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RESUMO

COSTA, R.L. — IMPACTO DO MATERIAL PARTICULADO ATMOSFERICO
SEDIMENTAVEL EMITIDO POR INDUSTRIAS METALURGICAS EM GIRINOS DE RA-
TOURO (Aquarana catesbeiana) 2025 - 127p: Tese (Doutorado) — Universidade Federal de
Sao Carlos, Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude, Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Ambientais, Sdo Carlos — 2025.

O material particulado atmosférico sedimentavel (MPASe) é composto por metais e metaloides
que, ao serem depositados na dgua, podem causar impactos na biota aquética. Este estudo
avaliou a bioconcentracdo de metais e metaloides, os efeitos genotoxicos e mutagénicos, além
dos biomarcadores de fisioldgicos e bioquimicos em girinos de ra-touro (A. catesbeiana)
expostos por 96 horas a uma concentracdo subletal e ambientalmente relevante de MPASe
(1g/L1). O MPASe foi coletado na Ilha do Boi, em Vitdria-ES, uma area com intensa atividade
sidertrgica e metaldrgica. A exposicdo ao MPASe causou bioconcentracdo de metais no
sangue, como Sn, Cr, La, Ce, Al, Ag, Pb, Ti e Fe. O MPASe também causou aumento de 25%
no indice hepatossomatico e a diminuicao de 12% no fator de condi¢éo indicando alteracGes da
salde dos animais. A concentracdo de hemoglobina e a contagem total de células aumentaram
em 17% e 112% respectivamente. Efeitos mutagénicos nos eritrdcitos foram indicados por meio
do aumento de 340% na frequéncia de micronlcleos. No teste cometa, ocorreu aumento em
parametros como area do cometa (44,91%) e no contetdo de DNA na cauda (85,49%),
apontando danos genotoxicos. No tecido cardiaco, foram quantificadas elevadas concentracdes
de Ti, Fe, V, Ba e Mn, confirmando a bioconcentracdo. A exposi¢cdo ao MPASe aumentou a
frequéncia cardiaca em 28% e diminuiu a massa ventricular relativa em cerca de 19%. Nos
parametros da contratilidade cardiaca, ocorreu um aumento de 60% na for¢a de contracdo, 50%
na taxa de contragdo, 55% na taxa de relaxamento e 66% na capacidade de bombeamento
cardiaco. O bloqueio do trocador NCX resultou em reducdo significativa nos grupos controle e
exposto respectivamente de 39% e 49% na forca de contragéo, 25% e 4% na taxa de contracéo,
47% e 40% na taxa de relaxamento e cerca de 58% e 64% na capacidade de bombeamento
cardiaco, indicando que o trocador tem um papel significativo na ciclagem de calcio. Os niveis
de proteina carbonilada aumentaram 80%, a razdo GSH:GSSG aumentou 121% e o0s niveis de
ACAP aumentaram 37% no tecido cardiaco. Os resultados indicaram que, mesmo em
concentracdo subletal, o MPASe demonstrou potencial genotoxico e mutagénico, causando
alteracdes no sangue. Adicionalmente, a exposicdo ao MPASe induziu respostas cronotropicas,
inotropicas e lusitrépicas positivas, como respostas compensatérias tipicas de estresse. Os
resultados dos biomarcadores de estresse oxidativo no tecido cardiaco revelaram mecanismos
e estratégias para neutralizar as espécies reativas de oxigénio. Este estudo fornece evidéncias
de que as particulas metélicas do MPASe, provenientes de industrias metaldrgicas, sdo
indutoras de danos e podem comprometer a homeostase fisioldgica, mesmo em exposicao de
curta duragdo e em concentra¢do subletal, reforcando a necessidade de uma legislagcdo mais
rigorosa para o controle da emissdo desse material.

Palavras-chave: Anfibios; Genotoxicidade; Mutagenicidade; Funcdo Cardiaca; Metais.
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ABSTRACT

COSTA, R.L. — IMPACT OF SETTLEABLE PARTICULATE MATTER (SePM) EMITTED
BY METALLURGICAL INDUSTRIES ON BULLFROG TADPOLES (Aquarana
catesbeiana) 2025 - 127p :Tese (Doutorado) — Universidade Federal de S&o Carlos, Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude, Programa de Pos-Graduacdao em Ciéncias Ambientais, S&o
Carlos — 2025.

