correlacéo positiva entre os valores de condutividade e concentracao de

metais encontradas no Rio Coruh, localizado na Turquia. Dessa forma, o MPAS
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provavelmente aumentou a quantidade de sais e outras substancias dissolvidas na
agua, sendo um fator crucial para o0 aumento da condutividade elétrica, principalmente
por conter 6timos condutores de eletricidade em sua composi¢cao, como o aluminio,
cobre e zinco.

Em relacdo aos niveis mais elevados de amoénia na agua do grupo exposto a
maior concentracdo de MPAS (1,0 g.L!) é importante dizer que a concentragdo
observada ficou no limite imposto pela legislacdo na Resolugdo CONAMA N° 357 de
2005. De acordo com a resolugdo, o maximo permitido para aguas doces de pH < 7,5
€ de 3,7 mg/L de nitrogénio amoniacal total. De acordo com a CETESB (2021), muitas
espécies de peixes ndo suportam concentracbes de amobnia acima de 5,0 mg/L.
Algumas hipéteses podem serem feitas em relagdo ao aumento da concentracao de
amonia na agua, como por exemplo: 1) os efeitos téxicos do MPAS podem ter
aumentado a excrecdo nitrogenada dos animais, e 2) a presenca de diversos metais
podem favorecer a decomposicdo da matéria organica presente nos aquarios,
elevando os niveis detectaveis de aménia na agua.

As mortes que ocorreram no grupo controle, MPAS 001 e MPAS 01 (1 morte
em cada grupo), possivelmente estdo associadas ao comportamento territorialista
apresentado pela espécie. Nas observacfes diarias realizadas nos aquarios, a
briga/disputa de alguns animais era evidente, 0 que deve estar associado ao espaco
reduzido dos aquarios experimentais em comparacdo com o0s tanques de
armazenamento e aclimatagdo. Diversos autores descrevem a tilapia-do-Nilo como
uma espécie invasora e que exerce papel de dominancia sobre outras espécies
(GOUDSWAARD et al., 2002) e que pode afastar espécies nativas. Champneys et al
(2020) provaram que a presenca de O. niloticus é capaz de ser prejudicial para outras
espécies de tilapia, como a O. amphimelas, devido a interacdo agonistica das duas
espécies. Contudo, Pinho-Neto et al (2014), demonstraram que O. niloticus é capaz
de ser agressiva e competitiva com a propria espécie, apresentando uma relagéo de
competicdo intraespecifica por recursos, incluindo territdrio. Geralmente machos
adultos competem e defendem seus territorios, enquanto fémeas competem por
recursos reprodutivos, além de apresentarem comportamentos agressivos variaveis
(CARVALHO; GONCALVES-DE-FREITAS, 2008). Tais informacdes sobre a espécie,
aliadas as condic¢des laboratoriais e experimentais podem, portanto, explicar a morte

dos animais mesmo no grupo controle.
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A partir das observacdes realizadas nos aquarios de maior exposi¢cao ao MPAS
(1,0 g.L1), cenario em que ndo ocorreu a mortalidade de nenhum animal, o MPAS
pode ter prejudicado os 6rgédos sensoriais dos animais e dificultado as disputas por
territério. De acordo com Solangi e Overstreet (1982), os danos causados por
xenobidticos nos 6rgéos sensoriais de peixes sdo capazes de afetar o comportamento
do animal, o que pode estar associado ao comportamento lento e estatico dos animais
na coluna d’agua.

Os maiores valores de Fc, CBC e taxas de contragcdo e relaxamento
concomitantemente com o0s menores valores absolutos dos parametros tempo-
dependentes (TPT e THR) exibidos pelas tiras ventriculares das tilapias expostas a
1,0 g.L't de MPAS (em todas as frequéncias de estimulacéo), indicam um aumento na
concentragdo de calcio transiente e de mecanismos mais eficientes de ciclagem deste
fon. Coyne et al (2000) relatou que a disponibilidade de Ca?* é um importante
determinante da forca de contracéo miocéardica. Os mecanismos de liberacéo de Ca?*
séo regulados principalmente pelo controle celular, canais de calcio tipo L, bombas e
trocadores como o de sédio-célcio (KIRBY et al., 1992; CARAFOLI, 1987). As fontes
de Ca?* sdo importantes para o mecanismo contratil e para o acoplamento excitacdo-
contracdo, sendo que as espécies possuem diferencas no manejo do Ca?* e nas
fontes do calcio ativador entre elas. Driedzic e Gesser (1988) descrevem que a forca
de contragédo em vertebrados basais, como os peixes, pode aumentar de 50% a 500%
quando se aumenta a concentracéo de Ca?* extracelular.

Em ratos, a exposi¢do aguda ao chumbo (8 uM) aumentou a Fc do miocardio
e diminuiu os valores de TPT (FIORESI et al., 2013), de modo similar aos resultados
encontrados no presente estudo, em que 1,0 g.L' de MPAS também induziu o
aumento da Fc e reducdo do TPT. Os autores também identificaram um aumento da
atividade Na*/K* ATPase, como sendo um possivel causador dos efeitos inotrépicos
positivos encontrados no estudo (FIORESI et al., 2013). O chumbo foi um dos metais
encontrados em maior concentragcdo em amostras de agua contendo 1,0 g.L! de
MPAS, e dessa forma a hipétese de que ele seja o causador do efeito inotropico
positivo no miocéardio de tilapias ndo pode ser descartado. Ainda de acordo com 0s
estudos de Fioresi et al (2013), o chumbo aumentou a atividade da miosina ATPase 0
que também pode assegurar a maior for¢ca desenvolvida frente a exposicao.

Fioresi et al (2013) aponta ainda que a estimulacdo dos receptores -

adrenérgicos colaboraram para a manutencado da maior contratilidade cardiaca em
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ratos expostos ao chumbo, devido a liberacdo de catecolaminas induzidas pelo
estresse. Da mesma maneira, a exposicdo ao MPAS (que contém concentracdes
elevadas de chumbo e outros metais) também pode causar a liberacdo de
catecolaminas nas tilpias.

O efeito inotropico positivo do grupo exposto a mais alta concentracdo de
MPAS (1,0 g.LY), sobre as tiras ventriculares de O. niloticus, pode estar diretamente
relacionado com o estresse causado pela exposi¢do a mistura de metais. A liberagcédo
de catecolaminas devido ao estresse € um fator determinante do desenvolvimento da
Fc e CBC. Imbrogno et al (2010), ao utilizar a catestatina como inibidor da liberagéo
de catecolaminas em enguias, Anguilla anguilla, observou um efeito de bloqueio da
influéncia adrenérgica causada pelo isoproterenol (que atua nos receptores -
adrenérgicos) com consequente reducdo do efeito inotrépico, indicando que as
catecolaminas exercem um papel-chave no desenvolvimento de forca do musculo
cardiaco de peixes. Essa propriedade anti-adrenérgica da catestatina também foi
observada em coragdes de ras in vitro (MAZZA et al., 2008) e de ratos (ANGELONE
et al., 2008).

Filetti (2018) ao expor ratos a 10 pg/mL de CuClz, analisou parametros de
contratilidade cardiaca e a participacao das espécies reativas de oxigénio (ERO) nas
alteracdes induzidas pelo cobre na contratilidade. Estas alteracdes foram descritas,
de maneira geral, como prejuizos na performance cardiaca pela reducdo da Fc, do
tempo para pico de tensdo e para 90% do relaxamento e das derivadas minima e
maxima. Para avaliacdo das respostas p-adrenérgicas foi utilizado o isoproterenol com
e sem a presenca de tempol, DMSO e catalase, para também avaliar os efeitos das
ERO. Com a utilizagdo do isoproterenol, a Fc aumentou, indicando que a presenca do
agonista 1 e B2 € capaz de influenciar positivamente a contratilidade cardiaca mesmo
sob os efeitos de uma concentragdo elevada de chumbo. Em relacédo as ERO, o
tempol e a catalase foram capazes de frear a formacdo e a acdo das ERO nos
cardiomidcitos, permitindo que a Fc fosse aumentada em maior grau com a presenca
destes antioxidantes.

No protocolo for¢a-frequéncia, 0 comportamento das variaveis Fc, TPT e THR
foram, em linhas gerais, semelhantes aos encontrados no protocolo de efeito do
tempo. Entretanto, o protocolo do tempo, permitiu concluir que as tiras ventriculares
dos animais expostos ndo suportaram manter o acoplamento E-C em steady-state

(0,2 Hz) ao longo do tempo de 30 minutos, sugerindo que a exposi¢cdo ao MPAS pode
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alterar a ciclagem de pontes cruzadas ap0s ter se alcancado o estiramento maximo
(Frank-Starling) ao alterar a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*, por ac¢éo direta
ou indireta dos metais. Por exemplo, os ions téxicos Cd?* e Pb?* sdo conhecidos por
mimetizar o Ca?*, devido a raios i6nicos semelhantes na troponina C (RICHARDT et
al., 1986).

