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RESUMO

A poeira presente na atmosfera recebe o nome de material particulado atmosférico
(MPA) e sua composicdo depende das fontes emissoras do MPA que podem ser
fontes naturais ou antrépicas. A emisséo e dispersdo de poluentes séo influenciadas
pelos ventos e pelo tamanho das particulas presentes no ar. De acordo com o
tamanho do MPA, particulas menores e mais leves podem continuar suspensas, mas
dependendo da sua constituicdo essas particulas podem se agregar com mais
facilidade e formar particulas maiores, denominadas MPA sedimentavel (MPASe). As
alteracdes sanguineas, as respostas do sistema de defesa antioxidante e das enzimas
relacionadas a regulacdo i6nica nas branquias associadas as possiveis alteracfes
histopatoldgicas que podem alterar a performance da espécie frente a outros desafios
ambientais e comprometer a sobrevivéncia da mesma foram analisadas. Apesar das
altas concentracfes de Fe, Al,Ti, Mn e outros metais-traco no MPASe os parametros
hematoldgicos (RBC, Hct, [Hb], VCM, HCM e [HCM]) ndo se alteraram embora com
indicacéo de instabilidade no DNA dos eritrécitos apds exposicdo a 1 g.L* de MPASe
por 96 horas.Em relacdo ao sistema imunoldgico as respostas variaram ocorrendo
aumento de linfécitos e diminuicdo de mondcitos. Os metais presentes no MPASe néo
alteraram o funcionamento da enzima Na+/K+-ATPase nas branquias e o equilibrio
Na+/K+ plasmatico se manteve, porém ocorreu diminui¢cdo de cloreto e da atividade
da enzima anidrase carbonica na concentragdo de 1 g.L! de MPASe indicando
alteracdo do equilibrio Na*/Cl- plasmatico. A enzima antioxidante catalase nas
branquias aumentou a atividade ap6s exposicédo a 0,1 g.L* de MPASe, a atividade da
enzima de biotransformacdo GST, que atua na conjugacao da glutationa reduzida
(GSH) com xenobidticos, aumentou em animais expostos a 0,1 g.L* de MPASe e o
level of GSH aumentou em todos 0s grupos expostos ao MPASe. O biomarcador de
estresse oxidativo LPO né&o apresentou diferencas significativas para as branquias
corroborando que 0s metais presentes ndo inibiram a atuacdo dos sistemas
antioxidantes enziméticos e n&do-enzimaticos. Em concluséo, os resultados deste
estudo mostraram que os metais dissolvidos em meio aquatico foram absorvidos pelas
branquias e, embora em niveis subletais, causaram danos genotéxicos, alteracdes
nas respostas do sistema imunoldgico e antioxidantes apds 96 h de exposicdo. Esta
alteracOes poderiam ser prejudiciais se 0s animais forem expostos por longos
periodos como pode acontecer no ambiente natural.

Palavras-chave: Metais, Peixes, MPASe, Ecotoxicologia, Histopatologia.



ABSTRACT

The dust present in the atmosphere is called atmospheric particulate matter (MPA) and
its composition depends on the emitting sources, which can be natural or
anthropogenic. The emission and dispersion of pollutants are influenced by the wind
and the size of particles present in the air. According to the size of the MPA, smaller
and lighter particles can remain suspended, but depending on their constitution, these
particles can aggregate more easily and form larger particles, called sedimentable
MPA (MPASe). The blood alterations, responses of the antioxidant defense system
and enzymes related to ionic regulation in the gills associated with possible
histopathological changes which can alter the performance of the species in the face
of other environmental challenges and compromise its survival were analyzed. Despite
the high concentrations of Fe, Al Ti, Mn and other trace metals in MPASe, the
hematological parameters (RBC, Hct, [Hb], VCM, HCM and [HCM]) were unchanged,
but some DNA instability indication in the erythrocytes was observed after exposure to
1 g.Lt of MPASe for 96 hours. Regarding the immune system, the responses varied,
with an increase in lymphocytes and a decrease in monocytes. The metals present in
MPASe did not alter the functioning of the Na*/K*-ATPase enzyme in the gills and the
plasma Na*/K* balance was maintained however, the change in the plasma Na*/CI
ratio with a decrease in chloride ion and in the activity of carbonic anhydrase enzyme
at a concentration of 1 g.L!* of MPASe indicate ionic unbalance. The antioxidant
enzyme catalase in the gills increased activity for after fish exposure to 0.1 g.L* of
MPASe; the activity of the biotransforming enzyme GST that acts in the conjugation of
glutathione reduced (GSH) with xenobiotics increased in fish exposed to 0.1 g.L? of
MPASe and the GSH content increased all groups exposed to MPASe. The oxidative
stress biomarker LPO did not show significant differences for the gills, confirming that
the metals present did not inhibit the performance of enzymatic and non-enzymatic
antioxidant systems. In conclusion, the results of this study showed that the metals
dissolved in the aquatic environment absorbed by the fish gills, although at sublethal
level, caused genotoxic damage, change the immune system and antioxidants
responses after 96 h-exposure. It could be harmful if animals are exposed for long
periods as can occur in natural environment.

Key-words: Metals, Fish, SePM, Ecotoxicology, Histopathology.
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1. Introducgéo
1.1. O Material Particulado Atmosférico

A poeira presente na atmosfera recebe o nome de material particulado
atmosférico (MPA) e sua composicao depende das fontes emissoras do MPA que
podem ser fontes naturais ou antropicas. As fontes de origem antropica podem ser
fixas (fumacas e fuligem industriais) ou moveis (fumaca de veiculos automotores). A
indUstria metalurgica tem sido considerada entre os maiores poluidores da atmosfera
devido a emissdo do material particulado (Zhang et al., 2014). No inicio de 2020, a
producdo mundial de ago bruto foi de 443 Mt sendo que o Brasil produziu 2,6 Mt de
aco bruto nesse periodo (Siderurgia Brasil, 2020). No Brasil, o estado do Espirito
Santo cresce acima da média nacional neste setor (Bradesco, 2019) e a poluicdo
atmosférica gerada por essas industrias é agravada pelo emissdo de MPA (Machado
et al., 2018; Santos et al., 2017; Souza et al., 2018).

A emissao e dispersdo de poluentes sado influenciadas pelos ventos e pelo
tamanho das particulas presentes no ar. De acordo com o tamanho do MPA, particulas
menores e mais leves podem continuar suspensas, mas dependendo da sua
constituicdo essas particulas podem se agregar com mais facilidade e formar
particulas maiores, denominadas MPA sedimentavel (MPASe). MPASe pode se
depositar nas superficies e causar impactos ambientais e sociais (Santos et al. 2017).
O transporte aéreo dessas particulas, por fluéncia superficial (>2000 pm) e
ressuspensao (60-2000 um) aérea, € responsavel pela maior parte do movimento de
massa em escala local (Ravi et al., 2011). Por outro lado, particulas menores (<60um)
sao transportadas como suspensdo atmosférica e sdo responsaveis pelo transporte
de longo alcance em escalas regionais, continentais e globais (Chadwick et al., 1999;

Prospero et al., 2002).
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1.2. O MPASe e seu Impacto Ambiental no Estado do Espirito Santo

O impacto ambiental causado pela deposicdo do MPASe podem afetar o
funcionamento dos ecossistemas terrestres e aquaticos. Nos ecossistemas terrestres,
0 MPASe depositado no solo pode ser absorvido pelas raizes e se bioacumular nas
plantas, pode também se depositar na superficie das folhas e afetar os processos de
evapotranspiracado e fotossintese. Nos ecossistemas aquaticos, o MPASe pode se
tornar biodisponivel na coluna d'agua ou sedimentar no fundo dos corpos d"agua. Nos
ecossistemas aquaticos, as particulas metélicas presentes no MPASe podem estar
livremente dissolvidas ou complexadas (Donahoe e Liu, 1998), serem incorporadas
na biota local e bioacumuladas nos tecidos e biomagnificadas por toda a cadeia trofica
(Souza et al. 2011, 2014, 2015, 2018; Arrivabene et al. 2015, 2016). Quando esses
metais estdo presentes no corpo dos organismos, as defesas destes animais sao
ativadas contra estes agentes externos e podem causar estresse fisioldgico que
alteram suas funcgfes pelo realocamento de energia e, dependendo da quantidade

absorvida, pode afetar sua saude (Schreck, et al. 2016).

Estudos realizados por Souza et al. (2013) detectaram metais e metaloides
em diferentes concentracdes tanto na superficie como no intersticio das aguas e um
aumento gradual da poluicao nestes dois estuarios da Baia de Vitéria e Santa Cruz,
localizados no estado do Espirito Santo e nas raizes e folhas de L. racemosa e A.
schaueriana (Souza et al., 2015; Arrivabene et al., 2015, 2016).

Souza et al. (2018b) avaliaram iso6topos estaveis entre 2 estuarios afetados
por diferentes pressfes antropogénicas.para tentar relacionar as atividades
antropogénicas a diferentes niveis e fontes de contaminacdo em ambos estuarios. A
analise de 206Pb/207Pb e 208Pb/207Pb confirmou que o is6topo de Pb em todas as
amostras era similar as atividades metallrgicas. Posteriormente, pesquisa conduzida
por Souza et al. (2019) em trés areas de estuarios da Baia de Vitoria e Santa Cruz e
uma area adjacente no Complexo do Tubardo, no Espirito Santo, mostrou que
nanoparticulas (NP) de TiO2 foram encontradas em vesiculas citoplasmaticas e
nacleos de células das gbénadas, rim, branquias e células do hepatopancreas de
robalo, Centropomus parallelus coletados na regido. NP-Fe, usualmente associadas

a TiO2-NP, foram também encontradas em gbénadas e branquias de C. parallelus. As
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dimensdes das NPs foram associadas com as identificadas nho MPASe coletado no
complexo do Tubarao, e inferiu-se que a fonte de TiO2-NPs em C. parallelus com as
dimensfes fisicas e caracteristicas nanocristalograficas era a mesma do MPASe

oriundo das industrias metallrgicas.

Souza et al. (2021a) analisaram o MPASe coletado na Ilha do Boi e foi
demostrado que ele é constituido por hematita e quartzo, e entre as nanoparticulas foi
encontrado aglomerados de NaCl. Nas particulas menores de MPASe (PM10 e PM32
a 45) a concentracao dos metais era maior enquanto que PM250 - 425 e PM 250-150
possuiram as menores concentracdes dos metais analisados. A concentracdo do Fe
em todas fracdes de MPASe era cerca de 80-90% do total de metais analisados
seguido do Al (7,5 a 14%), Ti e Mn em menores proporcdes. A andlise das teias
alimentares em 2 manguezais situados em Santa Cruz e Baia de Vitoria ES mostrou
que transferéncia de metais e metalbides ocorre nas 3 cadeias tréficas (planta-
carangueijo-peixe, plancton-camarao-peixe e plancton-ostra) e demonstrou que
alguns metais se biomagnificaram nas respectivas cadeias tréficas: Planta -
Carangueijo-Peixe (Al, V, Cr, Rb, Cd, Hg). Plancton-Ostra (Zn).

1.3. Biomarcadores

De acordo com Walker (1998) um biomarcador € definido como uma resposta
biolégica as alteracbes do status considerado normal para cada animal em resposta
aos agentes quimicos ali presentes. As alteracfes ambientais podem ser investigadas
em uma espécie com a utilizacdo de diversos biomarcadores para 0 monitoramento
da qualidade da agua. Para Amiard-Triquet et al (2012) os biomarcadores sé&o
importantes ferramentas na ecotoxicologia, pois podem ser usados como sinais de
alerta precoce ou mudancas ambientais antes do inicio de danos irreversiveis em nivel

populacional.

Os peixes representam uma classe de organismos com grande diversidade
de habitats, e estudos mostram que o impacto das atividades humanas nos
ecossistemas aquéticos é responsavel por mudangas relevantes na distribuicdo e

abundéancia das espécies (Almeida; Ribeiro, 2013). No estudo da ecotoxicologia de
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peixes ha pesquisas com diversos biomarcadores tais como: comportamentais,

fisioldgicos, bioquimicos, mutagénicos, genotoxicos e histologicos.

De acordo com WHO (1993) os bioindicadores podem utilizados para medir
0s niveis dos agentes quimicos e seus metabolitos ou derivados nas células, tecidos
e fluidos ou medir respostas fisiol6gicas ou citogenéticas além de identificar um agente
toxico e caracterizar a toxicidade associada a ele através da dose-resposta em

exposicao aos agentes quimicos.