The settleable particulate matter (SePM), is composed of metals and metalloids which, when
deposited in water, can use impacts on the aquatic biota. This study assessed the
bioaccumulation of metals, genotoxic and mutagenic effects, as well as physiological and
biochemical biomarkers in bullfrog tadpoles (A. catesbeiana), exposed 96 hours to a sublethal
and environmentally relevant concentration of SePM (1 g/L™). The SePM was collected on Ilha
do Boi, in Vitoria, ES, an area with intense steel and metallurgy activity. The results indicated
bioaccumulation of metals in the blood, such as Sn, Cr, La, Ce, Al, Ag, Pb, Ti, and Fe. Health
alterations were observed in the animals, with a 25% increase in the hepatosomatic index and
a 12% decrease in the condition factor. Hemoglobin concentration and total cell count increased
by 17% and 112%, respectively. Mutagenic effects on erythrocytes were indicated by a 340%
increase in micronucleus frequency. In the comet assay, there was a significant increase in
comet area (44.91%) and DNA content in the tail (85.49%), indicating genotoxic damage. In
the heart tissue, high concentrations of Ti, Fe, V, Ba, and Mn were quantified, confirmed
bioaccumulation. SePM exposure increased heart rate by 28% and decreased relative
ventricular mass by 19%. Cardiac contractility parameters, showed a 60% increase in
contraction strength, 50% in contraction rate, 55% in relaxation rate, and 66% in cardiac
pumping capacity. The blockage of the NCX exchanger resulted in a significant reduction in
the control group and exposed groups, respectively, of 39% and 49% in contraction force, 25%
and 4% in contraction rate, 47% and 40% in relaxation rate, and approximately 58% and 64%
in cardiac pumping capacity, indicating that the exchanger plays a significant role in calcium
cycling. Protein carbonyl levels increased by 80%, the GSH:GSSG ratio increased by 121%
and ACAP levels increased by 37% in cardiac tissue. These results indicate that even at a
sublethal concentration, SePM demonstrated genotoxic and mutagenic potential, causing
alterations in the blood. Additionally, exposure to SePM induce chronotropic, inotropic, and
lusitropic responses, as typical compensatory stress responses. The results of oxidative stress
biomarkers in cardiac tissue revealed mechanisms and strategies to neutralize reactive oxygen
species. This study provides evidence that metallic particles from SePM, originating from
metallurgical industries, induce damage and may compromise physiological homeostasis, even
with short-term exposure and at sublethal concentrations, reinforcing the need for stricter
regulations to control the emission of this material.

Keywords: Amphibians; Genotoxicity; Mutagenicity; Cardiac Function; Metals.
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TABELA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABAP 2°,2’-azobis-2-metilpropinamidina di-hidrocloreto
ABNT Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
ACAP Capacidade antioxidante total

Ag Prata

Al Aluminio

ANEs Anormalidades Nucleares Eritrocitarias
AP Células apoptoticas

As Arsénio

ASTM American Society for Testing and Materials
ATP Adenosine TriPhosphate

AVMA American Veterinary Medical Association
Ba Bario

BHT Butilato hidroxitolueno

Bi Bismuto

BL Ndcleos com bolhas

BN Células binucleadas

bpm Batimentos por minuto

BSA Albumina bovina

CA Area do cometa

CAT Catalase

CBC Capacidade de bombeamento cardiaco
CBC Contagem total de células do sangue

Cd Cadmio

Ce Cério

CEUA Comiss&o de Etica no Uso de Animais
CONAMA Conselho Nacional do Meio Ambiente

Cr Cromo

CRM Material de Referéncia Certificado

CSA Area de secio transversa

Cu Cobre

dFc/dT Taxa de Contragéo



-dFc/dT Taxa de Relaxamento

DCF Departamento de Ciéncias Fisiologicas
DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

EROs Espécies Reativas de Oxigénio

ES Espirito Santo

EUA Estados Unidos da América

FBC Fator de Bioconcentracédo

FC Fator de condicéo

Fc Forca de contracédo

Fe Ferro

FOX Ferrous oxidation-xylenol orange

GPx Glutationa peroxidase

GR Glutationa redutase

GSH Glutationa reduzida

GSSG Glutationa oxidada

Hb Hemoglobina total

HCL Acido Cloridrico

Hg Mercurio

ICP-MS Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado
ICYTAC Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos Cérdoba
IEMA Instituto Estadual de Meio Ambiente e Recursos Hidricos
IHS Indice hepatossomatico

La Lantanio

LB Nucleos lobados

LOD Limite de deteccéo

LOQ Limite de quantificagdo

LPO Lipoperoxidagéo

LTCC Canais de Ca?* Tipo L

Mn Manganés

MN Microndcleo

Mo Molibdénio

MPA Material particulado atmosferico



MPASe Material particulado atmosférico sedimentével

MVR Massa ventricular relativa
NA Células anucleadas

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
Nb Nidbio

NCX Trocador Na*/Ca®*

Ni Niquel

NT Nucleos entalhados

ONG Organizacdo Nao Governamental
oM Momento olive da cauda
PAS Acido periédico de Schiff

Pb Chumbo

PBS Tampéo fosfato salino

PC Proteina Carbonilada

PM Material particulado

PN Nucleo picnotico

PTFE Polimero politetrafluoretileno
Rb Rubidio

RM Nucleo reniforme

Se Selénio

Sn Estanho

SOD Superéxido dismutase

Sr Estroncio

TC Conteudo de DNA da cauda
TCA Acido tricloroacético

Ti Titanio

TL Comprimento da cauda

™ Momento da cauda

TNB Acido Ti6-Nitrobenzoico
TOC Carbono organico total
USEPA United States Environmental Protection Agency
uv Ultravioleta

\Y Vanédio

VA Células vacuoladas



Zn
Zr

Tungsténio
ftrio
Zinco

Zirconio
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1.1 Contextualizacao

Esta tese de doutorado teve como objeto de pesquisa o material particulado
atmosférico (MPA) com capacidade de sedimentacdo (MPASe), um potencial poluidor do
ambiente terrestre e aquatico, oriundo das industrias de beneficiamento de minério de ferro no
Estado do Espirito Santo, Brasil. Essa regido abriga um dos maiores centros de beneficiamento
de minério — o Complexo Siderdrgico de Tubardo. O MPASe € composto de uma mistura de
particulas que contém diversos metais, sendo fundamental monitorar os impactos desse
poluente para compreender como a exposi¢do poderia afetar a biota aquatica, principalmente
em animais como os anfibios.