O incremento gradual na frequéncia de estimulacdo é importante para avaliar
possiveis efeitos do MPAS em frequéncias sub-fisioldgicas, fisioldgicas (observadas
in vivo para a espécie) e supra-fisiologicas. Para a tilapia-do-Nilo, a frequéncia
cardiaca in vivo é de ~0,6 Hz, ou seja, 36 bpm (batimentos por minuto) (THOMAZ,
2008). Com a aplicacédo do protocolo, o grupo controle atingiu a frequéncia maxima
de estimulacao elétrica de 2,4 Hz (288 bpm), enquanto 0s grupos expostos atingiram
2,8 Hz (336 bpm), sendo que a partir dessas frequéncias os registros tornaram-se
irregulares.

Na maioria dos vertebrados basais o desenvolvimento de forca em tiras
cardiacas isoladas sofre uma reducdo em resposta ao aumento na frequéncia de
estimulacdo. Essa relacao é conhecida como for¢ca-frequéncia negativa (SHIELS et al,
2002), caracteristica da espécie Oreochromis niloticus, conforme relatado por estudos
de Thomaz (2008) e Costa et al (2000). A relacdo forca-frequéncia negativa
apresentada pela maioria dos peixes pode estar associada a uma menor eficiéncia do
acoplamento excitacdo-contracdo, devido a uma baixa capacidade de obtencdo do
Ca?* a partir das reservas intracelulares ou devido a inabilidade dos mecanismos
responsaveis pelo efluxo de Ca?*, levando a um relaxamento incompleto e
prejudicando o desenvolvimento de for¢a nas maiores frequéncias (SHIELS, FARREL,
1997). A incompleta restituicio mecanica foi evidenciada no miocardio isolado de
tilapia-do-Nilo pelo aumento da tens&o de repouso das tiras ventriculares com a
elevacao da frequéncia de estimulacdo e em todos 0s grupos experimentais, o que
reflete um relaxamento incompleto. Aumentos na tenséo de repouso evidenciam uma
maior dificuldade em reduzir os niveis intracelulares de Ca?* como aqueles
observadas no repouso. Condicbes de elevado influxo deste ion através da
sarcolema, devido a alta frequéncia dos potenciais de agéo, fazem com que o Ca2+
permaneca disponivel ao aparato contratil. Assim, o desenvolvimento de forga
depende da disponibilidade do Ca?* intracelular e do tempo da interacédo do Ca%* com
o sistema contratil (GESSER et al., 1997).
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O aumento na frequéncia de estimulacdo reduz o tempo disponivel para a
remocédo do Ca?* do interior da célula via reticulo sarcoplasmatico e trocador Na*/Ca2*
(NCX) (AHO; VORNAHEN, 1999; HOVE-MADSEN et al, 1998). A forca-frequéncia
negativa estad relacionada com a menor obtencdo de Ca?* livre das reservas
intracelulares, para o0 manejo do inotropismo em taxas de estimulacdo elevadas,
afetando diretamente a eficiéncia do acoplamento E-C do mdusculo cardiaco
(DRIEDZIC; GESSER, 1985). Em um experimento com o peixe teleésteo pacu,
Piaractus mesopotamicus, foi avaliada a importancia da disponibilidade de Ca?* e da
temperatura em tiras ventriculares. Foi identificado que com o aumento da
temperatura (27,5°C ~ 32,5°C) e da disponibilidade de Ca?* (2,5 mM ~ 12,5 mM) o
desenvolvimento de Fc aumentou e os valores de TPT e THR diminuiram
progressivamente e significativamente. A forga aumentou progressivamente conforme
os incrementos nas concentracbes de Ca?* em ambas as temperaturas. Esses
resultados indicam que o Ca?* extracelular é de suma importancia para a contracédo
nessa espécie (ANELLI et al., 2004). O miocérdio de tilapia, de maneira semelhante
ao pacu, é dependente quase que exclusivamente do Ca?* extracelular (COSTA et al.,
2000). Os efeitos da complexa mistura de metais e metaloides presentes no MPAS
podem estar associados a interferéncias no fluxo de ions de Ca?* ou até mesmo a
possiveis respostas adrenérgicas, como visto anteriormente.

Ainda néo se pode descartar a possibilidade de efeitos diretos desses metais
em outros sistemas de controle homeostéatico do organismo. Por exemplo, exposicdes
agudas (20 uM por 2 dias) e sub-crénicas (10 uM por 20 dias) ao cadmio e chumbo
aumentaram significativamente a atividade da ATPase nos eritrocitos de O. niloticus
(ATLI et al., 2016). O aumento significativo da atividade da ATPase pode causar uma
disfuncéo metabdlica dos eritrécitos. Somado a possiveis disfungdes eritrocitarias, 0s
metais como o chumbo sdo captados pelas branquias e podem alterar a sua
morfologia, promovendo desequilibrios osméticos e ibnicos (AL-BALAWI, et al., 2013;
MARTINEZ et al., 2004). Tais efeitos podem levar ao comprometimento da funcéo
respiratoria (EVANS, 1987) causando uma hipoxemia (baixa concentracdo de
oxigénio no sangue arterial), mesmo em normoxia, quando o oxigénio dissolvido na
agua encontra-se em concentracdo elevada (PO2 acima de 100 mm.Hg). Tilapias
vermelhas hibridas (Oreochromis sp) expostas por 96 horas a 5,5 mg.L* de chumbo
na agua, exibiram lesdes do epitélio branquial como fusdo em lamelas secundarias

adjacentes, hipertrofia e hiperplasia de células de cloreto e necrose (MOHAMMED et
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al., 2016). Exemplares de robalo-perva, Centropomus parallelus, coletados nos
estuarios da Baia de Vitoria e Santa Cruz (Estado do Espirito Santo, Brasil), regido
altamente impactada pelo MPAS, mostraram uma resposta tecido-especifica de
bioacumulacdo com altos niveis de metais e metaldides nas branquias (SOUZA et al.,
2018).

Dessa forma, a exposicdo ao MPAS pode ter aumentado a demanda de
oxigénio e/ou nutrientes dos tecidos, levando a um maior bombeamento cardiaco na
tentativa de garantir um adequado aporte de substancias essenciais. As alteracoes na
demanda de oxigénio e na taxa metabdlica sdo acompanhadas por ajustes
ventilatorios, cardiovasculares e bioquimicos para atender as necessidades de
oxigénio e nutrientes do tecido (RANDALL; CAMERON, 1973). Em um estudo dirigido
por De Angelis (2020), tilapias-do-Nilo submetidas a exposi¢cdo aguda (96 horas) ao
MPAS (1,0 g.L ) em situacdo de normdxia, mostraram reducgdes significativas de
performance fisioldgica. Foi constatado, por exemplo, que 0s animais expostos
apresentaram reducdes na taxa metabdlica padrdo, na velocidade natatoria critica e
na natacdo maxima. Essas alteracdes ocasionadas em resposta ao MPAS e somadas
as respostas cardiacas observadas no presente estudo afetam o suporte fisioldgico
para questdes ecoldgicas como a sobrevivéncia, aloca¢do de energia, capacidade de
natacdo, potencial de migracao, forrageio e reproducéo.

Tais hipéteses, aliadas aos menores valores de hemoglobina dos animais
expostos ao MPAS, apontam para um provavel quadro de hipoxemia. O estresse
causado pela exposicdo aos metais pode reduzir o oxigénio entregue para os tecidos,
levando a uma situacdo de hipoxemia e de deficiéncia energética (SOKOLOVA,
LANNIG, 2008). Wright et al (1989) dizem que a hipdxia aguda é capaz de aumentar
0S niveis de catecolaminas, ativando a gliconeogénese e glicogendlise devido ao
aumento dos niveis de glicose plasmatica em decorréncia do estresse. Nesse sentido,
as tilapias expostas ao MPAS apresentam altos niveis de glicose e cortisol
plasmaticos apods a exposicdo ao MPAS. A elevacao dos niveis de glicose plasmatica
e cortisol indicam a condicéo de estresse e a necessidade de energia para suportar a
situacao desfavoravel (TORT, 2011). Estas informacdes colaboram com a hipétese de
gue o MPAS desencadeia uma cascata de eventos e respostas ao estresse que
culminam com a liberagcdo de catecolaminas que, por sua vez, foram capazes de

induzir um efeito inotropico positivo registrado nas tiras ventriculares.
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Diversos estudos analisam a CBC de teledsteos frente aos efeitos toxicos de
diferentes agentes contaminantes (FERRO, 2014; THOMAZ, 2008; COSTA et al.,
2000). Na maioria dos casos, essa capacidade é reduzida devido a reducédo da Fc.
Em um estudo desenvolvido por Monteiro et al. (2017), a capacidade de
bombeamento cardiaco de matrinxd e traira, Brycon amazonicus e Hoplias
malabaricus, foi prejudicada devido aos efeitos toxicos de mercurio inorganico. A
sobrevivéncia de vertebrados depende da integridade de sua fungdo cardiaca,
incluindo os ajustes necessarios de débito cardiaco sob condigbes ambientais
adversas (DRIEDZIC; GESSER, 1994). Ainda de acordo com Monteiro et al. (2017),
a eficiéncia do coracdo depende da contratilidade miocéardica, que, por sua vez,
depende do Ca?* intracelular. Nesse caso, 0s animais ndo foram capazes de manter
a frequéncia cardiaca normal devido a disfuncdo do miocardio em resposta ao
mercurio.