1.3.1. Biomarcadores Histopatoldgicos

As histopatologias, que sdo alteracfes teciduais que podem ser decorrentes
da exposicao a xenobibticos como os metais presentes no MPASe. As histopatologiais
das branquias que sao 6rgdos que estdo em contato direto com a agua e podem
refletir alteracbes do meio aquatico (Figura 1). As branquias sdo os 0rgaos
responsaveis pela respiracdo, osmorregulacdo, regulacdo ibnica e excrecdo de

metabdlitos e é constituida por filamentos e lamelas.

Branquias

| Circulagio da égua

Figura 1. Esquema que demonstra como as branquias podem atuar no contato direto com a agua e as

trocas gasosas nos filamentos e lamelas. Fonte: Google Imagens.

O epitélio do filamento é composto por varios tipos celulares: célula

pavimentosa (CPV), célula rica em mitocondrias (CRM) ou células cloreto (CC) que
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atualmente sdo chamadas por iondcitos (INC), células mucosa (CM), células rodlet
(CR) e células indiferenciadas (ClIs). O epitélio do filamento é estratificado em 5a 12
camadas de células. A camada externa € constituida por CPVs em sua maioria,
seguido de CRM e CM. Abaixo das CPVs estdo localizadas as Cls as quais se
distribuem até o seio venoso. Neste epitélio também podem ser encontradas CR,
porém sdo raras e ndo estdo presentes em todos os peixes (Moron e Fernandes,
2014).

O epitélio lamelar é composto por duas camadas de células sendo a camada
externa formada por CPVs e a camada interna formada por Cls as quais estédo
apoiadas pela membrana basal. A estrutura interna das lamelas € formada
principalemente por células pilares, estas células possuem formacgdes citoplasmaticas
que formam os canais por onde ocorre a irrigagdo sanguinea (Moron e Fernandes,
2014).

Como respostas as alteracdes que podem ocorrer no meio aqguatico algumas
alteracdes podem ocorrer nas lamelas e refletir tanto na estrutura lamelar quanto na

sua composicao celular. Essas alteragdes estao evidenciadas na Figura 2 b-d.
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Figura 2: Histopatologias branquiais nos filamento e lamelas: A. Lamela: epitélio normal, B.
Descolamento epitelial, hipertrofia e dilatagéo capilar; C. Necrose, ruptura epitelial e hemorragia, C e D
Fusdo lamelar, D Constricdo capilar, E Aneurisma lamelar , F Proliferacdo de células cloreto.
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epitelial lamelar; svl — seio venoso lamelar; csm — canal sangiiineo marginal (Mallat, 1985, modificada
por Machado, 1999).
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1.3.2 Biomarcadores Hematoldgicos

Diversas substancias como metais, agrotoxicos e outros poluentes quando
gue podem presentes na agua uma vez em contato com o corpo do animal estas
podem ser absorvidas e distribuida para todo o organismo, via corrente sanguinea,
podendo causar alteracdes, tanto nas células sanguineas (Ruas et al., 2008), quanto
em 0rgaos nos quais podem se acumular.

As variaveis sanguineas tém sido consideradas bons indicadores da saude
dos peixes e estdo diretamente relacionadas as respostas dos peixes as variacées
ambientais (Campbell, 2015). As variaveis sanguineas sdo importantes para o
diagnéstico do status fisiolégico de animais expostos a xenobidticos (Carvalho e
Fernandes 2006) e alteracbes nos eritrécitos como aumento/diminuicdo do
hematdcrito, do nimero de células e da concentracdo de hemoglobina (Witeska, 2005)
indicam efeitos adversos no transporte de Oz2.

A primeira linha de defesa do organismo € composta por leucdcitos no sangue
onde as alteracGes na quantidade e nos tipos celulares como linfécitos, neutrofilos,
eosinofilos, basofilos e mondcitos indicam diferentes alteracbes no sistema
imunolégico (Chen et al., 2002) como respostas a xenobiéticos como 0s metais. A
intoxicacdo por metais pode reduzir a contagem leucécitos do sangue (Witeska, 2005).
Os trombdcitos estao relacionados com a coagulacdo sanguinea e possuem funcgéo
fagocitaria (Esteban et al. 2015; Corréa et al. 2017) que, se alterados, podem afetar

essas fungoes.

1.3.3. Biomarcadores de Genotoxicidade e Mutagenicidade

Os biomarcadores de genotoxicidade e mutagenicidade tem sido utilizados
nos ultimos anos para avaliar os danos que xenobidticos podem causar no DNA e nos
cromossomos (Al-Sabti e Metcalfe, 1995; Frenzilli et al., 2009). Esses xenobibticos
podem ser potencialmente carcinogénicos e alterar a formacao nuclear com a criagao
de células com micronucleos ou alteracdes nucleares como nucleos em forma de

ferradura e e brotos nucleares. Estas alteracdes séo consideradas permanentes
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durante o ciclo celular por ndo terem sido corrigidas pelos mecanismos de reparo do
DNA (Fenech, 2000).

Além das altera¢des nucleares os danos no reparo das fitas simples e duplas
também podem ser analisados através do ensaio cometa, criado por (Singh et al.
1988). Neste ensaio tanto as membranas lipidicas séo lisadas e somente o nucleoide
da celulas eucaridticas é exposto. O nucleoide é composto por cromatina adensada e
na presenca de xenobibticos estes podem causar danos no mecanismo de reparo que
podem ser evidenciados pela quebra de fitas do DNA (Bonomo et al. 2021a). Neste
ensaio os nucleoides sao expostos a técinica de eletroforese, onde parte do material
degrada é extendido pela corrente elérica. A quantidade de material que migra na
direcdo da corrente elétrica € chamado de cauda do cometa e € esta a parte da fita
que sofreu danos genéticos. A quantidade que permaneceu no nucleioide é chamada

de cabeca do cometa (Singh et al. 1988).

1.3.4. Biomarcadores Bioquimicos: Defesas antioxidantes e Estresse Oxidativo

O oxigénio € um gas importante no processo de respiracdo dos animais
aerobios, no entanto, pela sua alta reatividade, sua natureza molecular pode ser
alterada transformando-o em superdxido e desencadeando processos de estresse
oxidativo (Barreiros e David, 2006). Estresse oxidativo € a causa da maioria das
condicBes fisiopatoldgicas, pois a maioria 0s compostos xenobidticos aumentam a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres que induzem a
citoxicidade como a peroxidacao lipidica que pode induzir perda de funcéo celular,
danos no DNA, inativacdo enziméatica e oxidacao dos horménios. Estas alteracfes
fisiopatoldgicas séo indicadores de danos celulares oxidativos e exemplos de
mecanismos toxicos de ROS induzidas por contaminantes sendo envolvidos em
processos patoldgicos em peixes (Ruas et al. 2008).

Como consta na Figura 3, as células animais possuem um sistema de defesa
enzimaticos para desintoxicagdo de radicais livres potenciamente prejudiciais.
Enzimas antioxidantes como a catalase, Cu-Zn-superoxido dismutase (Cu-Zn-SOD),
Mn-superoxido (Mn-SOD) e glutationa peroxidase (GPx) sdo a primeira linha de
defesa enzimética de segunda fase do processo de desintoxicacdo (Ighodaro e
Akinloye, 2018). Catalase e GPx decompbe peréxido de hidrogénio em hidroxilas e

agua. A catalase esta localizada nos peroxissomos onde pode ser encontrada em
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altas concentracfes (Alberts et al., 2010). Cu-Zn-SOD sé&o enzimas citosolicas que
convertem superoxido para peréxido de hidrogénio (Ighodaro e Akinloye, 2018). A
conjugacdo da glutationa reduzida (GSH) é uma rota muito importante de
desintoxicacdo de xenobioticos eletrofilicos e séo catalisados pela GST e contribuindo
para elimina-los do sistema celular (Huber et al. 2008). A maior atividade das enzimas
antioxidantes e o aumento de concentracdes de antioxidantes ndo enzimaticos como
as metalotioneinas bem como das enzimas de biotransformacdo de fase I
representam possiveis marcadores de protegao celular contra oxiradicais. Para
prevenir danos causados por ROS, peixes reagem aumentando a atividade das
enzimas antioxidantes, como a catalase, superoxido dismutase e as peroxidases
(Sakuragui et al. 2013; Brandao et al. 2015; Cappello et al. 2016).

R5P Glucose
PC Food
(containing GSH)
NADPH + H* NADP*
GSH-conjugate ) Exogenous
GSHR cour |- Soreoriic  GSH
GS-SG < / \ 2GSH = /
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Heme-NO !
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H,0 Vit C Gly ATP
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Figura 3. Sistema de defesa antioxidante para radicais livres e xenobiéticos em células animais. Fonte:
Fang, et al. (2002)
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1.3.4.1. Metalotioneina (MT)

Metalotioneinas (MTs) s@o proteinas citosélicas de baixo peso molecular
encontradas em espécies eucarioticas, ricas em grupos tiol (-SH) conhecidas por
serem muito expressos em organismos encontrados em ambientes com altas
concentracfes de metais (Hamza-Chaffai e Amiard-Triquet, 1997; Oliveira et al. 2010).
A ligacdo de MT aos metais representa a funcdo associada a protecéo celular contra
a toxicidade de metais e € o mecanismo de defesa celular contra radicais livres.
Quando o animal esta exposto a metais, como o Zn, Cu, e Cd, estes causam inducao
de MT. Por exemplo , a MT pode proteger o DNA sequestrando o cobre e prevenindo
sua participacdo em reacOes redox e pode assim prevenir a formacao de radicais
livres. Em geral, MTs regulam a toxicidade de varios metais e elementos traco
(Nordberg, 1998).

Dependendo da sequéncia da metalotioneina (MT), a cinética de conjugacéo
com metais pode ocorrer rapidamente com até com até sete ions metalicos (Figura 4)
em milissegundos. Isso ocorre em processos fundamentais de células humanas na
homeostase de metais como Zn?* e Cu?* e detoxificacdo de Cd?* e Hg?*, 0s quais em
altas concentracdes podem causar estresse oxidativo e doencas neurodegenerativas.
(Yuan et al. 2021).

B domain a domain

Figura 4. Estrutura da metalotioneina mostrando a estrutura polinuclear com metais (laranja) ligados

aos grupos cisteinas (amarelo).Fonte: (Yuan et al. 2021)
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1.3.5. Biomarcadores da Regulacgéo I6nica

O impacto dos metais no organismo dos peixes pode interferir na regulacéo
ibnica (Shaw e Handy, 2011; Ribeiro et al., 2014). De acordo com Wood et al. (2015)
alguns estudos descrevem como o Cu?* e a Ag?* ndo apenas competem com o Na+
por trocadores e canais de captacdo apical, mas também inibem a Na+/ K+ -ATPase
basolateral. A enzima Na+/ K+ -ATPase energiza a captacdo ativa de Na+ e Cl- e
também contribui para a extrusédo basolateral de Na+ do citoplasma para a corrente
sanguinea. A presenca de metais pode inibir a atividade da anidrase carbbnica
intracelular nos iondcitos; esta enzima hidrata o CO2 de modo a produzir os ions H+
gue normalmente sédo trocados por Na* e os ions HCO3 que normalmente s&o
trocados por CI- na membrana apical. Como resultado, Na* e CI, os dois principais
eletrdlitos extracelulares, diminuem a concentracao no plasma sanguineo resultando
em um colapso circulatorio associado a mudancas de fluido ao longo do gradiente
osmatico. Isso geralmente ocorre em conjunto com disturbios do equilibrio &cido-base

e excrecdo de amonia, processos que dependem da extruséo apical de H*)

1.4. O Animal Modelo

s

A tilapia-do-Nilo (Figura 5), Oreochromis niloticus € nativa da Africa, e se
tornou a espécie mais cultivada em todo o mundo, inclusive no Brasil, devido a 6tima
relacdo custo/beneficio para os consumidores (Silva et al., 2015). A tilapia-do-Nilo é
abundante nos reservatérios brasileiros, representa hoje uma importante fonte de
subsisténcia para pescadores artesanais (Seriani et al., 2012) e é encontrada em
diversas lagoas na regido de Vitéria-ES (RIMA, 2017). Sendo um peixe tolerante ao
cultivo em altas densidades, possuir alta resisténcia a doencas e ambientes poluidos,
apresentar baixa demanda respiratéria e sobreviver em ampla faixa de acidez da agua
(pH entre 6,5 e 9) (Abdel-Mohsien e Mahmoud, 2015).
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Figura 5. Tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus. (Foto: Museu Nacional)

A Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) esta sistematicamente classificada
por Trewavas (1983) de acordo com o0 esquema abaixo:
Classe: Actinopterygii
Ordem: Perciformes
Familia: Cichlidae
Sub-Familia: Pseudocrenilabrinae
Género: Oreochromis

Espécie: Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)
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2. Hipoteses

Os metais/metaloides presentes no MPASe quando absorvidos pelo peixe
podem causar alteracfes no sangue e sistema imunoldgico e, nas branquias, podem
causar alteracdes histopatoldgicas, no sistema de defesa antioxidantes e processo de

regulacao idnica.