A existéncia desse grupo animal é antiga, provavelmente na Terra h& cerca de 350
milhGes de anos, tendo como ancestral os peixes pulmonados (Boschilia, 2010; Storer et al.,
2003). Durante o estagio larval, esses animais entram em contato direto com as substancias
disponiveis na &gua e no sedimento, atraves da pele e das branquias (Wake e Koo, 2018).
Algumas espécies de anfibios, ap6s a exposicao a diferentes contaminantes desenvolveram
mutacdes no nlcleo de células sanguineas, quebras na fita de DNA, hiperplasia, alteracdes no
crescimento, na reproducdo entre outros impactos (Benvindo-Souza et al., 2020; Veronez et al.,
2016).

Dessa forma, os anfibios se destacam entre os vertebrados como o grupo mais
suscetivel a contaminacdo e intoxicacdo (Alimba et al., 2018; Fernandes et al., 2021). Devido
ao seu ciclo de vida duplo, os anfibios atuam como conectores entre 0s ambientes terrestres e
aquaticos, facilitando a transferéncia de contaminantes para as cadeias alimentares, como
ocorre quando séo ingeridos por aves (Sullivan e Rodewald, 2012). Na presente pesquisa,
girinos de ra-touro (Aquarana catesbeiana) foram selecionados para exposi¢cdo ao MPASe em
ambiente controlado, uma vez que o estagio larval € o que apresenta maior susceptibilidade a
contaminantes (Alimba et al., 2018; Benvindo-Souza et al., 2020).

Esta espécie € um modelo animal tradicionalmente utilizado na biologia experimental,
principalmente em estudos ecotoxicoldgicos (Benvindo-Souza et al., 2020; Chagas et al.,
2020). Adicionalmente, ela é comercializada em ranérios, o que facilita a sua aquisi¢do, além
de ser uma espécie exdtica na fauna brasileira, representando uma alternativa ao uso das
especies nativas (Akmentins e Cardozo, 2010). Isso é particularmente relevante diante dos
inimeros registros de declinio das populagdes de anfibios, particularmente, das espécies de

ocorréncia restrita no territdrio brasileiro (Frost, 2024; Seixas Filho, Pereira e Melo, 2017).
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Os impactos ambientais na biota aquética estdo se tornando cada vez mais complexos,
exigindo novas ferramentas para diagnosticar e avaliar a magnitude dos efeitos dos
contaminantes na agua e nos organismos que utilizam como habitat (Boudou e Ribeyre, 1997).
Nesse contexto, a Ecotoxicologia vem ganhando destaque, pois busca compreender os efeitos
dos poluentes sobre diferentes populagdes de seres vivos (Silva, Pompéo e Paiva, 2015).

Para alcancar esse objetivo, sdo realizadas exposi¢cGes em modelos animais seguidas
de analises que consigam mostrar os efeitos letais e subletais em diversos aspectos bioldgicos,
incluindo biomarcadores genotoxicos, bioquimicos e fisiologicos (Fernandes et al., 2021,
Oliveira, 2014; Walker et al., 2012). Esse tipo de experimentacao foi empregada nesta pesquisa,
pois até 0 momento ndao ha uma analise detalhada que forneca resultados sobre efeitos subletais
de toxicidade, mutagenicidade, e alteracdes na fisiologia cardiaca dos anfibios, decorrentes da
exposicdo a0 MPASe. Assim, esta pesquisa buscou investigar se o MPASe emitido por
inddstrias metalUrgicas poderia ser incluido como uma ameaca a conservagao dos anfibios.

Essas analises quando tomadas em conjunto, fornecem informacgdes valiosas que
podem contribuir para o desenvolvimento de ferramentas para a conservacdo ambiental, da
agua, e das espécies de anfibios. Além disso, sdo de grande interesse para as Ciéncias
Ambientais, que buscam, por meio da integracdo de saberes, solucionar ou mitigar problemas
ambientais de forma sistémica. A transversalidade da pesquisa académica permite a aplicacédo
dos conhecimentos cientificos a diversos grupos, especialmente 6rgdos governamentais
responsaveis pela gestdo ambiental e, dessa forma, o conhecimento cientifico pode alcancar
diferentes setores da sociedade.

Acredita-se que novas discussfes e a divulgacdo dessas informacgdes podem
influenciar o estabelecimento de critérios mais rigorosos e especificos para os limites de
lancamentos de residuos atmosféricos. Até o momento, esta investigacdo sobre os efeitos da
contaminacdo por MPASe na interface ar-dgua em girinos de ré-touro (A. catesbeiana) é
pioneira e merece atengdo significativa devido a sua relevancia. Isso se deve ao fato de que essa
fonte de contaminacdo ndo é contemplada nos protocolos de monitoramento ambiental
(Monteiro et al., 2023a, 2023Db).