No presente estudo, a CBC foi maior em animais expostos ao MPAS em todas
as frequéncias de estimulacdo, o que pode ser associado a uma estimulagédo dos
receptores B-adrenérgicos devido a liberacdo de catecolaminas em resposta ao
estresse de exposi¢do. A regulacdo B-adrenérgica no coracdo de peixes é um
mecanismo central na manutencdo da funcdo cardiaca normal e da adaptacdo do
musculo cardiaco a mudancas fisiologicas e a condicBes ambientais. Desta forma, a
adrenalina e a noradrenalina estdo envolvidas em situacfes em que Sao necessarios
aumento da performance cardiaca (VORNANEN, 1998 e OLSON et al., 2000). O efeito
protetor se deve a seus efeitos inotropicos e cronotropicos positivos (OLSON et al.,
2000). Em peixes, as catecolaminas sdo liberadas em resposta a uma série de
agentes estressores agudos e crénicos (GAMPERL et al., 1994), variando desde
exercicios exaustivos (ROTHWELL et al., 2005) a exposicdo a agentes toxicos e
poluentes (WENDELAR-BONGA, 1997).

A exposicdo a mais alta concentracdo de MPAS, contendo elevados niveis de
metais, pode ter resultado na liberacdo de altos niveis de catecolaminas pelas células
cromafins das tilapias, caracterizando uma tipica resposta de estresse em peixe. Em
cachorro, a injecédo intravenosa de cloreto de manganés (25 a 100 mg/kg), um dos
metais dissolvidos presentes em elevada concentracdo na agua contendo 1,0 g.L* de
MPAS, aumentou a forca de contracao do miocardio (CONRAD et al., 1966). Tal efeito
foi completamente abolido pelo bloqueio farmacologico dos receptores [-

adrenérgicos. O aumento da atividade dos sistemas de transporte de calcio apés a
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estimulacdo adrenérgica resulta em uma taxa de relaxamento mais rapida
(lusitropismo positivo), enquanto um possivel efeito inotropico positivo pode vir a
ocorrer como consequéncia de uma maior disponibilidade de ions Ca?* ao aparato
contrétil, conforme os resultados observados no presente estudo no tecido cardiaco
de tilapia-do-Nilo apdés a exposicdo a 1,0 g.L* de MPAS.

Corroborando os resultados do presente estudo, Fioresi (2008) ao avaliar os
efeitos de concentragbes elevadas de chumbo em ratos (160 pg/dl, 100 acima do
limite brasileiro), observou um aumento da Fc em todos os periodos de exposicdo. A
causa do inotropismo positivo foi associada ao registro de aumento da pressao
sanguinea e a hiperatividade dos receptores B, aumentando a disponibilidade de
calcio para os cardiomiécitos. Outra possivel explicagdo para o inotropismo positivo
séo os efeitos danosos do chumbo no sistema nervoso autdbnomo, que pode disparar
adrenalina e noradrenalina pelo sangue e ser um dos motivos para 0 aumento da
performance cardiaca. Segundo os autores, a exposi¢cao aguda ao chumbo em ratos
pode causar hiperatividade dos receptores 1, aumento das respostas
cardiovasculares aos agonistas B1 e B2 nas células miocardicas, aumento das
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) circundantes e aumento da
disponibilidade de célcio via AMPc (ativacdo al e B1 adrenérgica). A ativacdo [-
adrenérgica causa a fosforilacdo dos canais de cdlcio do sarcolema no midcito,
aumentando a entrada de célcio pelos canais e causando o inotropismo positivo.

A adrenalina € a principal catecolamina que afeta a contratilidade cardiaca na
maioria das espécies de teledsteos (ASK et al., 1983), podendo causar efeitos
inotropicos e cronotropicos positivos. A adrenalina costuma agir nos receptores 31 do
coracdo, estando relacionada principalmente nos efeitos inotrépicos, devido a
alteracdo no influxo de calcio (HIPKINS, 1985). Em trutas arco-iris, por exemplo, a
adrenalina é capaz de alterar a taxa de contragcdo, o débito cardiaco e o volume de
sangue ejetado (KEEN et al., 1993). Gamper et al (1994) reportaram que repetidas
injecdes contendo catecolaminas em trutas arco-iris em aguas em condi¢cao de hipoxia
e normoxia sao capazes de modificar a densidade de receptores f1-adrenérgicos no
coragao, sugerindo que as catecolaminas circulantes sdo capazes de impedir o “down-
regulation” dos receptores B-adrenérgicos causados em situacdo de hipoxia. Laughlin
et al (1992) sugerem que os efeitos da adrenalina no musculo cardiaco sao explicados
por aumentos na taxa de contracdo. Vale ressaltar que mudancas na Fc e na

frequéncia cardiaca podem alterar as demandas metabdlicas do corag¢do. Porém,
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pouco se sabe sobre como as catecolaminas podem impactar no uso de energia do
coracao de peixes (MOON; FOSTER, 1995).

A liberagdo de adrenalina pode ser um mecanismo de tentativa de regulacdo
em situacOes de estresse. Ninkinmaa (1983) observou que os efeitos da adrenalina
aumentaram a afinidade das hemoglobinas ao oxigénio em trutas arco-iris. Os
achados foram ainda mais expressivos em situacdes de pH extracelular mais elevado.
Dessa forma, as catecolaminas podem ser um importante meio de regulacdo do
transporte de oxigénio em situacoes de esfor¢co, emergéncia e estresse, como visto
anteriormente.

No coracdo, os receptores (B-adrenérgicos atuam através da estimulacdo da
proteina G, ativando a adenilato ciclase e a proteina quinase A (PKA) e, deste modo,
promovendo a fosforilagdo do canal de célcio tipo L. Esta fosforilagdo resultara em
uma maior abertura dos canais (VORNANEN, 1998; KIM et al., 2000), aumentando a
disponibilidade de calcio ao aparato contratil. Outra acdo da estimulacdo dos
receptores B-adrenérgicos cardiacos é produzir um efeito lusitrépico positivo alterando
a sensibilidade dos miofilamentos ao célcio, por meio da fosforilacdo da troponina |
(Tnl) via AMPc, aumentando assim a taxa de desligamento entre este ion e a troponina
C, sendo entdo observado um relaxamento mais rapido na presenca de B-agonistas
(BERS, 2001).

Além disso, a adrenalina é capaz de estimular a bomba de Na*/K*ATPAse da
sarcolema (BERS, 2001; HOVE-MADSEN & GESSER, 1989), impedindo a
acumulacédo intracelular de Na* e, assim, favorecendo o efluxo de calcio através do
trocador NCX. No presente estudo, apesar de ndo haver alteracdo significativa na
expressdo do trocador NCX no miocardio das tilapias expostas ao MPAS, as acdes
adrenérgicas podem, assim, ter contribuido para os menores valores absolutos do
THR, para as maiores taxa de relaxamento das tiras ventriculares e para o decaimento
pos-pausa da tensdo isométrica, considerando que o NCX é a principal proteina
responsavel pela extrusdo de Ca?* nos cardiomidcitos de tilapias.

E de conhecimento amplo que o reticulo sarcoplasmatico (RS) possui graus de
desenvolvimento de acordo com as diferentes espécies de peixes (SANTER, 1985).
Em geral, 0 RS em peixes é pouco desenvolvido anatomicamente e com menos
importancia no acoplamento E-C quando comparado aos mamiferos. O RS de
bacalhau, Gadus virens, corresponde a 0,6% do volume do midcito, enquanto em

mamiferos os valores variam de 3,5% a 7% do volume do midcito (HELLE, 1983;
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LEKNES, 1984). As diferencas entre o RS de mamiferos e de peixes podem resultar
em efeitos positivos (RS desenvolvido) ou negativos (RS pouco desenvolvido) apos
tiras ventriculares serem submetidas a pausas na estimulagéo.