3. Justificativa

O presente estudo € importante para compreender as primeiras alteracdes
gue podem ocorrer nos peixes quando em contato com o MPASe. As alteracdes
sanguineas, as respostas do sistema de defesa antioxidante e das enzimas
relacionadas a regulacdo ibnica nas branquias associadas as possiveis alteracfes
histopatologicas podem alterar a performance da espécie frente a outros desafios

ambientais e comprometer a sobrevivéncia da mesma.

4, Objetivos
4.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do MPASe na tilapia-do-Nilo,
Oreochromis niloticus, ap6és exposicdo de curta duracdo (96 h) a concentracbes

ambientalmente relevantes.

4.2. Objetivos Especificos

a) Determinar as variaveis hematologicas em O. niloticus ap6s 96 h de exposicao
a diferentes concentractes de MPASe

b) Determinar a atividade das enzimas associadas a regulacdo ibnica: anidrase
carbbnica e Na*/K*-ATPase e H*-ATPase nas branquias de O. niloticus ap6s
96 h de exposicéo a diferentes concentracdes de MPASe.

c) Determinar a atividade do sistema antioxidante enzimatico (CAT e GST) e nao
enzimatico (GSH) em branquias apos 96 h de exposicdo a diferentes
concentracdes de MPASe.
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d) Determinar a concentracdo de peroxidacéo lipidica (LPO) em branquias de O.
niloticus apds 96 h de exposicéo a diferentes concentracdes de MPASe.

e) Avaliar as alteracdes histopatoldgicas em branquias de O. niloticus ap6s 96 h
de exposicédo a diferentes concentragdes de MPASe.

5. Material e Métodos

5.1. Coleta e constituicdo do Material Particulado Atmosférico Sedimentavel

O MPASe foi coletado na regido préxima ao Complexo Tubardo, Espirito
Santo, Brasil. Tubardo é um complexo minero-siderurgico cujas atividades incluem a
pelotizacdo do minério de ferro, producdo de aco com diferentes ligas metalicas,
estocagem e transporte de minério de ferro e esta localizado na area costeira entre as
cidades de Vitoria e Serra.

As coletas foram realizadas de Abril a Agosto de 2018 na Ilha do Boi (Figura
6) (20°17'03.8"S e 40°14'24.9"W), localizada a sudoeste do Complexo de Tubarao
(Figura 6b), regido que recebe influéncia direta das emissfées de material particulado
dos pétios de estocagem e outras unidades operacionais desse complexo industrial,
as quais sao carreadas pela acado de ventos e tem pouca influéncia de fontes moéveis,

como veiculos automotores.

30



Figura 6. Localizacdo da llha do Boi (a) e do Complexo do Tubardo (b). Fonte: Google Maps.

Amostras do MPASe foram analisadas e os metais constituintes foram
quantificados. Para a quantificacdo dos metais no MPASe, as amostras foram
digeridas de acordo com Chappaz et al. (2012) com 3 mL de acido nitrico, 500 pL
de &cido cloridrico (ambos sub-boiling), 500uL de hidroperéxido suprapur
(graduacédo analitica de 30%) e filtradas em filtros de nitrocelulose 0,45 um, de
acordo com EPA et al. (1994). Todas as amostras digeridas foram transferidas para
criotubos e armazenadas a 4°C até analise. A quantificacdo dos metais presentes
nas amostras foi realizada em espectrometro de massa com plasma indutivamente
acoplado (Q-ICPMS, Aglent 7500 Series CX technology) equipado com ASX-100
autosampler (CETAC-technologies, Omaha, NE, USA) no Instituto de Tecnologia e
Ciéncia Alimentar de Cordoba (YCITAC - Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina).
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5.2. Delineamento Experimental

Juvenis machos de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (n = 48, massa
corporea = 50,43 + 18,68 g; comprimento total = 14,23 + 3,72 cm e comprimento
padrao = 11,78 + 3,06 cm) foram obtidos na Piscicultura Polettini, Mogi Mirim, Estado
de S&o Paulo, Brasil). Os peixes foram aclimatados durante 30 dias em tanques de
500 L contendo agua declorada, aeracdo constante, a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12
luz : 12 escuro e foram alimentados com racado comercial propria para peixe (ACQUA
Fish, 28% de proteina). Apds aclimatacdo os animais tiveram sua alimentacéo
suspensa por 24h antes do inicio do experimento e foram transferidos para os
aguarios experimentais.

Os animais foram distribuidos em 4 grupos (n = 12 em cada grupo) em
aquarios com 180 L (n = 3 por aquério) com densidade maxima estabelecido OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) “Guideline for testing of
Chemicals” (2014) de 1 g peixe.L* &gua. Ao grupo controle néo foi adicionado MPASe
(0 g.L*de MPASe), os demais grupos foram expostos a 0,01, 0,1 e 1,0 g.L*de MPASe
durante 96 horas (Figura 7). As concentracdes de MPASe foram baseadas nas
informacdes obtidas pelo Instituto Estadual de Meio Ambiente e Recursos Hidricos
(IEMA), onde a média de deposicao diaria de MPA pode apresentar picos de 1,0 g/m2,
As solucbes do MPASe foram preparadas com a prépria agua do aquario e sonicadas

por 30 min em banho de ultrassom para dissolucédo do MPASe.
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Figura 7. Sistema de aquarios experimentais (vista superior): (a) controle, sem o material particulado
atmosférico; (b) grupo exposto a 0,01 g.L-* de MPASe; (c) grupo exposto a 0,1 g.L"* MPASe e (d) grupo
exposto a 1,0 g.L-t MPASe. Periodo de exposigdo: 96 horas.

Os parametros fisico-quimicos da agua dos experimentos foram medidos
diariamente, no tempo zero (15 minutos apos adicdo do MPASe no aquario) e a cada
24 horas. ApGs 48 horas, houve renovacédo de 1/3 da agua do aquario para manter os

parametros fisico-quimicos da agua.

A renovacédo da agua foi realizada por sinfonamento de 60 litros de agua de
cada aquario. Foi utilizado um sifdao para o grupo controle e outro para o0 grupo
exposto. O sifdo foi mantido em um canto do aquario para ndo perturbar os animais e
nao retirar o material particulado decantado. A agua para a renovacao foi declorada
com filtro de carvao ativado e solu¢des do material particulado foram preparadas com
esta agua. A solucdo da renovacao foi adicionada ao aquério apds sonicacao.
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5.3. Determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas da agua.

Os parametros fisico-quimicos: pH, condutividade e temperatura foram
mensurados diretamente nos aquarios experimentais com sonda multiparametro
Orion StarTM A329 (ThermoFisher Scientific Inc.).

Para a medicao do oxigénio dissolvido amostras de agua foram coletadas com
pipetas volumétricas de vidro, do meio da coluna d’agua do aquario. Estas amostras
foram mensuradas através da insercao da fibra Optica na agua e os valores foram
lidos pelo aparelho Fibox 3 Mini Sensor Oxygen Meter (PreSens Precision Sensing
GmbH, Regensburg, Alemanha).

A determinagdo da concentragdo de amonia foi realizada de acordo com
Greenberg et., (1976), onde foi preparada uma curva-padréo de 5 valores, com cloreto
de amoénio (NH4Cl) em solu¢des com diluicbes de 50% a partir da solu¢cdo-mée com 4
mg.Lt de NH4Cl: (4 mg.L, 2 mg.L?, 1 mg.L?, 0,5 mg.Lte 0,25 mg.L ! de NH4CI).
De cada solugédo da curva, das amostras de agua e do branco (agua destilada) foi
aliquotado 1 mL em tubos de ensaio e homogeneizado em vortex com 200 pL do
reagente Nessler (Imbralab Quimica e Farmacéutica Ltda., Ribeirdo Preto - SP). Apds
30 min, as amostras foram colocadas em cubeta de vidro e efetuada a leitura em
espectrofotometro com absorbancia ajustada para 425 nm. Os valores foram
convertidos em mg.L™.

Para mensurar a alcalinidade foram coletadas amostras de 100 mL de agua
dos aquarios experimentais. O pH inicial foi medido e utilizado o método de Golterman
e Climo (1969) para a determinacéo da alcalinidade. Acido sulfarico (H2SO4) 0,01 N,
foi titulado na amostra até que esta atingisse o pH 4,0, em seguida o valor do volume
utilizado foi anotado, calculado através da férmula e seus resultados expressos em

mg.L
Alcalinidade = ( V1 * N x Eq)/Va
Onde:
V1: Volume do H2SOa4 utilizado durante a titulacéo;

N: Normalidade do H2SOx;

Eq: Equivalente do H2SOg;
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Va: Volume da amostra.

5.4. Coleta de amostras para analise hematoldgica, bioquimica e histolégica

Antes dos animais serem anestesiados, amostras de sangue foram coletadas
de cada peixe por puncéo venocaudal (Figura 8) com seringas heparinizadas para
andlise hematolégica. Esfregacos sanguineos foram confeccionados para contagem
de leucécitos e trombdcitos totais, contagem diferencial de leucdcitos e alteracdes

nucleares em eritrécitos.
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Figura 8. Puncgéo venocaudal: coleta de sangue para as analises hematologicas.

Para as analises das concentracfes dos ions plasmaticos Na*, K* e Cl as
amostras de sangue foram centrifugadas a 6°C e com rotacao de 10000 g. Em seguida

o plasma foi separado da série vermelha e branca e congelado a -20°C para posterior
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analise. Apos a coleta sanguinea, os peixes foram anestesiados com benzocaina e
eutanasiados por sec¢cdo medular para coleta dos tecidos para analises bioquimicas
e histoldgicas. Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e Uso Animal
sob o protocolo CEUA N° 4649170619.

5.5. Analises hematoldgicas

As amostras de sangue total foram utilizadas para determinacdo do
hematécrito (Hct, %), nimero de eritrécitos (RBC, n.uL?) e concentracédo de
hemoglobina (Hb, g.dL'). Com os valores de hematdcrito e hemoglobina foram
calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM, pm3),
hemoglobina corpuscular média (HCM, pg.cel?) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM, g.dL™).

Os indices hematimétricos foram calculados a partir do valor da concentracao

de hemoglobina ([Hb]), hematdcrito (%) e do RBC (n.10°) com as seguintes férmulas:

VCM = Hct x 10 = um3
HCM = ([Hb] x 10)/ RBC = pg.cel*

CHCM = [Hb]/Hct = g.dL?

Para o hematdcrito uma amostra de sangue total coletado em tubo capilar, foi
centrifugado a 11000 g, por 3 min em microcentrifuga (FANEN Centrimicro MOD.211).
Os eritrocitos foram separados dos leucdcitos e trombécitos e do plasma e a
percentagem de eritrocitos foi determinada utilizando o cartdo padrdao de hematdcrito.
A hemoglobimetria foi realizada com o método de Drabkin (1948), em pH 7,2, no qual
a determinacdo da hemoglobina foi feita através da oxidacao do seu atomo de Fe(ll)
pelo ferrocianeto de potassio, formando metahemoglobina que reage com cianeto de
potassio e é convertida em cianometahemoglobina, um composto estavel, e sua

absorbancia foi medida a 540 nm em espectrofotdmetro. A contagem de eritrécitos foi
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efetuada com 10 pL de sangue total fixados em 2 mL de formol-citrato (40% de formol)
e a contagem de eritrécitos (RBC) foi feita em camara de Neubauer, em duplicata.
Com os valores de hematdcrito e hemoglobina foram calculados os indices
hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM, um?), hemoglobina corpuscular
média (HCM, pg.cel!) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM,
g.dL?).

As laminas de esfregacos sanguineos foram confeccionadas em duplicata
colocando uma gota de sangue na lamina e como uma outra lamina com angulagéo
de 45°a distensdo sanguinea foi executada. ApGs secagem, as laminas foram coradas
com corante May-Grunwald-Giemsa-Wrigth (MGGW) por 7 minutos, lavadas em agua
corrente, e novamente ap0s secagem as laminas foram banhadas em metanol para
fixacdo e posterior analise. Para cada peixe foi analisada 1 lamina, escolhendo entre
a duplicata aquela com melhor qualidade visual no total foram analisadas 11 laminas
por tratamento. Duzentos leucdcitos foram contados diferenciando-os
morfologicamente em linfécitos, mondcitos e neutroéfilos, dentre os neutrofilos foram
diferenciados aqueles com ndcleos segmentados e as células granulociticas
especiais, de acordo com o descrito por Campbell (2015). O numero total de
trombdcitos e leucdcitos foi calculado considerando a contagem total de 5000 células

sanguineas de acordo com o método descrito por McKnight (1996).