1.2 Material Particulado Atmosférico Sedimentavel (MPASe)

O MPASe tem em sua composicdo metais e metaloides resultantes do
beneficiamento do minerio de ferro, transporte, pelotizacdo (conglomeracdo de finos de

mineérios de ferro em pequenas esferas usadas na fabricacdo do ago) e producdo de aco



(Galvéo et al., 2018; Santos et al., 2017; Souza et al., 2018). Souza et al. (2021) descreveram
que MPASe coletado na Regido da Grande Vitoria especificamente na Ilha do Boi — ES no
periodo de marco de 2018, foi composto por 21 metais: Boro (B), Aluminio (Al), Titanio
(Ti), Vanédio (V), Cromo (Cr), Manganés (Mn), Ferro (Fe), Niquel (Ni), Cobre (Cu), Zinco
(Zn), Rubidio (Rb), Estroncio (Sr), itrio (Y), Zirconio (Zr), Nidbio (Nb), Estanho (Sn), Bério
(Ba), Lantanio (La), Cério (Ce), Mercurio (Hg) e Chumbo (Pb).

Monteiro et al. (2023) descreveram que o0 MPASe coletado na mesma area, no
periodo de margo de 2021, apresentou em sua composi¢do 19 metais, com auséncia dos
metais B, Hg e Nb. Essa diferenca pode ser atribuida a diversos fatores, como mudangas nas
fontes de poluicdo, nas condicbes meteoroldgicas que influenciam a dispersdo e a
sedimentacdo das particulas atmosféricas, além do impacto no periodo pandémico nas
atividades industriais.

O MPASe apresenta diferencas em relacdo ao material particulado gerado pela
emissdo de veiculos automotores, que é predominantemente composto por carbono oriundo
da queima de combustiveis fosseis (Santos et al., 2017). Ainda segundo os autores, esta fonte
de poluicdo pode conter, em sua composi¢cdo metais como o Zn e o Cu.

De acordo com Galvéo et al. (2018) a Regido da Grande Vitoria é uma regido urbana
e industrializada, com cerca de 717 mil veiculos, composta de automoveis (71%),
motocicletas (19%), caminhdes (4%), 6nibus (1%) e outros (5%). Além disso, ha cerca de
88 industrias registradas como potenciais fontes de poluicdo, como uma empresa de
mineracdo, uma siderdrgica e atividades portuarias no Complexo de Tubardo. Em conjunto
esses elementos contribuem para as diferentes fontes de emissao e dispersdo de MPASe.

Os autores utilizaram a técnica de difracdo de raios-x por luz sincroton para
identificar as fontes de emissdo de MPASe, tanto industriais quanto veiculares, em amostras
coletadas na Enseada do Sué e na Ilha do Boi, areas diretamente influenciadas por atividades
potencialmente poluidoras. Os resultados mostraram que o MPASe industrial, proveniente
de siderurgicas e processamento de minérios apresentou teores altos de 6xidos de ferro, como
hematita e magnetita. Em contraste, 0 MPA de origem veicular, derivado da queima de
combustiveis fosseis e desgaste de freios e pneus, apresentou menores concentracdes de
oxidos de ferro, e maiores concentracdes de Ba, 0 qual é associado ao desgaste desses
componentes automotivos.

O MPASe ¢ comumente chamado de “po preto” (Figura 1) pela populagéo residente

em areas proximas ao complexo industrial, origina-se de uma fumaca metéalica produzida
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durante o beneficiamento do minério de ferro. A persistente deposicdo do MPASe gera um
aspecto de sujidade nas calcadas, em casas (Figura 2). Esse impacto ambiental vai além da
alteracdo estética dos ambientes, exigindo atencdo e a implementacdo de medidas

mitigadoras adequadas.

Figura 1- Particulas agregadas do MPASe bruto.
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Fonte: ONG Juntos SOS Ambiental (2021)

Figura 2- Acimulo de p6 preto em um hotel na llha do Boi — ES

Fonte: ONG Juntos SOS Ambiental (2023)

O MPASe apresenta particulas de tamanhos visiveis a olho nu e materiais
microscopicos incluindo as nanoparticulas menores que 100 nm (Souza et al., 2019, 2022).
O MPA apresenta tamanho variavel, sendo classificado em funcdo do diametro aerodinamico
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médio das particulas (Olivatto, Costa e Bourscheidt, 2023). Esses critérios de classificacdo
sdo fundamentais para a compreensdo do impacto na salde humana e ambiental. Assim, de
acordo com Freitas e Solci (2009) as particulas inalaveis possuem diametro médio de 2,5 a
10 um (particulas grossas), e as particulas respirdveis apresentam diametro médio ¢ inferior
a 2,5 um (particulas de didmetro médio).

Por fim, as particulas quasi-ultrafinas (MP0,25) com didmetro inferior a 0,25 um; e
ultrafinas (MP0,10) com didmetro inferior a 0,1 um sdo particularmente preocupantes
devido a capacidade de carregar poluentes quimicos e metélicos, potencializando o0s riscos
de doencas respiratorias incluindo cancer de pulméo e doencas cardiovasculares (Freitas e
Solci, 2009; Minguillon et al., 2008; Olivatto, Costa e Bourscheidt, 2023).

A variacdo do tamanho das particulas do MPA e do MPASe pode estar relacionada
as caracteristicas e aos tipos das fontes emissoras. Souza et al., (2021a) realizaram a coleta
do MPASe em uma area infralitoral préxima ao Complexo de Tubardo e constataram que ele
é predominantemente composto de hematita e quartzo. As particulas menores (PM 10)
contem concentracGes mais elevadas de metais, sendo o Fe constituinte da maior parte dos
metais (cerca de 80%), seqguido de Al, Ti e Mn.