No caso da tilapia-do-Nilo, houve um decaimento da Fc apds a pausa de 300
segundos para o grupo controle e apds pausas de 30, 60 e 300 segundos para 0s
grupos expostos. Tais resultados indicam que o RS € pouco desenvolvido e nao
funcional nessa espécie, visto que ndo desempenha um papel importante como
fornecedor de Ca?* ao aparato contratii na maioria das espécies de teledsteos
(VORNANEN et al., 2002). Na pausa diastolica de 300 segundos, ainda houve um
decaimento mais acentuado na Fc em relacdo ao controle, indicando uma maior
atividade do NCX nos animais expostos, permitindo um maior efluxo de Ca?* durante
o periodo de repouso e, consequentemente, uma menor concentracdo de Ca?*
transiente na primeira contracdo subsequente a pausa. Corroborando esses
resultados, Ferro (2014), demonstrou que a exposicdo do cascudo, Hypostomus
regani, ao pesticida Fipronil (4,23 pg.Kg?) promoveu um decaimento da Fc apés
pausas diastélicas ndo fisiologicas, além de promover um efeito inotropico positivo no
desenvolvimento de forca em diferentes frequéncias de estimulacdo. O autor
demonstrou também que a inibicdo do NCX pelo litio provocou uma reducéo da Fc,
indicando que o trocador desempenha um papel importante na ciclagem célcio, uma
vez que a espécie ndo mostrou possuir um RS funcional.

Em ratos expostos a concentracbes agudas de cobre (10 pg/mL) por 60
minutos, a Fc foi menor ap6s pausas diastdlicas de 15, 30 e 60 segundos no grupo
exposto ao metal (FILETTI et al., 2018). Os autores sugerem que o cobre é capaz de
afetar a funcao do reticulo sarcoplasmatico em ratos, que possuem o RS funcional.
Por outro lado, a aplicacédo de calcio extracelular resultou em uma menor reducédo da
Fc no grupo exposto, indicando um baixo nivel de influxo de célcio transsarcolemal.
Protsenko et al (2020) ao avaliar os efeitos de cadmio e chumbo em ratos (Pb = 6,01
mg e Cd = 0,37 mg por kg de massa corporea) verificou pequenas reducdes na
primeira contracdo apos pausas diastélicas de 15 segundos. Os autores concluiram
que ocorre um desequilibrio entre a liberacdo e receptacdo do célcio no RS quando
estdo expostos ao cadmio. O cadmio é um inibidor conhecido do trocador NCX e dos
canais de calcio do tipo L (UEHARA et al., 2002; WASSESTROM, 1999).

O aumento da concentracdo de metais na agua apos a exposicdo ao MPAS

estd de acordo com o apontado por Souza et al (2021), que mostrou o potencial de
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desagregacdo do MPAS em ambientes aquaticos, tornando 0s metais e
nanoparticulas metalicas biodisponiveis na agua. A acumulacdo de metais em peixes
pode ocorrer pelas branquias/pele, ingestdo de material suspenso na agua ou pela
ingestdo de alimentos contaminados. A concentracdo de metais nos organismos é
determinada pela razdo entre a captacao e excrecdo desses elementos (OOST et al.,
2003).

Em um estudo realizado por Fortes (2021) acerca da bioacumulagédo do MPAS
em O. niloticus, foram realizadas exposices de 30 dias a concentracédo de 1,0 g.L?,
constatou-se o acumulo de metais (Cu, Fe, Al, Zn, Mn e Pb) em visceras e musculo
branco no grupo exposto em praticamente todos os dias de coleta de amostras (0, 3,
6, 9, 12, 15, 18, 24 e 30 dias). O fator de bioacumulacéo (BCF) foi acima de 1 para o
Cu, Fe, Al e Zn no grupo exposto, sendo suficiente para caracterizar a bioacumulacao
destes metais nos tecidos, exceto Mn e Pb nos dias 0, 18, 24 e 30 (FORTES, 2021).
Lobos et al. (2019) ao coletarem exemplares de Salmo salar na regido de Los Lagos,
sul do Chile, detectaram a presenca de Al, Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn em musculo,
figado e branquias sendo que dentre esses metais ocorreu a bioacumulacédo de Cu e
Fe no figado e de Mn e Zn nas branquias. A partir da analise de componentes
principais (PCA) os autores concluiram que os metais aparentam ter maior afinidade
com tecidos especificos, tanto em alevinos quanto em individuos no estagio pré-
juvenil.

De acordo com Exley et al (1991) a principal entrada de Al em peixes ocorre
pelas branquias, e os efeitos de sua toxicidade levaria a disfuncdes iono e
osmorregulatérias neste 6rgao. O zinco é um metal essencial e ocorre naturalmente
no organismo, sendo as branquias sua principal rota de entrada (WOOD et al., 2011).
O chumbo possui alta toxicidade para peixes e € capaz de causar estresse oxidativo,
neurotoxicidade e imunocomprometimento (LEE et al., 2019). Dessa forma, é
importante avaliar os danos causados por esses e outros metais em parametros
hematoldgicos e bioquimicos de animais expostos ao MPAS.

Dane e Sisman (2019) verificaram que no rio Karasu em 2015, Turquia, foram
detectadas concentracdes de metais acima dos limites estabelecidos pela legislagao
local, dentre eles: Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Br, Sr e Pb. A situacéo foi
agravada ainda mais devido ao aumento nas concentracdes desses metais listados
no ano seguinte, em 2016. Dessa maneira, foram coletados ciprinideos da espécie

Alburnus mossulensis para verificacdo da salude do figado. Por meio de analises
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histolégicas foram constatados danos no figado como congestéo, dilatacdo sinusoidal,
degeneracéo celular, infiltracdo do parénquima, hipertrofia e vacuolizacdo. No mesmo
estudo, foi observado um aumento dos valores do indice hepatossomético (IHS) entre
0s anos de 2015 e 2016, possivelmente pelo aumento das concentracdes dos metais
listados acima no ano de 2016. Os autores ressaltaram que tais resultados indicam
gue o IHS € um bom indicador de poluicao ambiental e do estado de saude de animais
expostos a altas concentracbes de metais, principalmente por refletir danos que
possam ter ocorrido em um intervalo pequeno de tempo (DANE; SISMAN, 2019).

No presente estudo, a exposicdo ao MPAS também causou um aumento
significativo do indice hepatossomatico (IHS) das tilapias. O MPAS possui uma
composicdo de metais semelhante ao estudo descrito anteriormente. Figueiredo-
Fernandes et al (2007) ao expor tildpias-do-Nilo a concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,5
mg.L? de sulfato de cobre, obteve diferencas nos valores de IHS e do nimero de
ndcleos de hepatdcitos, células que compde majoritariamente o parénquima do
figado. Foi observado que o IHS aumentou 32%, 36% e 51%, enquanto o nimero de
ndcleos de hepatécitos reduziu 65%, 80% e 90% conforme o aumento da
concentracdo do metal. Os figados das tilapias expostas ao sulfato de cobre
apresentaram necrose e vacuolizacdo. Assim, a hipotese de que as tilapias expostas
ao pool de metais presentes no MPAS possam ter sofrido danos no figado, principal
orgao responsavel pela desintoxicacdo em peixes, resultando em um aumento do
valor de IHS, deve ser levada em consideracéo.

Geralmente peixes contaminados apresentam hipertrofia e hiperplasia
hepaticas na tentativa de maximizar o processo de desintoxicacdo frente a
contaminantes (PORTER; JANZ. 2003; VAN DER OOST et al., 2003; FIGUEIREDO-
FERNANDES et al.,, 2006). Em testes de toxicidade aguda LCso por 96 horas,
matrinxas (Brycon amazonicus) expostos a mercurio inorganico (HgCl2) apresentaram
um aumento dos valores de IHS acompanhado por aumentos da atividade de enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, GPx, GST e GR) no figado, branquias, musculo branco e
coracdo (MONTEIRO; RANTIN; KALININ, 2010). O mercurio em concentracdes
ambientalmente relevantes é capaz de causar estresse oxidativo em diversos 6rgaos
de matrinxd, além de causar impactos negativos no seu comportamento, saude,
performance e sucesso reprodutivo (MONTEIRO; RANTIN; KALININ, 2010).

A massa ventricular relativa (MVR) é um indice variavel em peixes, tanto
interespecifico como intraespecifico (FARREL; JONES, 1992). A MVR est4
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diretamente relacionada com o débito cardiaco (HILLMAN, 1976). O aumento da MVR
pode estar relacionado a demandas maiores de performance cardiaca em funcéo da
exposicdo a contaminantes, ocasionando uma possivel hipertrofia cardiaca (CALORE
etal., 2007). No presente estudo, a MVR foi significativamente maior no grupo exposto
ao MPAS, o que poderia estar associado a uma hipertensao arterial sistémica devido
a maior exigéncia de bombeamento sanguineo para atender a demanda por
substancias essenciais. Os resultados de contratilidade cardiaca contribuem para a
hip6tese de hipertrofia do miocardio.