5.6. Determinacdo da concentracdo dos ions plasmaticos

O plasma foi descongelado e, 30 pL de plasma foi diluido em 3 mL de agua
destilada. Com o fotébmetro de chama Flamer (Digmed DM-61, Digimed, Brasil) as
concentragbes plasmaticas de Na* e K* foram quantificadas em miliequivalentes
(mEq). As concentracdes de Cl- das amostras foram determinadas pelo método do
tiocianato utilizando o kit cloretos (Cloretos Liquiform — Labtest, Brasil) em leitora de

microplacas Molecular Devices SpectraMax M5, a 490 nm.
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5.7. Determinacao das alteracdes eritrocitarias e micronucleo

As laminas contendo esfregacos de sangue de O. niloticus foram examinadas
também para investigar a presenca eritroblastos, microndcleos e outras
anormalidades nucleares nos eritrécitos periféricos. Cada lamina corada com solucéo
May-Grunwald-Giemsa-Wrigth (MGGW) foram avaliadas em microscopio de luz
(Olympus BX 61-UCB, PA-USA) com aumento de 1000x para determinar a frequéncia
de micronucleos e outras anormalidades nucleares. As alteracbes nucleares
observadas foram classificadas em categorias de acordo com Carrasco et al. (1990),
Fenech (2000) e Fenech (2007), em nucleos lobados ou em forma de ferradura. O
micronucleo foi identificado de acordo com Fenech (2000) conforme é apresentado na

Figura 9.
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Figura 9. Origem de microndcleos a partir de cromossomos atrasados e fragmentos de

cromossomos acéntricos durante a anafase. (Modificado de Fenech, 2000).

5.8. Ensaio Cometa

Para a confecg¢ao das laminas para o ensaio cometa foram misturados 10 uL
de sangue em 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo. Essa mistura foi entdo
disposta sobre uma lamina ja coberta com uma fina camada de agarose 1,5%,
seguindo o protocolo de Singh et al. (1988). Apds o preparo, as laminas foram
acondicionadas em cuba de eletroforese e submersas em tampao (EDTA 200mM;
NaOH 10N; agua deionizada a 4°C), onde permaneceram em descanso por 30
minutos, protegidas da incidéncia de luz. A eletroforese foi conduzida a 25V e 300 mA

durante 20 minutos, no escuro. Ao final da eletroforese, as laminas passaram por 3
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banhos com agua gelada, a cada 5 minutos, foram fixadas com etanol absoluto e

secas a temperatura ambiente.

As laminas foram coradas com 20 uL de solugédo de Gel Red (15 uL Gel Red
10.000X em 5 mL NaCl 1M e 45 mL de &gua deionizada) e imagens dos nucledides
foram capturadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX 61-UCB , PA-USA)
com filtro de excitacdo de 515-560 nm e um filtro de barreira de 590 nm em aumento
de 200 vezes. Os danos no DNA foram analisados com o software OpenComet
(versado 1.3.1). Os nucledides foram analisados a partir da migracdo dos fragmentos
de DNA em 2 categorias: extensdo da migracdo do DNA fragmentado (cauda do
cometa) e quantidade de DNA presente na cauda. Com a andlise das imagens foi
calculado o percentual da cauda em relacdo a cabeca do cometa em cada categoria.
O dano no DNA foi classificado de acordo com o comprimento da cauda do cometa
formada apds a corrida de eletroforese, sendo: 0 (sem dano aparente), 1 (pouco
dano), 2 (dano moderado), 3 (dano elevado) e 4 (dano méaximo), seguindo a

classificacéo de Collins et al. (1995).

5.9. Biomarcadores da Regulacédo I6nica

5.9.1. Anélise das Atividades das Enzimas Na'/K*-ATPase e H*-ATPase

As amostras de branquias foram lavadas com solucédo salina e congeladas.
Posteriormente foram homogeneizadas em tampao SEID (sacarose 150mM, EDTA
10mM, Imidazol 50mM e Desoxicolato de sodio 2,5 mM a pH 7,5) e centrifugadas por
7 minutos as 3200 g a 4 °C. O sobrenadante foi coletado para determinar a
concentracéo de proteina total (Bradford (1976) para analise da atividade da Na*/K*-
ATPase, H+-ATPase.

A atividade da Na*/K*-ATPase (umol ADP mg proteina .h'!) e da H*-ATPase
(umol ADP mg proteina?.h!) em amostras de branquias foram determinadas
simultaneamente seguindo método descrito por Gibbs e Somero (1989) adaptado para
leitora de microplaca (SpectraMax® M5 Multi-Mode, Molecular Devices, USA).

Na microplaca de 96 pocgos foram adicionadas os sobrenadantes das
amostras (8 amostras por microplaca), as quais foram divididas em quadruplicatas: 4

réplicas para a solucao de reacao, 4 réplicas para a solugdo com ouabaina e 4 réplicas
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para a solucdo com NEM. Para a leitura de Na+K+-ATPase Total foi adicionada a
solucéo de reacdo composta por solucdo de mistura (Imidazol 30 mM, NaCl 45 mM,
KCI 15 mM, MgCIl.6H20 e KCN 0,4 mM), ATP 1,0 mM, NADPH 0,2 mM e frutose-
1,6,difosfato 0,1 mM. Para a leitura da H*-ATPase op inibidor de Na+K+-ATPase foi
adicionado aos sobrenadantes a solucd com ouabaina e a solucéo de reacdo. E para
a leitura da Na+K+-ATPase foi adicionada solu¢cdo NEM (inibidor de H+-ATPase). As
leituras foi realizadas com absorbéancia de 340 nm com intervalos de 30 segundos e e
tempo méxiimo de 15 minutos. Os resultados foram expressos em pumol/ATP*mg de

proteinat*h-1-

5.9.2. Anélise da Atividade Enzima Anidrase Carbonica

Para a determinacéo da atividade da anidrase carb6nica (AC), amostras de
branquias foram homogeneizados em 10% da soluc&o de reacédo (manitol 225 mM,
sacarose 75 mM, Tris-base 10 mM e fosfato de s6édio monobésico 10mM em pH 7,4)
e centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e foi
determinada a concentracdo de proteina pelo método de Bradford (1976) e da
atividade da anidrase carbonica (AC) pelo método descrito por Vitale et al. (1999). A
atividade da AC foi determinada pela adi¢do de 7,5 mL da solucéo de reacédo em 0,05
mL de homogeneizado de tecido e 1 mL de 4gua destilada saturada com CO2 a 2,5
°C. A mudanca de pH foi medida em intervalos de 4 segundos por um tempo total de
20 segundos realizada usando medidor de pH (Jenway 3510, Bibby Scientific Ltd.,
UK). Com resultados decrescentes do pH foi elabora uma reta de regresséo do pH
(variavel dependente) x o tempo (variavel indepéndente ) para cada amostra. A
declividade da reta corresponde a taxa catalisada (TC) para as amostras e a taxa nao
catalisada (TNC) para o branco. A TNC foi obtida pelas médias regressées lineares
de cada branco como mostra a férmula abaixo:

Atividade da Anidrase Carbonica = (TC/TNC -1) / mg proteina

40



5.10. Biomarcadores de estresse oxidativo

5.10.1. Preparo dos tecidos

As amostras de branquias foram pesadas e diluidas em tampéo fosfato 0,2M,
(100 pg da amostra em 500 pL de tampéo) homogeneizadas com Ultra Turrax (IKA®
T10) em béquer com gelo, centrifugadas a 10000 g durante 10 min, a 4°C. O
sobrenadante foi separado e armazenado em ultrafreezer a -80°C para analise.

5.10.2. Determinacao da Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da catalase em branquias foi determinada pela velocidade do
consumo de peroxido de hidrogénio (H202) com absorbancia a 240 nm de acordo com
protoloco de Beutler (1975). A leitura da absorbancia do consumo de H20:2 das
amostras de branquias foram obtidas ap6s 10 segundos de reacdo com intervalo de
2 segundos. A andlise foi executada em cubeta de quartzo com capacidade para 1
mL. A reacao foi realizada com adicdo do homogenato de branquias em tampao de
reacao para catalase (tris-base 1M; EDTA 5 mM, 4gua destilada e H202 (100 mM) e
mensuradas em 2 réplicas . O tempo de reacéao foi convertido de 10 segundos para 1
minuto. A atividade enzimatica foi expressa em nmoles H202 metabolizado.mint.mg

proteina.

5.10.3. Determinagao da Atividade da enzima Glutationa S-Transferase
(GST)

A determinacdo da atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) em
branquias foi realizada de acordo com o protocolo de Habig e Jacobi (1981) adaptado
para microplaca. A analise foi realizada em microplacas adicionando-se 50 pL da
amostra em 100 pL de tampéao de reacao (tampéao fosfato 0,1 M) com CDNB (0,05 M)
e 10 pL de solugéo de GSH (25 mM). A leitura foi realizada durante 4 minutos com
intervalo de 30 segundos com absorbancia de 340 nm. A atividade enzimatica foi

expressa em nanomoles de CDNB.mg de proteinat.min.
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5.10.4. Determinacdo do Conteldo da Glutationa Reduzida (GSH)

O conteudo de glutationa reduzida (GSH) em branquias e foi determinada de
acordo com o protocolo de BEUTLER et al. (1963) usando reativo de Ellman (acido
2-nitrobenzoico — DTNB), adaptado por WILHELM-FILHO (1996). A formacédo do

anion tiolato resultante da reacao foi mensurada em espectrofotdmetro a 412 nm.

5.10.5. Determinacdo da Metalotioneina

A determinacao do contetdo dos residuos de sulfidrila (—SH) foi realizada pelo
método de Viarengo et al. (1997), utilizando o reagente de Ellman (DTNB) e leitura de
absorbancia a 412 nm. As amostras foram pesadas e diluidas em tampéao Tris-HCl a
20 mM e pH 8,6 e homogeneizadas. O sobrenadante foi separado e apds uma série
de trés centrifugacdes por 10 min a 6000 g o reagente de Ellman foi adicionado as
amostras e a curva-padrdao de GSH, apos a ultima centrifugacédo a 3000 g durante 5
min, foi realizada a leitura a 412 nm das amostras em microplaca de 96 pocos. Em
seguida foi realizada a andlise da concentracdo de proteinas das amostras pelo
método de Bradford (1976) e leitura das absorbéancias a 595 nm.

5.10.6. Determinacao da Peroxidacéao Lipidica (LPO)

A determinacéo da lipoperoxidacdo em branquias e foi avaliada pela oxidagao
do Fe?* na presenca de xilenol laranja, em 560 nm, pelo ensaio FOX, com base no
protocolo de Jiang et al. (1992). O sobrenadante das amostras foi descongelado e
tratado com TCA a 12% e centrifugadas a 5000 g por 10 min a 4 °C, em seguida na
microplaca foram adicionadas aos sobrenadantes das amostras o meio de reagao
composto por Metanol 90%, Xilenol Laranja (100 pM), H2SOa4 (25 mM), BHT (4 mM),
FeS04.NHs (250 pM). Logo apds a a dicdo do meio de reagdo a microplaca foi
incubada por 30 min a temperatura ambiente no escuro e em seguida as leituras das
absorbéancias foram feitas a 560 nm. A analise da concentracdo de proteinas das
amostras pelo método de Bradford (1976) e leitura das absorbancias a 595 nm.
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6. Biomarcadores Morfoldgicos

As amostras de branquias foram lavadas em NacCl (0,9%) em seguida os 2° e
3° arcos branquiais, e fixados em glutaraldeido 2,5% em tampéao fosfato 0,1 M (pH
7,3). Para o preparo da inclusdo as amostras passaram por uma série crescente de
desidratacdo com etanol em diferentes concentracdes: 70%, 80%, 90% e 95% sendo
1 h para cada concentracdo. Apoés a desidratacdo, as amostras foram colocadas em
solucéo de etanol 95% e resina béasica (Leica, Alemanha) na proporgéo 1:1 por 4 horas
em seguida as amostras foram transferidas para solucdo de resina basica pura. Neste
momento, a finalizacdo da inclusdo das amostras foi efetuada em moldes especificos
com solucdo de resina e endurecedor para terminar a polimerizacdo em estufa a 37
°C, por 24 horas. Apoés inclusédo e polimerizacdo da historesina, cortes histolégicos
foram confeccionados (3 ym de espessura) em microtomo (Micron HM 360).