De acordo com Souza et al. (2018, 2021a) uma fracdo do MPASe ao ser
sedimentado na &gua (Figura 3), permanece biodisponivel para a biota residente em ambiente
aquatico (Figura 4), principalmente ap6s a dissocia¢do onde compostos metélicos se separam
e formam ions metéalicos como o Fe?* Cd?* Cu?*. Enquanto, a maioria dos elementos do
material particulado sedimenta, uma fracdo (3 a 10%) permanece suspensa na coluna d'agua,
dependendo das propriedades fisico-quimicas do metal (Fortes et al., 2023).

A biodisponibilidade de metais pesados, refere-se a extensao ou taxa na qual a
fracdo das concentracdes de metais esta disponivel para absor¢do por organismos vivos em
varias matrizes ambientais como o solo, sedimento e dgua (Adams et al., 2019; Souza et
al., 2015). Esses metais, podem ser transportados pela membrana celular, distribuidos
sistemicamente e acumulados em diversos 6rgdos gerando varios efeitos deletérios a saude
(Monteiro et al., 2023a, 2023Db).
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Figura 3- Sedimentacdo do MPASe no solo e na 4gua

- ""\fi 3

Fonte: ONG Juntos SOS Ambiental (2022)

Souza et al. (2018) descreveram que o0 MPASe é incorporado pela biota aquética ao
longo da cadeia trofica de um manguezal no Espirito Santo, incluindo plancton, camardes,
caranguejos, ostras e peixes. Esses estudos mostram a potencial transferéncia de metais nos

diferentes organismos e gera um alerta nas questdes relativas a conservagéo das espécies.

Figura 4- Fonte de MPASe e deposi¢do em ambientes aquéticos.

Fonte: Adaptado de Souza et al. (2021a)

O Laboratério de Zoologia e Bioquimica Comparativa (LZBC) do Departamento
de Ciéncias Fisiologicas (DCF) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), em
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colaboragdo com pesquisadores e pesquisadoras da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), Universidade de Cordoba (Argentina), Universidade de Hull (Inglaterra) e da ONG
Juntos SOS Ambiental (Vitéria—ES, Brasil) vem conduzindo estudos nos estuarios e
manguezais da regido da Grande Vitdria (Baia de Vitdria) e em Santa Cruz-ES.

A dindmica dos estudos desenvolvidos por esse grupo de pesquisadores e
pesquisadoras inclui pesquisas e coletas de dados ambientais em areas de estuarios, mangues
e também estudos em laboratoério, nos quais grupos de animais vertebrados e invertebrados
sdo expostos a diferentes concentracbes de MPASe. ApoOs a exposi¢do a essa mistura
metalica, varios efeitos adversos foram observados e descritos por pesquisadores em
fitoplancton, zooplancton, animais e plantas, detalhados a seguir.

Souza et al. (2014a) avaliaram como Laguncularia racemosa absorve e transloca
metais e metaloides. O estudo examinou as mudancas anatdmicas e histoquimicas nas raizes
dessa espécie em dois estuérios no Espirito Santo, Brasil. Os pesquisadores analisaram 14
elementos em agua intersticial, sedimentos e tecidos vegetais. Os resultados mostraram uma
correlagdo entre 0s metais presentes na agua e aqueles encontrados nas plantas.
Adicionalmente L. racemosa exibiu variagdes na anatomia radicular conforme os niveis de
poluicdo das &reas de coleta. Na area mais poluida, a Baia de Vitoria, a espécie mostrou
mudancas significativas na relacdo cortex/cilindro vascular, na espessura da periderme e na
area do espaco de ar nas raizes.

Souza et al. (2014b) realizaram a coleta de exemplares da espécie Rhizophora mangle,
em trés areas de mangue, com o objetivo de avaliar a relagdo entre os niveis de contaminacéao
ambiental por metais e as alteracfes na anatomia radicular e foliar dessa planta, os autores
realizaram a coletada de folhas e raizes, da espécie vegetal e avaliaram a coloracdo
histoquimica, e a analise de concentracdo de metais. Ap6s analise os autores observaram que
em locais com polui¢do mais intensa as plantas exibiram alteracbes morfologicas como folhas
e raizes mais espessas, e acumulo de metais pesados nesses 6rgaos. Evidenciando que R. mangle
€ um bom bioindicador de mudangas ambientais no manguezal.

O estudo de Souza et al. (2015) teve como objetivo avaliar a acumulagdo e
translocacdo de metais do sedimento para raizes e folhas de Avicennia schaueriana, que
cresceram em areas com diferentes graus de contaminacdo. Os resultados dessa pesquisa
evidenciaram que as mudancas na anatomia da raiz podem estar relacionadas a bioacumulagéo
de metais. Os resultados desse estudo demonstraram que as maiores concentracfes de metais
foram encontradas nas raizes das plantas, enquanto que, nas folhas foram observadas menores

concentragdes provavelmente relacionada a translocacdo limitada de metais para as partes
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aéreas da planta, uma provavel estratégia para diminuir danos fisiol6gicos e manter a funcéo
vital desses 6rgaos.