No presente estudo, algumas variaveis hematolégicas foram alteradas devido
ao estresse induzido pelo MPAS. A hemoglobina e a proteina plasmatica total, por
exemplo, sofreram reducdes significativas devido a exposi¢cdo ao MPAS. De acordo
com o estudo de Bittencourt et al (2003), tilapias-do-Nilo criadas em um sistema semi-
intensivo apresentaram valores de hemoglobina em torno de 10,52 g/dl e proteina
plasmatica total de 3,06 g/dl. Neste presente estudo, os valores encontrados de
hemoglobina foram de 11,14 g/dl para o grupo controle e de 8,68 g/dl para o grupo
exposto a 1,0 g.L'' de MPAS, indicando uma redugdo significativa. De maneira
semelhante, a proteina plasmaética total do grupo controle foi de 1,05 g/dl e do exposto
ao MPAS de 0,54 g/dl, indicando novamente uma reducao significativa.

As avaliacdes hematoldgicas em peixes auxiliam a esclarecer os efeitos de
produtos toxicos na agua e de possiveis alteracdes ambientais, ou seja, as alteracdes
hematoldgicas tornaram-se ferramentas de avaliacdo da perturbacdo homeostatica
em peixes (DE PAIVA et al.,, 2013). Animais em situacdo de estresse geralmente
apresentam baixa concentracdo de hemoglobina, indicando prejuizos no transporte
de oxigénio para os tecidos (WITESKA, 2015). A baixa concentracédo de hemoglobinas
pode ainda ser um dos fatores que causam anemia em animais que estdo sobre
estresse, acompanhada por redu¢cdes em outros pardmetros como 0s eritrécitos e
hematdcritos, podendo prejudicar as demandas energéticas e reduzir taxas de
crescimento e de reproducao (WITESKA, 2015).

Diversos estudos indicam que a exposicdo de peixes a agentes estressores,
como 0s metais, altera de alguma forma as variaveis hematoldgicas. Os autores
Abdel-Tawwab e Wafaek, em 2017, submeteram tilapias-do-Nilo a mudancas de
temperatura (20, 24, 28 e 32 °C) e a 0,5 mg.L* de cadmio, durante um periodo de 56
dias. Em todas as temperaturas avaliadas constatou-se reducao (56%, 78%, 79% e

67% de acordo com o0 aumento de temperatura, respectivamente) da hemoglobina no
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sangue em animais expostos ao cadmio. Os autores concluiram que as variacdes
hematoldgicas foram respostas a exposicdo de metais, que, por sua vez, causaram
alteracdes osméticas como a hemodiluicdo e hemoconcentragdo (TORT; TORRES,
1988). Da mesma maneira, Shaw e Handy (2006) verificaram que tilapias-do-Nilo
expostas via dieta ao cobre (ingestdo de 2000 mg.Cu.Kg?) por 42 dias apresentaram
reducdes nos valores de hemoglobina, acompanhados por danos no figado e pela
formacao de manchas de sangue, aumento dos niveis de gordura e por formacao de
pontos de necrose. Os autores também encontraram valores de IHS superiores em
animais expostos, provavelmente devido ao aumento de lipidios no figado e pela
maior necessidade de nutrientes para manter-se em condicdo de estresse. A
exposicdo ao MPAS reduziu o nivel de hemoglobinas no sangue de tilapias,
prejudicando a capacidade de transporte de oxigénio. E importante ressaltar que os
resultados encontrados ex vivo indicam uma Fc e CBC maiores no grupo MPAS 1 que
sdo respostas cardiacas compensatorias frente a um aumento da demanda de
oxigénio.

Monteiro et al (2005) ao expor tilapias-do-Nilo a concentracbes de 40 e 400
ug.Lt de cobre, por um periodo de 3, 7, 14 e 21 dias, observou que os valores de
proteina plasmatica total reduziram significativamente ap6s 21 dias de exposi¢cao
(cerca de 40% em ambas concentracdes), do mesmo modo que ocorreu no presente
estudo. Além da reducdo na proteina plasmatica total, foi observado um acumulo
significativo de cobre nas branquias em ambas as concentracdes testadas, indicando
uma possivel disfuncdo do epitélio branquial e aumento da permeabilidade vascular
(MONTEIRO et al., 2005). A reducéo das proteinas totais (albumina e globulina) pode
influenciar o balanco hormonal, estado geral do figado e indicar estresse
(HASEGAWA et al., 2002) além de interferir no sistema imune, enzimas e proteinas
transportadoras (THRALL, 2007). Monteiro e colaboradores (2005) associaram as
reducgdes de proteinas plasmaticas ao acumulo do cobre nas branquias como produto
da disfuncdo epitelial e pelo possivel aumento da permeabilidade vascular. As
proteinas plasmaticas sado essenciais para a nutricdo e defesa do organismo contra
infec¢des e parasitas (VUREN, 1980). Reducdes nas proteinas plasméticas podem
alterar o pH do sangue ou ainda interferir na osmolaridade do plasma (SATCHELL,
1971).

Ainda de acordo com o estudo citado anteriormente, Monteiro e colaboradores

verificaram também que 0s animais expostos ao cobre obtiveram aumentos
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significativos nas concentracdes de cortisol e glicose plasmatica. A glicose foi superior
em todos os periodos de exposicédo, sendo cerca de 50% maior no grupo exposto a
maior concentracdo de cobre (400 pg.L) e, nos dias finais de exposicdo (14 e 21
dias) o aumento na glicose foi de 100% a 200% superior. Da mesma forma, o cortisol
plasmatico chegou a ser 285% superior ao grupo controle. Os autores concluiram que
os tilapias foram capazes de ativar mecanismos compensatorios quando expostos a
agentes estressores. O aumento do cortisol, por exemplo, pode estar associado a uma
reducdo na perda de ions e uma tentativa de frear o aumento da permeabilidade
epitelial (KELLY; WOOD, 2002). O aumento dos niveis de cortisol evita a necrose
celular (BURY et al., 1998) e estimula a atividade da Na*K*ATPase, aumentando o
transporte de ions (FLIK; PERRY, 1989; SHRIMPTON; MCCORNICK, 1999) e a
capacidade de transporte de ions nas branquias (GOSS et al., 1992), devido a
fragilidade desse 6rgéo por ser um dos primeiros a sofrer com o acumulo de metais
no organismo, juntamente com o figado. Os animais expostos ao cobre apresentaram
adaptacdo rapida e descompensacdo de outros parametros ao longo do tempo,
indicando que o cortisol e a glicose plasmatica sdo indicadores de estresse
(MONTEIRO et al., 2005).

O cortisol plasmaético e a glicose estdo entre os indicadores mais comumente
usados para identificar o estresse em peixes. A resposta primaria a um estressor
agudo normalmente inclui a ativacdo do eixo hipotadlamo-hipofise-interrenal e do
sistema adrenérgico, resultando, respectivamente, em aumentos nos niveis
circulantes de cortisol e dos hormoénios catecolaminas, adrenalina e noradrenalina
(WANDELAR-BONGA, 1997).

Situacdes de estresse envolvem desequilibrio dos organismos, ou da
homeostase, resultante da acdo de estimulos denominados estressores
(WANDELAR-BONGA, 1997). As respostas ao estresse podem ser classificadas em:
priméria (alteracdo hormonal), secundéria (alteracdo fisiologica e bioquimica) e
terciaria (alteracéo no crescimento de individuos, aumento da ocorréncia de doencas
etc.) (MAZEAUD et al., 1977; WEDEMEYER; MELEAY, 1981). O cortisol plasmatico
é classificado como primério, por ser uma alteragdo dos niveis hormonais. A glicose
plasmatica é secundaria e esta diretamente relacionada com o cortisol, pelo fato de
altas concentracdes de cortisol causarem glicogeogenese e glicogendlise no figado,
resultando em hiperglicemia na tentativa de suprir o aumento da demanda por energia
dos animais durante o estresse (IWANA, 1998, MOMMSEM et al., 1999). O aumento
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dos niveis de cortisol e glicose tem origem glicogenolitica proveniente da acdo dos
corticostiréides e catecolaminas (MOMMSEM et al., 1999).