As seccdes histologicas de branquias foram coradas com azul de toluidina por
1 minuto. As altera¢des histopatologicas, nas branquias foram analisadas em 5
filamentos branquiais aleatérios em cada amostra e 5 campos em cada filamento. Os
cortes foram examinados utilizando um microscopio de luz (Olympus BX61; Olympus,
Denmark) com camera de video e acoplado a um computador com o software Plus
Image Analysis (Olympus DP2-B5W).

As andlises histopatolégicas foram avaliadas quanto a distribuicdo no 6rgéo
analisado e a severidade das alteracfes. A cada alteracao foi atribuida um escore (Sc)
e um fator de importancia (Fi), segundo Bernet et al. (1999), modificado por Paulino
et al. (2015). O Sc indica a frequéncia de lesbes: 0 = auséncia de lesdo; 1 = ocorréncia
rara; 2 = pouca ocorréncia; 3 = moderada ocorréncia; 4 = ocorréncia frequente.

O fator de importancia (Fi) (Tabela 1) indica como a alteracéo afetaria a funcéo
do 6rgao e a possibilidade de sobrevivéncia do peixe e recebeu 0s seguintes valores:
(1) representa lesdes facilmente reversiveis e com minima importancia patologica; (2)
lesGes reversiveis quando o0 agente estressor € neutralizado e moderada importancia
patolégica; (3) lesdes geralmente irreversiveis e de extrema importancia patolégica.

Dessa forma, considerando o escore de distribuicédo e o fator de importancia,
para cada alteragdo, foi determinado o indice das alterac¢des (lalt) que é o produto do
fator de importancia (Fi) da alteracéo pelo valor do escore (Sc): IL = Fi x Sc e o indice

de lesdo do érgéao (lorg) que é a somatdria do IL: lorg = ZL.
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Tabela 1. Alteracdes histopatolégicas em branquias e Fator de Importancia
(Fi), de acordo com Bernet et al. (1999).

Alteracdes histologicas Fator de importancia
Fuséo total de lamelas 1
Fusao parcial de lamelas

Hiperplasia do filamento
Descolamento do epitélio lamelar
Edema

Hipertrofia do epitélio lamelar
Hiperplasia do epitélio lamelar
Aneurisma (canal marginal)
Aneurisma (canal basal)

Aneurisma (lamelar)
Congestao/Hiperemia/Hemorragia
Dilatagcdo canal marginal

Dilatacdo canal basal

Células pilares (constri¢cao)

Células pilares (rupturas)*

Hipertrofia de células cloreto
Proliferacédo de células cloreto
Proliferacdo de células mucosas
Ruptura do epitélio lamelar

Aumento do espaco intersticial no epitélio do
filamento

Atrofia do epitélio lamelar

Necrose

Parasitas*

Fi: 1 = pouca; 2 = moderada e 3 = alta

P WN P RPRPRRPREPNRPRPRPRPNMNNNNRRRRR

7. Analise Estatistica

A normalidade dos dados entre os tratamentos foi analisada com o teste de
Shapiro-Wilk onde definiu-se o conjunto de dados considerados normais dentro de
uma distribuicdo Gaussiana executou-se testes paramétricos e os dados nao normais

foram utilizados testes ndo-paramétricos.
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Os dados paramétricos (oxigénio dissolvido, alcalinidade, indices e dados
hematoldgicos, ions plasmaticos, anidrase carbdnica, glutationa S-transferase,
glutationa reduzida, catalase e metalotioneina) foram analisados pelo teste ANOVA
(One-Way) seguido do pés-teste paramétrico de Dunnet.

Os dados nado-paramétricos (condutividade, pH, temperatura, amonia, Na* /
K*-ATPase, H-ATPase e peroxidacao lipidica) foram analisados pelo teste de Kruskal-

Walllis seguido do poOs-teste ndo-paramétrico de Dunn.

No poés-teste cada grupo exposto ao MPASe foi comparado com o grupo
controle e o nivel de diferenca dos dados foi considerado para 95% de significancia,
ou seja p < 0,05. As analises estatistica. foram executadas com o o software
GraphPad Prism (8.0.1).

8. Resultados

As concentracdes de metais presentes no MPASe estdo apresentadas na

Tabela 2.

Tabela 2. Metais/metaloides constituintes do MPASe.

Elemento Concentragéo LOD LOQ
ng.g? (Low of (Low of
Detection) Quantification)
Fe-56 91929,2201 0,3919 0,9666
Fe-57 91715,5685 0,3109 0,7181
Al 11438,5780 1,2907 2,7594
Mn 1113,2246 0,0560 0,1512
Zn 882,5874 0,0053 0,6541
Cu 706,1446 0,2548 0,0841
Ti 361,8456 0,0363 0,0807
Ba 116,5554 0,0942 0,1037
Pb 93,1804 0,0423 0,0940
Sr 77,2643 0,0789 0,1360
Cr 76,7670 0,0513 0,1182
Ni 66,7846 0,0627 0,1312
Vv 30,9372 0,2545 0,3169
Ce 17,9253 0,0031 0,0066
Zr 14,9071 0,0224 0,0491
La 8,5344 0,0133 0,022
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Y 7,1471 0,0014 0,0033

As 5,5343 0,0166 0,0148
Mo 4,2074 0,0384 0,0864
Rb 3,7972 0,3887 0,4476
Se 3,3124 0,0073 0,0406
Nb 2,2913 0,0041 0,0096
w 1,17063 0,0024 0,0069
Cd 0,8558 0,0415 0,077
Ag LOD 0,0412 0,107
Bi LOQ 0,0856 0,239
Hg 202 LOD 0,0401 0,0726
Hg 201 LOD 0,0905 0,1245
Au LOD 0,0259 0,0617

A solucdo do MPASe ao ser depositada na agua se diluiu de diferentes
formas, na concentracéo de 1 g.L'! a &gua atingiu maior turbidez visual e parte do
contaminante permaneceu na superficie da agua diluindo lentamente na coluna
d’agua e se depositando no fundo do aquario experimental. Visualmente 0,01 g.L* de
MPASe se diluiu mais na coluna d"agua do que 0,1 e 1g.L* de MPASe.

Durante o experimento 0 grupo controle e 0s animais expostos as
concentragGes de 0,01 e 0,1 g.L ! de MPASe apresentaram comportamento que se
aproximava a territorialidade o que levou a morte de um animal de cada grupo,

totalizando trés animais.

8.1. Variaveis Fisico-Quimicas da agua dos experimentos

As variaveis fisico-quimicas da agua durante o0s experimentos estdo
apresentadas na Tabela 3. Houve aumento significativo para aménia (300%) e
condutividade (25%) na concentracdo de 1 g.L' de MPASe apés 96 horas do

experimento.
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Tabela 3. Parametros fisico-quimicos da agua coletada diariamente nos
grupos controle (0 g/L de MPASe) e expostos a diferentes concentracfes do material

particulado atmosférico por 96 horas. Médias e EPM.

Concentracdes em g.L! de MPASe

Parametros 0 0,01 0,1 1
pH 747+0,08 7,75+0,09 7,32+0,11 741 +0,1
Temperatura (°C) 22,36 +0,19 25,01+0,13 21,83+0,23 24,85+0,09
OD (mg.L?) 8,69+0,03 8,51+0,06 8,71+0,03 8,54 +0,04
Condutividade

52,89+0,51 4057+18* 51,16+0,3 66,37 +3,34*
(uS.cm?)
Amodnia (mg.L?) 0,81+0,08 1,34+0,17 0,76 +0,08 3,29 +0,27*

Alcalinidade (mg.L?) 19,92 +0,89 20,29 +0,46 22,42 +0,97 22 +0,88

Os valores correspondem as médias e seus respectivos erros-padrao.* Indica diferenca significativa (P

< 0,05) em relagdo ao controle. Condutividade (p = 0,005) para 0,01 g.L, p=0,035 paralg.L?),e

amonia <0,0001 para 1 g.L! (Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn).

8.2. Hematologia

8.2.1. Eritrocitos (série vermelha)

O numero de eritrcitos, concentracdo de hemoglobina e hematdcrito néo
apresentaram diferencas entre o controle e as concentracfes de MPASe aplicadas,
assim como os indices hematimétricos calculados: volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média

nao apresentaram diferencgas significativas (Figura 10).
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Figura 10. Numero de eritrcitos (a), hematdcrito (b), concentracdo de hemoglobina (c); indices
hematimétricos: volume corpuscular médio (d), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (e)
hemoglobina corpuscular média (f) de Oreochromis niloticus apés 96 horas de exposi¢éo a diferentes
concentracdes do MPASe. Os valores correspondem as médias e seus respectivos erros-padrdo.Nao
houve diferencas significativas (Teste ANOVA One-Way e pOs-teste de Dunnet)

8.2.2. Leucdcitos (série branca)

No sangue de O. niloticus expostas ao diferentes concentracbes de MPASe
foram identificados eritrécitos, e os seguintes leucdcitos: neutréfilos, mondcitos e
linfécitos (Figura 11).
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N&o houve diferencas para o numero total de leucdcitos entre o controle e as
concentracdes de MPASe (Figura. 12a). A contagem diferencial de leucdcitos mostrou
aumento de 27% nos linfocitos e diminuicdo de 78% nos mondcitos nos animais
expostos a concentracdo de 1 g.L* (Fig. 12b-d). Nao houve diferenca na contagem
diferencial dos linfocitos no sangue dos animais expostos as concentra¢cdes de 0,01 e
0,1 g.L! de MPASe.

o OF

Figura 11. Leucdcitos no sangue de Oreochromis niloticus apds 96 horas de exposicdo a diferentes

a

concentracdes do MPASe. Neutrdfilos (a e b), mondcito (c) e linfocitos (d), Barra de escala = 10um.
Corante May-Grunwald-Giemsa-Wrigth (MGGW).
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Figura 12. Namero de leucdcitos totais (a) e contagem diferencial de leucécitos (b, ¢ e d) no sangue de
Oreochromis niloticus apds 96 horas de exposicdo a diferentes concentracbes do MPASe. Mondcitos
(b), neutrdfilos (c) e linfécitos (d). Os valores correspondem as médias e seus respectivos erros-padrao.
Grupo controle (0 g.L* de MPASe), e grupos expostos a diferentes concentragdes do MPASe. (n = 11).
Os valores correspondem as médias e seus respectivos erros-padréo.* Indica diferenca significativa

com p < 0,05 e leucécitos totais (teste ANOVA One-Way e pos-teste de Dunnett) em relagdo ao
controle.
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8.2.3. Trombbcitos Totais

O numero total de trombdcitos (Figura 13) ndo apresentaram diferencas

significativas entre o controle e as concentracdes de MPASe (Figura 14).

Figura 13. Trombdcitos no sangue de Oreochromis niloticus apds 96 horas de exposi¢do a diferentes

concentracdes do MPASe. Barra de escala = 10um. Corante May-Grunwald-Giemsa-Wrigth (MGGW).
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Figura 14. Numero de trombécitos no sangue de Oreochromis niloticus apés 96 horas de exposicédo a
diferentes concentracbes do MPASe. N&o houve diferencas para as concentracdes analisadas. Os

valores correspondem as médias e seus respectivos erros-padrédo (Teste ANOVA One-Way e pos-teste

de Dunnett).
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8.2.4. lons plasmaticos (Na*, K* e CI")

Apo6s exposicdo ao MPASe ndo houve diferenca nas concentracdes de Na* e
K*em relacdo ao grupo controle. Os ions cloreto diminuiram 9% nos animais expostos

a concentracdo de 1 g.L"! de MPASe (Figura 15).

a b C
2501 6 1504
., 2004 *
[} —
- <44 —1 1004
- ~
g 150+ = =
E E £
iy 1007 = =
2 X 24 O, 504
50
0- 0- 0-
0 001 01 1 0 001 01 1 0 001 01 1
MPASe (g.L ) MPASe (g.L7) MPASe (g.L ™)
[ Controle mE Exposto 1 Controle mE Exposto I Controle == Exposto

Figura 15. Concentracédo dos ions plasmaticos sédio (a), potassio (b) e cloro (c)- em Oreochromis
niloticus apds 96 horas de exposi¢éo a diferentes concentra¢des do MPASe e grupo controle (0 g.L*
MPASe). Os valores correspondem as médias e seus respectivos erros-padréo. * Indica diferenca
significativa para 1 g.L* de MPASe com p = 0,0128 (Teste Kruskal-Wallis e p6s-teste de Dunn) em

relagéo ao respectivo controle (n = 11).