Souza et al. (2019) avaliaram a presenca de nanoparticulas de TiO2 (TiO2-NPs)
medindo a concentracdo de Ti na Baia de Vitoria-ES na agua e sedimento e em 6rgéos do
peixe Centropomus parallelus. Foi analisada a estrutura nanocristalogréfica de TiO2-NPs,
incluindo o estado de oxidagdo nos 6rgaos/tecidos/células do peixe. Foi observada a absor¢do
e distribuicdo de TiOz2- tanto no nucleo quanto no citoplasma das células do muasculo branco,
rins, gbnadas, hepatopancreas e branquias. As TiO2-NPs tinham como origem o MPASe e a
comprovacao ocorreu pelo padrdo nanocristalografico semelhante encontrado tanto no po
quanto nos tecidos dos peixes.

Os resultados das analises das teias alimentares feito por Souza et al. (2021b) nos
manguezais de Santa Cruz e na Baia de Vitdria, mostraram que ocorreu transferéncia de
metais e metaloides entre esses componentes bioldgicos (plantas > crustaceos > peixes /
plancton > moluscos/ plancton > crustaceos>peixes), evidenciando a biomagnificacdo dos
contaminantes metalicos provenientes do MPASe. Os resultados desse estudo reforcam a
necessidade de regulamentacfes mais rigidas sobre a emissdo de MPASe para protecdo dos
ecossistemas.

Ao longo das publicacdes os autores citam a necessidade de atender as demandas
legislativas sobre a regulamentacdo e controle de emissdes do MPASe no intuito de preservar
a biota aquatica e terrestre e assegurar a qualidade ambiental. Entretanto, as publicacGes se
concentram em estudos de peixes teledsteos, espécies vegetais, fitoplancton, zooplancton,
invertebrados como: camardes, caranguejos e ostras, evidenciando a auséncia de estudos em
anfibios, particularmente na fase larval. Investigar os efeitos do MPASe nos anfibios larvais
possibilita uma andlise mais abrangente incorporando biomarcadores de genotoxicidade e
mutagenicidade, fisioldgicos e de estresse oxidativo, tais resultados permitem uma
compreensdo mais detalhada dos riscos ambientais, subsidiando o desenvolvimento de

politicas ambientais mais eficazes.

1.3 Biomarcadores de Genotoxicidade e Mutagenicidade

Biomarcadores sao indicadores bioquimicos, fisiologicos e histoldgicos que
evidenciam alteragdes em subsistemas de um organismo, sdo amplamente utilizados para
detectar processos de sensibilizagdo ou toxicidade decorrentes de condigOes ambientais

adversas (Silva et al., 2004; Vidotti e Rollemberg, 2004). A avaliagdo de biomarcadores
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permite identificar alteragdes decorrentes da exposi¢éo a compostos quimicos organicos, ou
inorganicos (Valente et al., 2017; Walker et al., 2012).

O uso de biomarcadores fundamenta-se no principio de que xenobiéticos presentes
no ambiente desencadeiam, inicialmente, alteracdes comportamentais, fisiologicas,
bioguimicas ou estruturais nos organismos expostos (De Oliveira e De Souza, 2006; Schuijt
et al., 2021; Valente et al., 2017). Ao empregar 0os biomarcadores, torna-se possivel uma
analise detalhada do organismo ap0s a exposi¢cdo a poluentes, fornecendo dados e

informacBes que possam avaliar os riscos e efeitos associados em niveis subletais.

Os efeitos dos poluentes sdo consideraveis, entre 0s quais se destacam o potencial
carcinogénico (Tabrez et al., 2011), alteracdes na divisdo celular, modificagdes na formacéo
nuclear, entre outras (Josende et al., 2015; Medina et al., 2016; Veronez et al., 2016).
Adicionalmente, a ocorréncia de perdas cromossémicas que levam ao dano mutagénico, caso
ndo sejam reparadas, consequentemente, a criacdo de células com micronucleos (Carrasco,
Tilbury e Myers, 1990; Hooftman e Raat, 1982).

Assim, os biomarcadores de mutagenicidade e genotoxicidade sdo fundamentais para
detectar danos no DNA e alteragdes celulares que podem indicar riscos para a saude animal e 0
ambiental (Alimba et al., 2018; Gyori et al., 2014; Patar et al., 2016). Entre os métodos mais
adotados estdo os testes de micronicleos (MN), ilustrado na Figura 5 e de anormalidades
nucleares eritrocitarias (ANES) e também o teste cometa (Colin et al., 2016; Benvindo-Souza
et al., 2020; Borges et al., 2019). Os resultados podem indicar a existéncia de danos no DNA,
por meio de fracBes fragmentadas que ndo foram agrupados ao nucleo durante a diviséo celular
(Fenech, 1993; Josende et al., 2015).



Figura 5- Micronucleos formados por cromossomos atrasados e fragmentos acéntricos.
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Fonte: Adaptado de Fenech (1993)

O teste cometa € uma técnica eficiente e sensivel para analisar danos, oxidacédo e
quebras nas fitas de DNA das células eucaritticas (Braafladt, Reipa e Atha, 2016; Gyori et
al., 2014, Patar et al., 2016; Tice et al., 2000). Nesse teste, 0s nucleoides sdo submetidos a
técnica de eletroforese, na qual parte do material degradado se desloca ao longo da corrente
elétrica.