A exposicdo aguda ao MPAS induziu uma resposta ao estresse nas tilapias,
visto que a concentracdo de cortisol plasmatico no grupo exposto ao MPAS foi 66%
superior ao controle. A glicose, por sua vez, foi 25% superior no grupo exposto,
confirmando que o MPAS é um agente estressor. Firat et al (2011) ao exporem
tilapias-do-Nilo a cobre e chumbo (metal essencial e ndo essencial ao organismo), na
concentracdo de 0,05 mg.L* por periodos de 4 e 21 dias, observaram aumentos nas
concentracfes de cortisol e glicose plasmaticos para ambos os metais testados e
tempos de exposicdo. As elevadas concentracbes de glicose indicam um uso
exacerbado das reservas de energia pelos animais na tentativa de sobreviver ao
estresse. A resposta hiperglicémica também pode estar relacionada a uma disfuncéo
do metabolismo devido ao aumento da atividade da glicose 6-fosfatase levando a
degradacdo do glicogénio hepatico (FIRAT et al., 2011), principalmente por ser o
principal 6rgao responsavel pela desintoxicacdo em situagdes de contaminacao.

Os altos niveis de cortisol indicam situacdo de estresse nos animais expostos
ao MPAS. De acordo com Perry e Reid (1993), o cortisol possui a habilidade de
modular os receptores B-adrenérgicos das superficies celulares. Em condicbes
normais de oxigénio e energia, o cortisol impacta diretamente na habilidade das
células em responder a altos niveis de catecolaminas no plasma, podendo induzir ao
inotropismo e cronotropismo positivo conforme descrito anteriormente. O cortisol é um
estimulador da producéo de receptores B-adrenérgicos. Em relacdo ao transporte de
gases, 0 cortisol e as catecolaminas possuem efeitos interativos na tentativa de
estabelecer a homeostase em situagOes de estresse (PERRY; REID, 1993).

Em um estudo com os peixes corvos-do-mar, Hemitripterus americanus, foram
realizadas exposi¢cdes aéreas dos animais simulando uma situacdo de estresse
(VIJAYAN; MOON, 1994). Os niveis de glicose e cortisol aumentaram com a
exposicao aérea em todos os periodos avaliados (1, 2, 4 e 24 minutos). Os autores
observaram um aumento dos niveis de catecolaminas, que estariam associadas a
glicogendlise hepética para manutencdo dos niveis de glicose na tentativa de manter
a homeostase. O cortisol também foi associado com 0 aumento dos niveis de glicose,
além de potencializar outros horménios, como a epinefrina.

Em um estudo realizado por Norstrud et al (2018), foi constatado que trutas

arco-iris expostas ao cortisol, via dieta (500mg/kg), durante 3 semanas, apresentaram
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um aumento significativo de 20% na MVR. O nivel de cortisol plasmatico do grupo
controle foi 0,25 ng.mL™* enquanto o grupo exposto foi de 133,7 ng.mL1. Os autores
concluiram que o cortisol é um potente pro-hipertréfico em truta, devido a capacidade
adaptativa de remodelar o crescimento do coracdo da espécie, com aumentos em
marcadores de hipertrofia como as proteinas “slow myosin light chain 2” e “ventricular
myosin heavy chain”.

De maneira semelhante, Johansen e colaboradores (2011) dividiram trutas
arco-iris em dois grupos (alta resposta e baixa resposta ao cortisol) por meio do
confinamento por 3 horas ao longo de 5 meses consecutivos. O grupo de alta resposta
ao cortisol exibiu um aumento de 33% na MVR. Os autores acreditam que 0 aumento
da MVR esta associado com a hipertrofia ventricular, provavelmente causada por um
mecanismo compensatorio (FARREL et al., 1988).

O cortisol também foi associado a efeitos inotrépicos positivos no coracao de
mamiferos (YANO et al., 1994; WEHLING, 1997) e de anfibios (HAJDU; SZENT-
GYORGY, 1952). Farrar e Rodnick (2004) avaliaram os efeitos do cortisol em tiras
ventriculares de truta arco-iris e constataram aumento da performance na
contratilidade miocéardica in vitro. Os exemplares de truta arco-iris também
apresentaram uma relacdo forca-frequéncia negativa, com a Fc decaindo em
frequéncias acima de 0,5 Hz, além do aumento de Fc provocado pelo cortisol
conforme dito anteriormente.

Em outro estudo envolvendo fémeas de tilapia-do-Nilo, foi verificado o potencial
de disfuncédo endécrina causada pelo aluminio (0,5 pg.mL) em aguas neutras (pH =
7,0) e acidas (pH = 5,7). Foram encontrados valores de proteina plasméatica menores
e niveis de cortisol plasmatico maiores nos animais expostos ao aluminio.
Acompanhado desses resultados evidentes de estresse, foi detectado uma
aceleracdo da mobilizacdo e deposicdo de lipidios do figado para os ovarios,
diminuindo as proteinas nos ovos e do plasma (CORREIA et al., 2010). Dessa forma,
0s autores concluiram que o aluminio € um agente estressor em fémeas maduras de
tilapia. Na tentativa de desintoxicacdo do organismo, 0s ovos podem ser prejudicados,
sendo assim, o aluminio foi considerado um disruptor enddcrino.

Outros importantes indicadores de estresse no organismo séo as atividades
enzimaticas envolvidas nos sistemas antioxidantes, como SOD, CAT, GST, GPx e ndo
enzimaticos, como a GSH, assim como os nhiveis de peroxidagéo lipidica (LPO) e de

concentracdo de proteina carbonilada (PC). No presente estudo foi verificado uma
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reducao significativa de 24% na GSH no sangue total de animais expostos ao MPAS,
acompanhado de aumentos significativos nos niveis de LPO e de PC no plasma. Estes
resultados indicam que os animais expostos ao MPAS sofreram estresse oxidativo
devido a exposicéo ao pool de metais e a baixa concentracédo de GSH pode indicar a
tentativa constante e insuficiente de impedir o estresse oxidativo celular, ou
simplesmente a ineficacia de regeneracdo da GSH no organismo. Elia et al (2013)
ressaltam que a diminuicdo da GSH limita a capacidade da célula em sequestrar
radicais livres, e, por consequéncia, aumenta o potencial oxidativo. Em situacdes de
estresse intenso a GSH pode ser perdida de maneira irreversivel, permanecendo na
forma oxidada (UHLIG; WENDEL, 1992). Este € o cenario que ocorreu no sangue das
tildpias expostas ao MPAS na concentracdo de 1,0 g.L ™.

O mesmo aconteceu em tilapias-do-Nilo do rio Kali, na India, onde a
contaminacéo por crémio (0,29 mg.L™), niquel (0,54 mg.L), chumbo (0,48 mg.L?) e
cadmio (0,06 mg.L?) levou a uma reducgdo da GSH nas branquias, figado, cérebro e
rim de Channa striatus e Heteropneustes fossilis (FATIMA et al., 2015). ALPO ea PC
foram surpreendentemente maiores nos animais expostos em todos os 06rgaos
estudados, sendo que em alguns casos ela mais que triplicou o seu valor (FATIMA et
al., 2015). O estresse oxidativo causado pelos metais ocorre pela ineficiéncia das
defesas antioxidantes em neutralizar os efeitos toxicos e oxidantes dos metais. Os
baixos niveis da GSH indicam um estado oxidante das células e remetem, novamente,
ao estresse intenso e na falha das defesas antioxidantes em neutralizar os efeitos de
metais, principalmente quando estdo presentes em altas concentracoes.

Em um estudo conduzido por Abdel-Khalek et al (2015), tilapias-do-Nilo foram
expostas a particulas e nanoparticulas de zinco. As particulas normais de zinco
totalizaram 0,68 g.L! e as nanoparticulas 0,09 g.L?, as exposi¢Ges duraram 7, 14 e
28 dias. Um dos parametros avaliados pelos autores foi a GSH no figado e branquias,
gue reduziu drasticamente nos grupos expostos, principalmente com 14 e 21 dias de
exposicdo. Neste mesmo estudo os niveis de proteinas plasmaticas totais foram
reduzidos, acompanhados por um aumento do nivel de glicose, semelhante aos
estudos apresentados anteriormente e com o0s resultados deste presente estudo. Os
autores concluiram que a GSH é um importante protetor contra 0 aumento do niumero
de ERO, e a sua reducdo pode estar associada a maior utilizacdo da mesma
(convertida em glutationa oxidada) na tentativa de reduzir os danos causados pelos

metais (ABDEL-KHALEK et al., 2015). Ndo se pode descartar a hipotese de que o0s
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baixos niveis de GSH possam estar relacionados a ineficiéncia do mecanismo de
regeneracao da GSH (XILDEREM et al., 2011).