8.2.5. Eritroblastos e Alteracdes Nucleares Eritrocitarias

Andlise do numero de eritroblastos e eritrocitos (Figura 16) com alteracbes
nucleares classificadas como forma de ferradura e apresentando brotos nucleares.
N&o foram encontrados micronucleo. Nao houve diferenca significativa no nimero de
eritroblastos e nas alteragdes nucleares entre o grupo controle e 0s expostos ao
MPASe (Figura 17).
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Figura 16. Série eritrocitaria. Eritrocitos com ndcleos normais (a), eritroblastos (b), com brotos nucleares
(c) e ndcleo em forma de ferradura (d). Escala 10 um. Corante: May-Grunwald-Giemsa-Wrigth

(MGGW).
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Figura 17. AlteracBes nucleares eritrocitarias (brotos e ndcleos em forma de ferradura) e eritroblastos
em Oreochromis niloticus apos 96 horas de exposi¢édo a diferentes concentragcdes do MPASe e grupo
controle (0 g.L'* MPASe).Ndo houve diferencas significativas para os tratamentos em relacdo ao
controle (p>0,05) para as alteragBes eritrocitarias. *Indica diferencga significativa para eritroblastos na
concentracdo de 1 g.L'* MPASe com p = 0,0431 (Teste ANOVA One-Way e Pés-teste de Dunnet) Os

valores correspondem as médias e seus respectivos erros-padrdo. (n = 11).

8.2.6. Ensaio Cometa

A fragmentacdo do material genético pelo ensaio cometa classificada em
scores (Figura 18) apresentou aumento significativo do score 4 (Figura 19a)e
diminuicdo no score 2 (Figura 19b) nos nucleoides dos eritrocitos nos animais
expostos a 1 g.L* de MPASe. Para a concentracdo de 1 g.L ! de MPASe o cometa

apresentou dano moderado.
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Figura 18. Ensaio cometa. Danos no DNA em nucleoides classificados em score 0: sem dano aparente;

score 1: pouco dano; score 2: dano moderado; score 3: dano elevado e score 4: dano maximo.
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Figura 19. Percentual de danos em fragmentacéo (a) e comprimento (b) do DNA na cauda. Score 0
(sem dano aparente), score 1 (pouco dano), score 2 (dano moderado), score 3 (dano elevado) e score
4 (dano maximo). *Indica diferenca significativa na fragmentac¢é@o do DNA para score 2 e 4 com p = 0,03

e no comprimento da cauda para score 2 com p = 0,03 (Teste de Kruskal-Wallis e Pds-teste de Dunn).
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8.3. Atividades das enzimas relacionadas ao equilibrio ibnico
8.3.1. Atividade das enzimas Na*/K*-ATPase e H*-ATPase nas branquias

As atividades das enzimas Na*/K*-ATPase e H-ATPase (Figura 20), nas
branquias de O. niloticus, ndo apresentaram mudancas significativas durante o

periodo de 96 horas.
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Figura 20. Atividade da enzima Na*/K* -ATPase (a) e H*-ATPase (b) nas branquias de O. niloticus. Os

valores correspondem as médias e seu respectivo erro-padrdo. (n = 11). Ndo houve diferencas
significativas (Teste de Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn).
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8.3.2. Atividade da Enzima Anidrase Carbénica (AC)

A atividade da enzima da AC nas branquias de O. niloticus diminuiu 43%

apos exposicdo a concentracédo de 1 g.L** de MPASe como consta na Figura 21.
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Figura 21. Atividade da enzima anidrase carbénica (AC) nas branquias. * Indica diferenca significativa
para branquias com p < 0,0001 para 1g.L! (Teste ANOVA One-Way e Pés-teste Dunnett’'s) em relagao

ao respectivo controle. Os valores correspondem as médias e seu respectivo erro-padrdo. (n = 11).
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8.4. Respostas antioxidantes e estresse oxidativo nas branquias

A andlise da enzima catalase nas branquias apresentou aumento de 86%

como consta na Figura 22 a diferenca significativa para a concentragdo de 0,1 g.L?
de MPASe.
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Figura 22. Atividade da enzima catalase em branquias. *Indica diferenca significativa com p<0,05 em
relacdo ao controle. Branquias com p = 0,0341 para 0,1 g.L! (Teste Anova-OneWay; Pds-teste de

Dunnett’s). Os valores correspondem as médias e seus respectivos erros-padrédo. (n=11).
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A atividade da enzima GST aumentou significativamente 36% nas branquias
como consta na Figura 23 para a concentracdo de 0,1 g.L* de MPASe
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Figura 23. Atividade da enzima GST em bréanquias. *Indica diferenca significativa (p < 0,05) em relacao
ao controle. Branquias com p = 0,0416 para 0,1 g.L! (Teste ANOVA One-Way e Pés-teste de
Dunnet’s). Os valores correspondem as médias e seus respectivos erros-padréo. (n=11).
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Os conteudos de glutationa reduzida estdo expressos na Figura 24. Houve
aumento de 11% para 0,01 g.L%, 16% para 0,1 e 1 g.L* na conjugacédo da glutationa

todos os grupos expostos ao MPASe.
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Figura 24. Conteudo de glutationa reduzida em branquias apos 96 horas de exposicdo ao MPASe. *
Indica diferengas significativas para as branquias com p = 0,0206 para 0,01 g.L%; p = 0,004 para 0,1 e
1 g.L! (Teste ANOVA One-Way e Poés-teste de Dunnett). Os valores correspondem as médias e seu
respectivo erro-padréo. (n = 11).
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O conteudo dos residuos de sulfidrila (~SH) na molécula de metalotioneina
esta representado pela Figura 25 onde se nota aumento de 138% e pela anélise
estatistica constatou-se diferenca significativa para a concentracdo de 1,0 g.L? de
MPASe.
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Figura 25. Conteudos dos residuos de (-SH) na metalotioneina nas branquias de O. niloticus ap6s 96
horas de exposicdo ao MPASe. * Indica diferencga significativa para 1g.L** com p = 0,0002 (Teste
Anova-OneWay e Pds-teste de Dunnett’'s) em relagéo ao respectivo controle. Os valores correspondem

as médias e seu respectivo erro-padrdo. (n = 11).
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Niveis de peroxidacao lipidica (Figura 26) em branquias de O. niloticus

expostos ao MPASe por 96 horas.
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Figura 26. Niveis de peroxidagdo lipidica em branquias. N&o houve diferencgas significativas para
branquias com p>0,05 (teste de Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn). Os valores correspondem as
médias e seu respectivo erro-padrdo. (n = 11).
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8.5. Histopatologias nas branquias

O epitélio do filamento das branquias dos peixes do grupo controle era
constituido por varias camadas de células tipos de células e o das lamelas era
constituido por duas camadas de células (Figura 27). A maioria das células da camada
em contato com 0 meio aquatico eram células pavimentosas e, entre elas estavam
distribuidas células de cloreto (Figura 27), de mucosa e lamelas finas constituidas por
duas camadas celulares. A maioria das células da camada em contato com 0 meio
aguatico sao células de pavimento e algumas células de cloreto sdo encontradas entre
elas, ambos os grupos de controle mostraram células de cloreto nas lamelas.

As histopatologias identificadas nas branquias de O. niloticus do grupo controle
e expostos ao MPASe foram dilatacdo do canal marginal e basal, congestdo e
hiperplasia lamelar, alargamento do espaco intersticial no epitélio do filamento,
hiperplasia do epitélio do filamento com fuséo total ou parcial de lamelas, hipertrofia e
proliferacéo de células cloreto e proliferacdo de células mucosas, e estdo mostradas
na Figura 28. Algumas alteracdes histopatologicas foram encontradas distribuidas
aleatoriamente nas branquias dos grupos controle, como hiperplasia do epitélio do
filamento, hipertrofia das células pavimentosas do epitélio lamelar e os animais
expostos a 0,01 g L't de MPASe apresentaram principalmente hipertrofia das células
pavimentosas do epitélio lamelar. Aneurismas na lamela e no canal marginal foram
raros (< 10%) e ocorreram principalmente nos animais controle e expostos a 0,01 g L~
! de MPASe. Em geral, as alteracdes ocorreram, em média, abaixo de 10% das
amostras analisadas. Nos animais expostos a 0,1 e 1 g L' de MPASe apresentaram
maior frequéncia de histopatologias, incluindo maior frequéncia de hiperplasia do

epitélio do filamento gerando fuséo parcial de duas a cinco lamelas; hipertrofia das
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células pavimentosas do epitélio lamelar, alargamento do espaco intersticial no
epitélio do filamento. Hipertrofia de células cloreto ocorreu nos animais de todos os
grupos. Células mucosas no epitélio do flamento entre as lamelas estavam presentes
nos animais do grupo controle e mostraram tendéncia de aumento nos animais

expostos a0,1 e 1 gL?!de MPASe.

"4.\ .
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Figura 27: Filamento e lamelas branquiais de O. niloticus. L: lamela; F: filamento; CI: células
indiferenciadas; CC: célula cloreto; CM: célula mucosas; CP: célula pilar; E: eritrécito; CMG: canal
marginal; CB: canal basal; SVC: seio venoso central; CPV: célula pavimentosa. Corante: Azul de
Toluidina. Escala 20 um.
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Figura 28. Alteracdes histopatologicas em branquias de O. niloticus apds 96 horas de exposicao ao
MPASe. (a) Dilatagcdo do canal marginal (seta). (b) Dilatagéo do canal basal (seta). (c) Congestédo e
hiperplasia lamelar (seta). (d) Enlargamento do espago intersticial no epitélio do filamento (seta). (e)
Hiperplasia do epitélio do filamento (seta). (f) Hiperplasia (seta) e hipertrofia (seta dupla) do epitélio
lamelar. (g) Fus&o total lamelar (seta) e fusdo parcial lamelar (seta dupla). (h) Proliferacdo de células
cloreto (seta). (i) Fus&o total lamelar (seta). (j) Proliferacdo de células mucosas (seta). Corante: Azul
de Toluidina. Escala 20 pm.

As alteracdes histologicas foram analisadas a partir de um score de lesGes como
descrito em Material e Métodos e para cada leséo foi considerado um fator de importancia

(Fi). Considerando o score e o Fi foi calculado o indice de lesGes para as branquias de acordo
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com Bernet (1999) a qual ndo demonstrou alteracbes histoldgicas estatisticamente

significantes para os 6rgao e periodo analisado (Figura 29).
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Figura 29. indice de alteracées histopatoldgicas em branquias de O. niloticus analisados no
grupo controle 0 g.L™ e nos grupos expostos os MPASe, durante 96 horas. Ndo houve diferencas
significativas para branquias com p>0,05 (teste Anova One-Way e pés-teste de Dunnett).

9. Discussao

Durante o experimento os animais do grupo controle e 0s animais expostos
as concentracdes de 0,01 e 0,1 g.L' de MPASe apresentaram comportamento que
se aproximava a territorialidade o que levou a morte de um animal de cada grupo,
totalizando trés animais. Em estudos de Medeiros et al.(2007) e Chellappa et al. (2014)
ha relato de comportamento agonista e territorialista entre machos de hibridos de
tilapias (Oreochromis niloticus e Oreochromis mossambicus) onde o comportamento

por ele observado € mesmo daquele ja relatado para a tilapia-do-Nilo.
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A analise multielementar mostrou que o MPA é constituido por diferentes
metais em diferentes concentragcbes como mostrado na Tabela 1 confirmando que o
Ferro (Fe) e aluminio (Al) sdo os principais elementos como ja reportados por Fortes
(2020). Fe, Al e manganés (Mn) foram os principais constituintes do pd preto com
concentragcbes acima de 1000 pg.gt, seguido pelo zinco (Zn), cobre (Cu), titanio (Ti)
e bario (Ba) com concentraces acima de 100 pg.g*. Os demais elementos estdo
presentes em concentracdes abaixo de 100 pg.g*: chumbo (Pb), estréncio (Sr),
cromo (Cr), niquel (Ni), vanadio (V), cério (Ce), zircbnio (Zr), lantanio (La), itrio (Y),
arsénio (As), molibdenio (Mo), rubidio (Rb), selénio (Se), niébio (Nb),tungsténio (W),
cadmio (Cd). Dos metais encontrados Ti (titanio), rubidio (Rb), estréncio (Sr), itrio (Y),
zircbnio (Zr), niébio (Nb), estanho (Sn), lantanio (La), cério (Ce), talio (Ta), tungsténio
(W) e bismuto (Bi) sdo emergentes.

A constituicdo metélica do MPA emitido pelas industrias metallrgicas na
regiao de Vitoria, ES, ja foi reportado por Arrivabene et al. (2015) e Souza et al (2021a)
sendo o Fe, Al, os constituintes com maior concentracao e outros metais em menores
concentragbes como: Mn, Zn, Sr, Cr, Ni, V, Cu, Pb, Rb e As (Arrivabene et al., 2015)
e Mn, Bi, Zn, Y, La, Nb, Ba, Sn, Sr e Ce (Souza et al, 2021a).