A quantidade de material que migra na dire¢do da corrente elétrica é denominada
“cauda do cometa” e representa parte da fita de DNA que sofreu danos genéticos, a regiao
nuclear d& origem a cabeca do cometa (Gyori et al., 2014). O DNA tem carga negativa (Wang
e Yang, 2017) e, quando danificado, migra para fora do nucleo, adquirindo a aparéncia de
um cometa com cauda, cujo comprimento e intensidade sdo proporcionais a magnitude dos
danos (Singh et al., 1988; Tice et al., 2000). De acordo com Gyori et al. (2014), a utilizacéo
de par@metros objetivos para avaliar os danos genotoxicos (Figura 6) é fundamental para

reduzir a subjetividade dos resultados do ensaio.
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Figura 6- Teste cometa nucleoides sem danos (A) com danos (B e C).
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Fonte: a autora

Assim, o teste de micronucleo, o teste de anormalidades eritrocitérias e o teste cometa,
sdo analises cujos resultados se complementam (Patar et al., 2016). A aplicacdo conjunta dessas
técnicas permite uma avaliacdo mais completa dos riscos genotdxicos causados dos poluentes,
0 que pode contribuir para a formulacdo de estratégias destinadas para o monitoramento e
controle desses agentes.

1.4 Biomarcadores fisiologicos

O funcionamento do masculo cardiaco requer atividade elétrica coordenada, ritmica e
acao contratil (Hirt, Hansen e Eschenhagen, 2014; Orchard e Brette, 2007). A capacidade desse
musculo de manter seu desempenho em diferentes condicdes metabolicas € essencial para a
sobrevivéncia dos organismos em situacdes adversas e ambientes adversos (Kluthe, 2012; Tota
et al., 2011). Um exemplo disso sdo 0s ajustes realizados no débito cardiaco de vertebrados
ectotérmicos em resposta a exposi¢do a contaminantes (Adorno, 2021; Shizukuda e Rosing,
2019).

A quantidade de sangue que o cora¢do bombeia em minuto (débito cardiaco), depende
da frequéncia cardiaca, contratilidade, pré e pés-carga (Vicent, 2008). O debito cardiaco € o
produto da frequéncia cardiaca e do volume sistdlico (Shiels e White, 2008; Tibbits et al.,
1992). De acordo com Bers (2001, 2002), a modulagdo do volume sistolico é realizada pela
entrada e saida de calcio (Ca**) no musculo cardiaco, que ocorre por meio do acoplamento

excitagdo-contracéo (E-C).
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O acoplamento (E-C) corresponde a uma série de eventos (Figura 7) incluindo a
despolariza¢do da membrana do midcito, a contracdo e o relaxamento muscular (Bers, 2002;
Rissoli, 2012). Em vertebrados como os anfibios o acoplamento E-C tem inicio com o potencial
de acio cardiaco que despolariza a sarcolema promovendo a abertura dos canais de Ca* tipo L
(LTCCs) resultando no influxo do ion (Brum, Rios e Stefani, 1988). Adicionalmente, o trocador
Na*/Ca?* (NCX), atuando em seu modo reverso, também contribuiu para o influxo de Ca?
durante a despolarizacéo, porém com menor participacdo comparado aos LTCCs (Cifuentes,
Vergara e Hidalgo, 2000).

Figura 7- Acoplamento excitagdo-contragdo de mamifero
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Fonte: Adaptado de Bers (2002)

Esquema geral do mecanismo de acoplamento E-C do musculo cardiaco de mamiferos. Setas representam as vias
de entrada e saida de Ca2+ na sarcolema. NCX: trocador Na+/Ca2+; fosfolambano (PLB)

Para que ocorra o relaxamento cardiaco, o Ca®*" deve ser removido do citosol,
diminuindo sua concentragdo intracelular, até atingir os niveis diastolicos (Bers 2001; Tibbits
et al., 1992). Quatro processos de transporte podem estar envolvidos nesse mecanismo de
remogcdo: (i) para dentro do reticulo sarcoplasmatico (RS) pela bomba Ca?*- ATPase do RS
(SERCA), (ii) para fora da célula pela bomba sarcolemal Ca?*-ATPase e (iii) pelo trocador de
NCX sarcolemal; ou (iv) captacdo pela mitocondria através do uniportador de Ca?* (Yang et
al., 2014; Bers 2001, 2002).

Em vertebrados ectotérmicos, como os anfibios, cuja temperatura corporal é
influenciada pelo ambiente (Storer et al., 2003), a presenca de um RS rudimentar (ndo

funcional), além da auséncia de tGbulos transversos, sugere que o efluxo de Ca?*, necessério
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para ocorrer o relaxamento muscular, ocorra predominantemente via sarcolema, pelo trocador
NCX (Fabiato e Fabiato, 1978; Rissoli, 2012; Salla 2017).

Em anfibios, o coracdo e os demais 0rgaos estdo sujeitos a uma maior amplitude de
variacdes nas concentracdes de gases, no equilibrio ibnico e na temperatura, quando
comparados aos vertebrados endotérmicos (Szeligowski et al., 2022; Tota et al., 2011).