Um dos maiores contribuintes para a perda das func¢des celulares em condi¢ao
de estresse é a peroxidacgédo lipidica (STOREY, 1996). Algumas das implicacdes da
LPO, séo: alteracdo na estrutura de membranas celulares, alteracédo do fluxo iénico,
perda de seletividade para entrada e saida de nutrientes e substancias téxicas,
alteracdo do DNA e oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (BARBER,;
HARRIS, 1994). Diversos estudos mostram que a LPO em organismos aquaticos
ocorre devido a presenca dos mais diversos tipos de poluentes ambientais, incluindo
os metais (PLOCH et al., 1999; WILHELM-FILHO et al., 2001). De acordo com Shaeter
et al (1994), os aumentos no nimero de grupamentos carbonil (proteina carbonilada
— PC) estao diretamente relacionados com danos proteicos causado pelo estresse
oxidativo, assim o conteudo de PC é utilizado como avaliacdo do dano oxidativo
proteico (FAGAN et al., 1999). Nesse presente estudo o nivel de PC foi muito superior
no grupo exposto ao MPAS, confirmando, portanto, a ocorréncia de estresse oxidativo.

Em um estudo realizado por Osorio et al (2014), avaliou-se a influéncia de
diferentes areas (agricultura, urbana e estuarina) na espécie neotropical Geophagus
brasiliensis. Os resultados indicaram que tanto a LPO como a PC no sangue de G.
brasiliensis foram maiores nos animais coletados das areas urbanas e de agricultura.
Foram encontrados pontos de necrose no figado e no cérebro. Inflamacdes no figado
podem gerar danos hepaticos (FORLENZA et al., 2008) e liberar proteases que
danificam membranas de lipidios, proteinas e o proprio DNA, ocorrendo a necrose. A
analise de metais nos sedimentos indicou a presenca de As, Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Se e
Zn, muitos desses metais fazem parte da composicdo do MPAS e as possibilidades
de danos causados por ele podem ser semelhantes ao encontrado neste estudo.

Os niveis de LPO, PC e GSH no coracdo ndo indicaram estresse oxidativo
nesse oOrgdo. Diversos estudos analisam os efeitos de xenobibticos nos
biomarcadores de estresse oxidativo em peixes e outros vertebrados aquaticos, sendo
gue a maioria das vezes as respostas sao tecido-especificas (COSTA et al., 2008;
MONTEIRO et al., 2009). Em outros estudos o coragdo € apresentado como
vulneravel a intoxicacdo por metais, com alteracdo da funcdo cardiaca (TORT,;
MADSEN, 1991; WANG et al.,, 1999). No presente estudo, apesar de néo ter
aparentado ocorrer estresse oxidativo no coracgao, foi observado alteracao da funcéo

cardiaca com o aumento da Fc e CBC e da reducdo do TPT e THR, indicando que os
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efeitos dos metais podem estar associados a regulacdo B-adrenérgica, mas nao
necessariamente a danos oxidativos.

As alteragbes bioquimicas, hematologicas e as respostas fisioldgicas
encontradas no presente estudo possuem implicancias ecoldgicas. De acordo com
Moyle e Leidy (1992), os agentes de reducédo do niumero de espécies de peixes podem
ser divididos em 5 categorias, sendo elas: 1) competicao pela agua; 2) alteracdes no
habitat; 3) poluicdo; 4) introducdo de espécies exoticas, e; 5) superexploracédo
comercial. As diferentes categorias funcionam como uma cadeia de processos, uma
podendo levar a potencializacdo de outra. Dessa forma, é importante descrever os
possiveis impactos ecologicos do MPAS na tilapia-do-Nilo.

As respostas cardiacas de O. niloticus frente a exposicdo ao MPAS, sobretudo
na maior concentracdo, podem influenciar no desempenho animal e no seu
comportamento no ambiente. Conforme observado, os elevados valores de Fc e 0s
menores tempos para contracdo e relaxamento indicam que o animal, em um
ambiente fechado e controlado, precisa manter altos niveis de bombeamento
sanguineo para que oxigénio e nutrientes sejam distribuidos de maneira eficiente por
todo seu corpo, suprindo suas necessidades frente a exposicdo do MPAS. Algumas
respostas aos efeitos téxicos do MPAS podem ser, por exemplo, reducdo na taxa de
crescimento do individuo (massa corpérea reduzida), reducdo nas taxas de
reproducao (abundancia populacional reduzida) e busca por novos habitats, forcando
a espécie a realizar “trade offs” para se adaptar e sobreviver (TILMAN, 2004). Nesse
sentido Souza et al. (2018), também apontam mecanismos adaptativos exibidos pela
espécie Centropomus parallelus, popularmente chamado de robalo-peva, em resposta
a acumulacdo de metais e metaloides em branquias, musculo branco, rins e
hepatopancreas. Os autores concluiram que as branquias e os rins s&o as principais
vias de excrecdo dos metais, sendo 6rgdos importantes para a desintoxicacdo. No
entanto as respostas dos 6rgaos ao acumulo de metais possuem custos energéticos
gue podem limitar a manutencéo da espécie a longo prazo.

Em exposicdes a baixas e altas concentracdes de cobre (0,004 mg.Lt e 0,02
mg.L?) e zinco (0,5 mg.L? e 1,5 mg.L ™), tilapias-do-Nilo sofreram reducdes em suas
taxas de crescimento. Na concentragdo mais elevada de cobre a reducao da taxa de
crescimento foi de 12%, enquanto a reducdo na taxa de crescimento nos individuos
expostos ao zinco foi de 17% e 27% nas concentracdes baixa e alta, respectivamente,

reduzindo significativamente o ganho de massa corpérea de individuos expostos aos
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metais (ABDEL-GAWAD et al., 2020). Portanto, a reducéo nas taxas de crescimento
de animais expostos a metais tende a ser menor, devido as trocas (“trade offs”) que
0S animais precisam realizar para se adaptar e sobreviver.

Para manter a demanda elevada de oxigénio e nutrientes, o animal necessita
de uma alocacao maior de energia para atender suas necessidades fisiologicas, o que
pode impactar as atividades de forrageamento, alimentacéo, escape de predadores e
reproducdo. A manutengéo de elevados valores de Fc e CBC dos animais expostos,
per si, jA demanda um maior custo energético para o animal. A contratilidade cardiaca
depende da manutencédo de alto potencial de fosforilacdo das miofibrilas, sendo que
0 requerimento energético do musculo cardiaco é atendido principalmente pela
fosforilagdo oxidativa mitocondrial (BIRKEDAL & GESSER, 2004).

No ambiente natural os animais podem realizar uma selecdo das melhores
maneiras para contornar os efeitos de determinado agente poluente, exibindo, por
exemplo, uma resposta de fuga. A busca por novos habitats em decorréncia da
degradacdo e destruicdo de habitats naturais pode levar ao desequilibrio ambiental,
afetando os servicos ecossistémicos e os bens econémicos e ecoldgicos para
humanos (DOBSON et al.,, 2006). Nesse processo, a tilapia, sendo uma espécie
exodtica e invasora pode acarretar na exclusdo de outras espécies nativas, como
ocorre na Bacia lgarapé Fortaleza, no Amapa, em que a introducdo de tilapia gerou
reducdo na densidade populacional em espécies de ciclidios nativos (BITTENCOURT
et al., 2014). O mesmo cenario ocorre nos lagos Vitéria e Kyogo, na Africa, onde a
invasdo de O. niloticus ocasionou a reducao de populacdes nativas de Oreochromis
esculentus e Oreochromis variabilis devido a forte dominancia da espécie invasora
(BWANIKA et al., 2006).

A competicdo por recursos e territérios pode, por exemplo, diminuir
drasticamente 0s recursos especificos que determinada espécie utiliza para
sobreviver (sobreposicdo de nichos), levando ao declinio populacional. De acordo com
Crooks et al (2011), a poluicdo aquatica pode aumentar 0 sucesso de espécies
invasoras. Um dos possiveis efeitos ecoldgicos do MPAS pode ser, por exemplo, a
fuga e a busca por novos habitats ndo contaminados. Outra possibilidade é a
permanéncia da espécie no ambiente devido ao seu grau de tolerancia, esgotando 0s
recursos e impossibilitando a chegada de novas espécies. Dessa forma, Attayde et al.
(2007) constataram que a tilapia-do-Nilo € uma espécie exotica e invasora bem-

sucedida, gracas a sua plasticidade trofica e alta toleréncia as variagbes ambientais.
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Aliado aos cenarios descritos anteriormente, Attayde et al. (2007) mostraram que
comunidades de microcrustaceos planctdnicos foram reduzidas devido a presséo da
populacéo de tilapia, indicando que mesmo indiretamente a tilapia € capaz de exercer
dominancia sobre espécies nativas por meio do esgotamento de recursos e alteragcdes
nas caracteristicas da agua, como a reducao da transparéncia. Esses efeitos podem
afetar negativamente o recrutamento de outras espécies, principalmente as tropicais
brasileiras.

Dependendo da estratégia adaptativa utilizada pela tilapia-do-Nilo, a
tolerancia/intolerancia ao MPAS pode levar a problemas para a propria espécie e/ou
para as demais espécies, o0 que pode afetar de diversas maneiras outros niveis troficos
(GU et al., 2015).