Recentemente, Souza et al. (2021a), estudando a composicao, estabilidade,
tamanho e dispersdo do MPA, mostrou que o MPA, independente do tamanho, se
dissocia em meio agquoso em nanoparticulas (NP) menores que 200 nm e em metais
livres. No presente estudo, considerando que parte do MPASe depositada no fundo
do aquério possivelmente ndo estava biodisponivel, a absorcdo dos metais via
branquias, durante o processo respiratério pode ter sido relativamente baixa.

O ferro é um dos metais mais abundantes da Terra e € essencial para quase
todos os organismos devido a atividade redox do ferro, pois permite que ele seja um
componente integral da respiracao celular e por seu posicionamento na hemoglobina
gue aumenta a capacidade de transporte de oxigénio do sangue. No entanto, o ferro
em excesso pode ser toxico. No nivel celular, o ferro catalisa a reagdo de Fenton,
resultando na geracéo de espécies de radicais livres, incluindo radicais hidroxila, que
podem potencialmente causar danos oxidativos celulares (Bury e Grosell, 2003).

As alteracdes na concentracdo de amonia e na condutividade medidas durante
os experimentos foram também comparados a Resolugcdo Conama 357/2005. De

acordo com Randall e Tsui (1999) peixes sob estressores ambientais podem estar
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mais sensiveis a toxicidade da amonia disponivel no ambiente e em niveis altos
podem devido a poluicdo ou a excrecdo dos peixes quando em altas densidades a
amoOnia ambiental pode aumentar a amonia corporal provocando convulsdes e mortes
mas algumas espécies sdo tolerantes a amoénia. A Resolucdo Conama 357/2005
dispde sobre os limites para amonia total para 3,7 mg.L* em corpos de agua doce. A
amonia total do presente estudo apresentou 3,29 mg.L* para a concentracdo de 1 g.L"
1 do MPASe, valor abaixo do nivel estabelecido pela Resolucédo. Seu aumento pode
estar relacionado a quantidade do contaminante no aquéario experimental e sua
influéncia como agente estressor nos animais, pois as densidades dos animais foram
mantidas em todos os experimentos.

Segundo Esteves (2011) a condutividade € a capacidade de uma solu¢do em
conduzir corrente elétrica em funcdo da quantidade de ions presentes na agua,
portanto quanto maior a quantidade de ions maior seré a condutividade a qual também
pode estar relacionada as caracteristicas geoquimicas de regifes tropicais. No atual
experimento a condutividade apresentou 66,37 uS.cm para a concentragdo de 1 g.L-
1 MPASe, sendo assim o aquario que recebeu maior quantidade de MPASe, teve
maior quantidade de material particulado dissolvido na agua aumentando a
condutividade elétrica em relacéo ao controle.

Embora a exposicdo de O. niloticus ao MPASe a concentracdes
ambientalmente relevantes, durante 96 h, ndo foi letal para a espécie, a exposi¢ao as
concentracdes mais altas (0,1 e 1 g.Lt) induziu alteragGes nos tipos de leucécitos e
apresentou genotoxicidade. Alteracdes nos parametros sanguineos sado esperados
em animais expostos a metais, uma vez que, dissolvidos no meio aquatico sao
absorvidos e, transportados pelo sangue, podendo se acumulam nas visceras e
musculo (Fortes, 2021).

Os valores hematolégicos podem variar dependendo do meio em que o animal
se encontra, sazonalidade e das condi¢des nutricionais. Temperatura, Oz dissolvido,
pH, contaminantes na agua sao fatores fisicos e quimicos que influenciam os
parametros hematologicos, assim como estresse e parasitismo (Tavares-Dias e
Moraes, 2004). Os valores de Hct, RBC, VCM do grupo controle, neste estudo, estédo
proximos aos encontrados para a espécie, com excec¢do da concentracdo de Hb que

foi mais alta do que tem sido descrito para a espécie (Ueda et al., 1997).
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Considerando que a funcéo do sangue é transportar oxigénio e nutrientes para
os tecidos e metabdlitos resultantes do metabolismo celular para os 6rgdos de
excrecdo para serem eliminados do organismo, a ndo alteracdo dos parametros
hematologicos como RBC, Hct e [Hb] assim como os indices hematimétricos
evidenciaram que os metais presentes no MPASe, dissolvidos na agua e absorvidos
nao interferiram na capacidade do transporte de Oz do sangue, embora os eritrocitos
estejam em contanto direto com 0s metais transportados. Alteragdes nos parametros
hematoldgicos evidenciando ajustes para manter a capacidade de transporte de Oz
foram demonstrados pelo aumento do RBC, Hct e [Hb] em Prochilodus lineatus
expostos a 29 g cobre L (Cerqueira e Fernandes, 2002). Entretanto, metais podem
afetar os eritrdcitos e induzir a reducdo dos parametros hematolégicos como descrito
em O. niloticus expostas a 1/10 e 1/20 da CLso/96 h de Oxido de cobre e a
nanoparticulas de oOxico de cobre por 30 dias (Abdel-Khalek et al., 2016) e
Pangasianodon hypophthalmus exposto a 0.8, 1.6, e 3.2 mg L cadmio por 30 dias
(Suchana et al., 2020) evidenciando possivel reducdo no transporte de Oz e
consequentemente, no metabolismo aerdbico. Soares et al. (2022), avaliando o efeito
do SeAPM, coletado na mesma regido em O. niloticus adultas verificou que houve
reducdo no Hct, RBC e concentragdo de Hb. O que sugere maior sensibilidade de animais
maiores ao metais e outros componentes do SeMPA.

O sangue normalmente contém certa porcentagem de eritroblastos ou
eritrécitos imaturos também denominados pro-eritrécitos ou reticuldcitos. Eritroblastos
podem aparecer em maior quantidade no sangue caso haja uma maior producéo deles
como renovacao no sangue de eritrécitos envelhecidos ou degradados pela presenca
de um contaminante. O rim anterior apresenta atividade eritropoiética maior que o
baco e ambos atuam principalmente na renovacao de eritrocitos para circulacédo
sanguinea em caso de aumento de demanda de oxigénio (Witeska, 2013). A
porcentagem de eritroblastos no sangue periférico pode também aumentar, em
condicdes de hipoxia ambiental ou interna devido a agente estressor como 0 S80 0S
metais. Em Cyprinus carpio, o chumbo induziu aumento de eritroblastos apos 3 h de
exposicdo ao chumbo (10 mg L), cobre (5 mg L?), cadmio (10 mg L?), e zinco (20
mg L?) (Witeska, 2005). O periodo de exposicdo ao MPASe pode néo ter sido
suficiente para causar respostas significativas nos grupos expostos a 0,1 e 1 g.L™.

Os efeitos genotoxicos e mutagénicos podem estar correlacionados com a

presenca de metais na agua (Ergene et al.,, 2007) ou outros contaminantes. As
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alteracdes resultantes no DNA ap0ds exposicdo aos metais presentes no meio aquatico
apo6s contaminacdo com o MPASe, evidenciaram que na concentracdo de 1 g.L* de
MPASe, pelo ensaio cometa, nos eritrocitos de O. niloticus, esses metais séo
genotoxicos. A exposicdo de Prochilodus lineatus ao Fe (1,7 mg.L?) induziu
genotoxicidade nos eritrocitos entretanto, apds exposicdo combinada Fe+Zn+Mn no
qual o nivel de Fe foi 0,8 mg.L ndo houve alteracdes no DNA (Oliveira et al., 2018).
As alteragOes observadas pelo ensaio cometa indicam instabilidade no DNA dos
eritrécitos e podem estar relacionados com alteragbes nucleares (Bonomo et al.,
2021). Metais como cromo, chumbo e cobre foram estudados em Ctenopharyngodon
idella expostos a concentracoes igual a CL50 e causaram alteracbes nucleares
eritrocitarias e micronucleo. Estas altera¢gfes foram evidenciadas principalmente pela
exposicdo ao cromo, moderadamente ao chumbo e pouco ao cobre (Shah et al.,
2021). Apés exposicdo de O. niloticus ao MPASe, as alteracdes nucleares
eritrocitarias como a formacdo de brotos e nudcleos em forma de ferradura
evidenciaram que, embora o0 MPASe tenha altas concentracdes de alguns metais
como Fe, Zn, Pb, Mn e, genotoxicidade tenha sido demonstrada por esses metais em
outros estudos com diferentes espécies de peixes, as concentracdes presentes na
agua experimental ap6s a adicdo do MPASe e absorvidas pelos peixes néo
apresentaram efeitos potencialmente mutagénicos.

Os leucdcitos sdo constituidos por granulécitos (baséfilos, neutrdéfilos e
eosindfilos) e agranuldcitos (mondcitos e linfocitos) e formam a principal defesa contra
agente infecciosos e xenobidticos. Para O. niloticus, no presente estudo, néo
houveram alteracBes no numero de leucocitos totais como descrito para Labeo rohita
apos exposicao ao ferro por 96 horas (Singh et al., 2019).

Em Cyprinus carpio, chumbo, cobre, cadmio e zinco causaram diminui¢do de
linfécitos e aumento de neutréfilos apds 96 horas de exposicdo (Witeska, 2005). Os
mondcitos atuam na preservacao dos tecidos (macrofagos) e, entdo, sua presenca no
sangue pode ser diminuida pela migracao tecidual (Campbell, 2015; Hodgkinson et
al., 2015). O aumento de linfécitos pode ser uma resposta a presenca de metais no
MPASe e a diminuicdo de mondcitos, no presente estudo, pode ser atribuida ao
estimulo do sistema imune relacionado aos danos teciduais causados por metais

como em Garra gotyla gotyla (Sharma e Langer, 2014).
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A funcéo dos trombdcitos nos peixes € similar a funcdo das plaguetas nos
mamiferos para o processo de coagulacdo sanguinea na contencédo da hemorragia
em resposta a injaria nos tecidos (Tavares-Dias et al., 2004; Campbell, 2015; Grant,
2015). Metais como o cromo em Tilapia sparmanii (van Pittius et al. 1992; Nussey et
al. 1995) e o cobre em Oreochromis mossambicus (Nussey et al., 1995c) podem
alterar o tempo de coagulacdo. No entanto, para Prochilodus scrofa, os trombadcitos
ndo sofreram alteracdes funcionais ou de producao apos exposi¢do ao cobre (Mazon
et al., 2002). Neste estudo, a concentracao de cobre e cromo presentes no MPASe
nao foram prejudiciais a producao de trombdcitos.

Em relacdo a ionoregulacao, o equilibrio de sodio e potassio ndo apresentou
alteracéo significativa, pois normalmente os metais divalentes como chumbo, cadmio
ou zinco sao vistos como antagonistas de célcio incluindo ions monovalentes devido
a perda de cloro no plasma de Oncorhynchus mykiss (Rogers et al., 2003)., durante
exposicdo ao MPASe o chumbo parece incluir ions monovalentes na exposicdo ao
MPASe. O cobre e o chumbo podem afetar a homeostase de sédio/cloreto por
interferéncia na captacao ativa de sédio da 4gua pelos canais apicais de sédio e o
chumbo pode competir pelo sitio de ligagdo do sodio e cloro interrompendo a
regulacao destes ions e iniciar o efeito toxico em Oncorhynchus mykiss (Rogers et al.,
2005). Nos peixes de agua doce, o aumento na perfusédo das lamelas secundarias das
branquias favorece a tomada de oxigénio e é acompanhado por aumento na
permeabilidade das membranas o que aumenta o ganho de agua do meio externo ao
animal e a consequente perda de ions CI- para o ambiente (Moron et al., 2006).

O impacto dos metais no organismo dos peixes pode interferir na regulacéo
idnica (Shaw e Handy, 2011; Ribeiro et al., 2014). As atividades das enzimas Na*/K*-
ATPase e H*-ATPase nas branquias de O. niloticus, ndo apresentaram mudancas
significativas durante o periodo de 96 horas, porém a atividade da enzima AC nas
branquias de O. niloticus diminuiu 43% apds exposicdo a concentracédo de 1 g.L* de
MPASe. De acordo com Wood et al. (2015) a presenca de metais pode inibir a
atividade da anidrase carbonica intracelular nos iondécitos; esta enzima hidrata o CO2
de modo a produzir os ions H+ que normalmente sao trocados por Na* e os ions HCO3s"
gue normalmente sao trocados por Cl- na membrana apical. Como resultado, Na* e
CI- diminuem a concentracdo no plasma sanguineo como ocorreu ha analise de ions

plasmaticos, no entanto o Na® e o K* plasmaticos ndo apresentaram diferencas
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significativas ao contrario da concentracdo do ion Cl- que diminuiu levemente no
plasma.

Metais podem induzir estresse oxidativo por superproducdo de espécies
reativas de oxigénio ou inibindo as defesas antioxidantes (Carvalho et al, 2015). Como
nos demais Orgdos, as células das branquias possuem sistema antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico de forma a proteger as células contra as espécies
reativas de oxigénio que possam ser geradas pela presenca de metais no orgéo.
Dentre elas, a catalase é uma das primeiras linhas de defesa enzimatica de fase Il do
processo de desintoxicacdo (Ighodaro e Akinloye, 2018), responsavel por decompor
o peroxido de hidrogénio em hidroxilas e agua. Estudos realizados com O. niloticus
coletadas no corrego Monjolhinho, em S&o Carlos, SP, contaminado com metais Cu,
Zn, Mn e Fe com niveis acima do recomendado pela resolucdo Conama 357/2005
mostrou que a atividade da CAT diminuiu nos meses com 0s mais altos niveis desses
metais presentes na agua (Carvalho et al., 2012). Em estudo realizado por Firat e
Bozat (2018), a atividade catalase nas branquias de O. niloticus diminuiu em 4 dias e
aumentou em 14 dias de exposicdo de 5,0 mg.L' TiO2-NPs. Entretanto, apoés
exposicdo ao MPASe, a andlise da enzima catalase nas branquias apresentou
aumento de 86% para a concentracdo de 0,1 g.L* de MPASe mas ndo para a
concentracdo 1 g.L* de MPASe, sugerindo que a resposta dessa enzima pode estar
relacionada a concentracdo de metais na agua.

A enzima de biotransformacdo de fase Il, GST, desempenha um papel
importante nos processos de desintoxicacdo e sua atividade mostrou um aumento em
sua concentracdo apoés a exposicdo de 5,0 mg.L* de TiO2-NPs no estudo de Firat e
Bozat (2018) onde o autor mostra respostas variadas para sistemas enziméaticos e
nao-enzimaticos em O. niloticus expostos a diversas concentracdes de TiO2-NPs por
periodos de 4 a 14 dias. Nesta pesquisa, a atividade de GST indicou um aumento
significativo na exposicao de peixes a TiO2-NPs. Esta indugéo da atividade GST pode
apresentar uma resposta adaptativa rapida para neutralizar os efeitos toxicos das
nanoparticulas. A atividade da GST também aumentou nos meses com 0s mais altos
niveis Cu, Zn, Mn e Fe presentes na agua do cérrego Monjolinho (Carvalho et al.,
2012). A atividade da enzima GST, no presente estudo, demonstrou aumento 36%

nas branquias para a concentragdo de 0,1 g.L* de MPASe.
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Os conteudos de GSH apresentaram aumento de 11% no grupo exposto a 0,01
g.Lt e 16% nos grupos 0,1 e 1 g.L" de MPASe. A conjugacéo da glutationa reduzida
(GSH) que é catalisada pela GST € uma rota muito importante de desintoxicagcéo de
xenobidticos eletrofilicos como metais e pesticidas (Huber et al. 2008). Os niveis de
GSH nas branquias de O. niloticus ap6s 14 dias de exposicédo a 10 uM de Cu em O.
niloticus ndo houveram diferencas significantes apds exposicao ao cobre (Atli e Canli,
2008). No estudo de Firat e Bozat (2018) ndo houve alteragédo importante no contetdo
de GSH apoés a exposicdo dos peixes a 1,0 mg .L* TiO2-NPs por 4 dias, enquanto
uma elevacéo significativa foi encontrada em sua atividade na exposi¢ao de 5,0 mg.L"
1 TiO2-NPs ap6s 4 (47%) e 14 dias (93%).

Metalotioneinas conhecidas por serem expressas em o0rganismos
encontrados em ambientes com altas concentracdes de metais como ja relatado por
Hamza-Chaffai e Amiard-Triquet (1997) e Oliveira et al. (2010) e tem funcao funcéo
associada a protecao celular contra a toxicidade de metais e também € um mecanismo
de defesa celular contra radicais livres. O metabolismo dos metais envolve aformacgao
de complexo GSH- metal a partir da qual o metal é transferido posteriormente para
apoproteinas de MT (Atli et al., 2006). O contetdo dos residuos de sulfidrila (-SH) na
molécula de metalotioneina apresentaram aumento de 138% para a concentracao de
1,0 g.L!' de MPASe. Nos estudos com O. niloticus, no cérrego Monjolinho, as
concentragdes de MT foram mais altas nos meses com as mais altas concentragdes
de metais na agua (Carvalho et al., 2012). No estudo de Atli e Canli (2008) nao foi

encontrado diferencas significativas para os niveis de MT nas branquias.

A peroxidacao lipidica é complexa, mediada por radicais livres, ocorre por uma
cadeia autopropagada, e é um processo que desestabiliza as membranas biol6gicas
(Wey and Yang, 2015). De acordo com o estudo de Singh et al. (2019), a peroxidagao
lipidica apresentou altou niveis causado por concentragées de 33 mg.L* de ferro nas
branquias de Labeo rohita exposto por 96 horas e gerou de estresse oxidativo. No
presente estudo, as branquias de O. niloticus ndo apresentaram diferengas

significativas entre os tratamentos.

As respostas antioxidantes nas branquias de O. niloticus expostas a diferentes
concentractes de MPASe, por 96 h, parece ter evitado a lipoperoxidacéo lipidica nos
tecidos desses 0Orgaos. Entretanto, a exposicdo ao MPASe causou alteracdes no
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epitélio branquial que sugerem respostas que reduzem a entrada de metais no
organismo, via processo respiratorio, como hiperplasia de células pavimentosas do
epitélio do filamento e lamelar, e respostas compensatorias para manutencdo do
equilibrio idnico como a hipertrofia e proliferacdo de células cloreto.

De acordo com McDonald e Wood (1993), uma das primeiras linhas defesa
contra a exposicdo a metais é a secrecdo de muco pelas branquias e outra funcao
comumente atribuida a secrecdo mucosa € retardar a perda eletrolitica das branquias
para o plasma. Os resultados do presente estudo nas andlises histopatologicas em
branquias demonstraram que houve uma maior proliferacdo de células mucosas nos
grupos expostos as concentragdes de 0,1 e 1 g.L"* do MPASe. Este resultado sugere
que as concentracdes dos ions Na* e K* e, consequentemente pode ter se mantida
estavel no plasma.

Pela analise multielementar do MPASe e metais dissolvidos em agua quando
1 g L-1 de MPASe ¢é adicionado a agua no estudo de Fortes (2021), o ferro e o
aluminioa sao os elementos em maior concentracao. O mecanismo de absorc¢ao do Al
€ descrito por McDonald e Wood (1993) e mostra que o aluminio pode ser sequestrado
ao se condensar em particulas elétron-densas, ser absorvido nas superficies apicais
das branquias e posteriormente isolados pelos lisossomas por um processo de
endocitose. ApOs o isolamento do metal, ele pode ser expelido por exocitose.

Segundo Wilson (2011), o aluminio ndo tem funcado biologica estabelecida,
mas pode ser extremamente toxico para peixes quando solubilizado em condicdes
acidas (pH = 6) ou alcalinas (pH = 8). Neste estudo, o pH do aquarios se manteve com
pH entre 7,32 e 7,75, fato este que pode ter facilitado a baixa toxicidade do aluminio.
As alteracdes nos parametros morfométricos branquiais relevantes para a troca
gasosa branquial na truta arco-iris ap0s 5 e 34 dias de exposi¢do subletal ao aluminio
(30 mg.L1) a pH 5,2 foram: a altura lamelar ainda estava reduzida e o epitélio filamento
mais espesso, a area de superficie lamelar aparente foi reduzida em 22%.

Danzell e MacFarlane (1999), estudaram os efeitos do sulfato de Ferro (Il e
[II) em branquias de Salmo truta expostos a concentracdes letais: maxima de 42 mg.L"
1 e minima de 12 mg.L%, por 96 horas, e também a concentracGes subletais: maxima
de 12 mg.L? e minima de 6 mg.L, por 14 dias. Nesse estudo, as branquias
apresentaram danos generalizados, tais como: levantamento/descolamento epitelial

com formacao de espacos subepiteliais, hipertrofia ou necrose de células epiteliais,
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ruptura e fusdo lamelar. Também foi observado que o ferro ndo possuia tendencia a
se acumular na superficie do epitélio branquial o que justifica a baixa toxicidade do
metal. No presente estudo, a analise morfolégica das branquias de O. niloticus
expostas a concentracdes de Fe de 404 pg.L* e 387 pg.L* dissolvidos em &gua apés
adicdo de 1 g L'* de MPASe, também ndo demonstraram alteracdes significativas.

Sayadi, et al. (2020) analisaram a toxicidade aguda de Fe3O4 NPs e sais de
ferro no peixe Capoeta fusca em 24, 48, 72 e 96 h e cronica por 28 dias. Neste estudo,
as branquias dos peixes nos outros grupos de tratamento mostraram algumas
alteracdes significativas devido as exposi¢ées a concentragées de 100 mg.L* de
Fes04 NPs, incluindo aneurisma, hiperplasia, edema, fusdo de lamelas e necrose. A
frequéncia de fusédo das lamelas secundarias e anormalidades de hiperplasia epitelial
foi mais alta nos peixes tratados com NPs FeCls e Fe3O4 em comparagdo com peixes
tratados com o0s outros sais. Estudo mostra que o ferro complexado com outros
elementos pode ter sua toxicidade diminuida.

Embora o metabolismo aerébico, em repouso, possa nao ser afetado, ou pelo
menos restaurado com o tempo, a persisténcia dessas anormalidades estruturais nas
branquias sugere que a capacidade do sistema respiratério de troca gasosa pode
permanecer comprometido durante a exposicdo aos metais. Alteracdes na capacidade
do animal s se tornardo aparentes durante o aumento da demanda no metabolismo
aerébico, como atividade sustentada de natacdo ou recuperacdo de exercicios

exaustivos / anaerodbicos.

10.Concluséao

Apesar das altas concentracfes de Fe, Al, Mn, Zn, Cu, Ti e outros metais-
traco no MPASe as respostas hematoldgicas dos eritrocitos se mantiveram constantes
embora houvesse indicagdo de instabilidade no DNA dos eritrocitos. Dentre as
respostas hematolégicas o sistema de defesa leucocitario apresentou aumento na
producdo de células de defesa indicando inicio do processo de desintoxicacdo dos
peixes com a presenca dos metais na agua.

A regulacéo ibnica foi afetada pele exposicdo ao MPASe. Embora O. niloticus
manteve 0s niveis dos ions plasmaticos sddio e potassio e a atividade da enzima

Na+/K+-ATPase, houve reducao na concentracdo de cloreto e diminuicao da atividade
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da enzima anidrase carbdnica. AlteracGes bioquimicas e morfoldégicas podem ter
contribuido para o desequilibrio do ion cloreto.

Os sistemas de defesas antioxidantes enzimaticos e ndo-enziméaticos foram
alterados nas diferentes concentragdes analisadas do MPASe o que contribuiu para
gue ndo houvesse aumento da peroxidacéao lipidica e as alteracdes histopatolégicas
severas nas branquias.

Os resultados deste estudo, no periodo proposto de 96 horas, mostraram que
0s metais dissolvidos em meio aquéatico podem ser absorvidos por O. niloticus e,
dependendo da concentracdo, causar danos genotoxicos, respostas positivas do
sistema imunoldgico e antioxidantes que poderiam ser prejudiciais se 0s animais

forem expostos por longos periodos como pode acontecer no meio ambiente.

11.Perspectivas Futuras

O experimento e as andlises realizadas para esta dissertacao contribuem para
o entendimento dos efeitos que os metais e nanoparticulas presentes no MPASe
causam em 0Orgaos-alvo nos peixes em um curto periodo de tempo e em diferentes
concentracoes.

Nossos resultados colaboram com o desenvolvimento de novas abordagens
para o entendimento dos efeitos dos aglomerados de metais do MPASe sob influéncia
das variacbes no tempo de exposicdo, do pH em experimentos estaticos ou
semiestaticos além de exposi¢cdes em estagios de desenvolvimento dos peixes. Além
de incentivar analises futuras da bioacumulagcdo nos érgaos-alvos dos peixes e a
biodisponibilidade dos metais em diferentes condi¢cdes da agua e os possiveis efeitos
danosos que podem ser causados nos peixes.

Os dados do presente trabalho e dos futuros trabalhos podem auxiliar na
regulamentacdo ambiental para a emissdo do MPASe através das analises das

concentracfes dos metais emergentes e daqueles metais ndo emergentes.
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