Em um estudo realizado na China por Gu et al. (2015), foram verificados 0s
impactos da introducéo da espécie invasora tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, na
pesca dos principais rios da provincia de Guangdong. O indice de pesca por barco foi
menor de acordo com 0 aumento da presenca de tilapias. Além disso, a espécie
invasora € uma forte competidora de recursos com a carpa de lama (espécie nativa),
Cirrhinus molitorella, devido aos habitos e dietas semelhantes. A abundancia de
tilapias levou a uma sobrepesca das espécies nativas, devido ao seu baixo valor
comercial e nutritivo quando comparado as demais, reduzindo as populacdes nativas.
Os impactos da introducdo de espécies exdticas e invasoras ndo se limitam apenas
aos ecologicos, mas também aos sociais e econdmicos.

E importante salientar que as respostas fisioldgicas e as alteracdes bioquimicas
exibidas frente a exposicédo da complexidade de metais, metaloides e nanoparticulas
constituintes do MPAS tém um custo energético, que pode levar a um efeito negativo
na taxa de crescimento e reproducéo impactando a manutencéo e conservacao das
espécies de teledsteos, embora os efeitos de uma exposi¢cdo cronica ainda nao
tenham sido investigados. E evidente, assim, que o MPAS emitido de maneira nédo
controlada, é capaz de impactar a biota aquatica a longo prazo, mesmo que espécies
resistentes consigam exibir mecanismos adaptativos que as tornam capazes de
tolerar tal contaminagé&o. A figura 52 sumariza os principais resultados encontrados

neste trabalho.
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Figura 52 - Sintese dos principais resultados encontrados no trabalho
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Sintese dos principais resultados encontrados no presente trabalho. Fonte: elaborado pelo autor.

6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho a partir da analise da contratilidade

miocardica ex vivo de tilapia-do-Nilo, O. niloticus, em condi¢do controle e apés as

exposicoes por 96 horas ao MPAS, na concentracdo de 0,01 g.L1,0,1g.L2e1,0g.L

1, aliados as andlises dos biomarcadores hematolégicos, bioguimicos e de estresse

oxidativo, permitiram extrair as seguintes conclusdes:

1. Asrespostas cardiacas foram dose-dependentes: a) a menor concentracéo de

2.

MPAS nado causou efeitos inotropico e/ou lusitropico positivos; b) a
concentracdo intermediaria reduziu o TPT e o THR em frequéncias de
estimulacdo mais baixas além de induzir uma relacéo forga-frequéncia bifasica;
¢) a maior concentracdo induziu um efeito inotrépico positivo pronunciado, além
do aumento das taxas de contracéo e relaxamento.

A exposicao de tiras ventriculares de O. niloticus a maior concentragdo de
MPAS apresentou um efeito inotropico positivo, tornando a contracao
miocardica mais forte e mais rapida, além de induzir um efeito lusitrépico
positivo melhorando a capacidade de relaxamento do musculo ventricular. Tais

alteracdes resultaram em um aumento da CBC e sdo decorrentes do aumento
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das catecolaminas, cuja liberacao foi induzida pelo estresse ap0s a exposicao
ao MPAS. As acOes das catecolaminas aumentaram a eficiéncia do
acoplamento excitacdo-contragdo e atuaram como mecanismo compensatorio
frente a essa situacao adversa.

As pausas diastdlicas de 10, 30, 60 e 300 segundos causaram decaimento pos-
pausa da Fc em todos 0s grupos experimentais, principalmente nas pausas de
60 e 300 segundos, indicando um papel proeminente do NCX no acoplamento
excitacdo-contracdo e na extrusdo do calcio. Nos grupos expostos ao MPAS
houve uma acentuacdo no decaimento pos-pausa, provavelmente relacionado
a alteracdo da atividade do NCX por meio da acao direta ou indireta dos metais.
A CBC do grupo exposto a maior concentragdo de MPAS aumentou de acordo
com os valores de Fc. O aumento da CBC é possivelmente um mecanismo
compensatorio e esta relacionado com a maior demanda de oxigénio, visto que
a exposicdo ao MPAS causou estresse oxidativo e reducbes nos niveis de
hemoglobina no sangue das tilapias expostas, o que reflete danos oxidativos
em tecidos e prejuizos no transporte de oxigénio e nutrientes para os tecidos,
respectivamente. Para a manutencédo de um débito cardiaco adequado durante
alteracdes metabdlicas e frente a agentes estressores, o0 sistema
cardiovascular pode lancar méo de ajustes tanto no volume sistdlico, por meio
de alteracdes na forca de contracdo, quanto na frequéncia cardiaca. A
estratégia adotada pelas tilapias expostas ao MPAS foi aumentar a
contratilidade para a manutencdo de um débito cardiaco necessario para
manter os processos fisioldgicos e garantir a sobrevivéncia do animal durante
a exposicao aguda ao MPAS.

A exposicdo a 1,0 g.L't de MPAS caracterizou uma situagao tipica de estresse
em O. niloticus conforme comprovado pelos niveis plasmaticos elevados de
cortisol e glicose e concomitante reducdo de proteinas plasmaticas totais. A
tentativa de manter a homeostase levou ao aumento de cortisol no sangue,
adaptando a funcdo cardiaca (descrita acima) e aumentando os niveis de
glicose para atender as demandas energéticas nessa situagdo adversa. Para
finalizar as etapas que caracterizam o estresse, observamos redugdes nas
proteinas plasmaticas totais, indicando uma possivel depressdo do sistema

imunologico e comprometimento da saude do animal.
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6. A guantificacdo de metais livres e nanoparticulas metélicas na agua e no MPAS
revelaram uma composicdo de metais variados, sendo que o Fe, Al, Cu, Zn,
Mn e Pb foram encontrados em maiores concentragdes. As concentragdes
desses metais no meio aquoso ultrapassaram os limites estabelecidos pela
resolucdo CONAMA N° 357 de 2005.

7. Os indices hepatossomatico (IHS) e massa ventricular relativa (MRV) dos
animais expostos a 1,0 g.L* de MPAS sugerem possiveis danos no figado e
coracdo como hiperplasia e hipertrofia, causados pelo desenvolvimento de
estresse, ou ainda pela tentativa continua de desintoxicacdo do animal pelo
figado e pela atividade excessiva do coracdo em entregar substancias
essenciais aos demais tecidos. O aumento da MVR pode ser produto dos niveis
de cortisol como resposta ao estresse e pode ter contribuido também para a
melhoria do acoplamento excitacdo-contracao conforme descrito acima.

8. A exposi¢do a maior concentracdo de MPAS induziu estresse oxidativo no
sangue e plasma de O. niloticus, mas ndo no tecido cardiaco. O estresse
oxidativo induzido pelos efeitos toxicos do MPAS foram capazes de
comprometer a homeostase plasmatica e a tentativa de neutralizar a
sobrecarga das ERO ndo foram suficientes. Assim, a alteracdo da funcéo
cardiaca parece estar associada a resposta ao estresse.

9. A exposigdo a maior concentracdo de MPAS também néo alterou a expressao
do NCX, o que indica que o inotropismo e lusitropismo positivos causados pelo
MPAS sao decorrentes da ativacéo dos receptores B-adrenérgicos.

10.A tilapia-do-Nilo, espécie exoética e de extrema resisténcia, foi capaz de
desenvolver estratégias adaptativas para sobreviver a exposi¢cdo aguda de
MPAS, mesmo na maior concentracdo. O aumento da Fc e CBC sao
mecanismos compensatorios causados pelas alteragbes fisiologicas e

hormonais decorrentes dos efeitos toxicos dos metais.

As analises contidas neste trabalho colaboram para o entendimento do
funcionamento do MPAS em um organismo modelo, a tilapia-do-Nilo. Tais resultados
colaboram com a formulacéo e regulacao de diretrizes que controlam as emissdes de
MPAS na Regido Metropolitana da Grande Vitoria, sendo um problema ambiental e

publico, de interesse de todas as partes da sociedade.
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Ressalta-se a importancia de avaliar os efeitos do MPAS em exposicdes
prolongadas (crénicas). Os resultados podem ser exacerbados em periodos maiores
de exposicdo. E extremamente necessario avaliar os efeitos do MPAS em espécies
nativas, geralmente mais sensiveis aos efeitos toxicos de contaminantes. Por ser uma
espécie exotica, invasora e resistente, a tilapia-do-Nilo possui uma plasticidade
ambiental superior que Ihe permite fazer ajustes necessarios para sua sobrevivéncia
frente aos efeitos do MPAS. Estes efeitos podem ser acentuados em espécies nativas
e tropicais, justamente por apresentarem maior sensibilidade e vulnerabilidade em

situacdes adversas.
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