O coragdo dos girinos se assemelha ao dos peixes, possuindo um atrio e um ventriculo,
composto por tecido cardiaco trabeculado. Ele recebe exclusivamente sangue ndo oxigenado
que é bombeado diretamente para as branquias (Mercola, Guzzo e Foley, 2010; Storer et al.,
2003). Com a metamorfose, 0 coragdo passa a ter trés camaras, constituidas por um ventriculo
conico de paredes espessas, dois atrios (direito e esquerdo), um seio venoso dorsal, e um forte
cone arterial tubular (Storer et al., 2003). O atrio esquerdo recebe sangue oxigenado dos
pulmdes, enquanto o atrio direito recebe sangue venoso proveniente da circulacédo sistémica
(Burggren, Farrell e Lillywhite, 2011). Embora o ventriculo ndo possua uma divisdo fisica,
ocorre a separagédo funcional do sangue, 0 que minimiza a mistura entre o0 sangue oxigenado e

0 sangue com baixo teor de oxigénio (Schmidt-Nielsen, 1976).

Apesar da ampla utilizacdo dos anfibios em pesquisas ecotoxicolédgicas (Benvindo-
Souza et al., 2020; Carvalho et al., 2017; Motta et al., 2020; Veronez et al., 2016), os estudos
especificos a avaliacdo da funcéo cardiaca ainda sdo bastante limitados (Costa et al., 2008; Dal-
Médico et al., 2014; Rissoli, 2012; Salla, 2017). As informac@es disponiveis sobre os efeitos
da exposicdo ao MPASe na funcdo cardiaca de anfibios sdo inexistentes, assim como 0s
resultados relacionados aos impactos dessa mistura multimetalica no acoplamento E-C.

Nesse contexto, uma analise ex vivo permite investigar a capacidade contratil do
ventriculo cardiaco frente aos desafios ambientais, como a exposicdo aos metais e metaloides
oriundos do MPASe. O uso de parametros fundamentais da funcdo cardiaca, como a forca de
contracdo, taxas de contracdo e relaxamento, e o indice de capacidade de bombeamento
cardiaco, diretamente relacionado ao débito cardiaco do animal (Adorno, 2021; Salla 2017),
possibilita uma melhor compreensdo fisioldgica do desempenho cardiaco. Essas informaces
sdo essenciais para compreender como a exposicdo a estressores ambientais pode exigir

mecanismos compensatorios para garantir a sobrevivéncia do organismo.
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1.5 Biomarcadores de Estresse Oxidativo

Os biomarcadores sdo indicadores mensuraveis de mudancas que ocorrem nos
sistemas bioldgicos e evidenciam respostas e efeitos decorrentes da exposicdo a poluentes
(Fernandes et al., 2021; Monteiro, 2023a; Tabrez et al., 2011). Dentre os tipos de
biomarcadores, 0s bioquimicos sdo amplamente utilizados em estudos de monitoramento
ambiental para avaliar os impactos dos poluentes, como 0s metais e metaloides, permitindo a
compreensdo dos efeitos nocivos em organismos (De Oliveira e De Souza, 2006; Monteiro et
al., 2023; Rechenmacher et al., 2010).

A exposicdo dos organismos a substancias toxicas, pode levar a formacao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) resultando em estresse oxidativo (Monteiro, 2023a; Pfaffenseller
et al., 2013; Schuijt et al., 2021; Veronez et al., 2016). O estresse oxidativo ocorre quando a
producdo celular de EROs excede a capacidade de defesa do sistema antioxidante em remover
esses compostos (Bloomer e Goldfarb, 2004; Schuijt et al., 2021).

De acordo com Halliwell (2011), o sistema antioxidante é a principal linha de defesa
contra o estresse oxidativo, sendo composto pelo sistema enzimatico, que inclui as principais
enzimas que atuam como a primeira linha do sistema de defesa, como a catalase (CAT), a
superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx). Adicionalmente, o sistema de
defesa ndo enzimatico inclui moléculas como a glutationa reduzida (GSH) e também a
metalotioneina (MT), cuja expressdo celular esté relacionada aos niveis de metais (Fernandes
et al., 2021; Carvalho et al., 2017; Maraschi et al., 2024). O sistema de defesa enzimatico e o
ndo enzimatico atuam conjuntamente na protecao celular (Jain et al., 2016 e Kaczor-Kaminska;
Sura e Wrabel, 2020).

Em situacbes de desequilibrio redox, a eficiéncia do sistema antioxidante pode ser
comprometida, resultando na formacao de produtos toxicos e danos oxidativos em lipidios da
membrana celular, nas proteinas e no DNA, na inativacdo de enzimas (Figura 8) e, em casos
extremos, na morte celular (Monteiro, 2023a; Sadiq et al., 2016). A utilizacdo de biomarcadores
de estresse oxidativo, como os niveis de lipoperoxidacdo (LPO), proteina carbonilada (PC),
guebra de fitas do material genético (DNA-SB), GSH, e Capacidade Antioxidante Total
(ACAP) permitem a realizacdo de uma abordagem mais detalhada de avaliacdo dos efeitos
adversos dos metais e metaloides que compdem o MPASe em vertebrados, especialmente no

coracdo de girinos.
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Figura 8- Esquema simplificado da producéo de espécies reativas (EROs), diminui¢cdo dos compostos
antioxidantes, estresse oxidativo e danos celulares.

Espécies OH- H.O OH"~ OH-
Reativas de ZOZ 02 e 02 HZOZ 02 H 101

Oxigénio
Estresse
Oxidativo
Meio
/\l/ N\ Extracelular
i g H g B
Membrana
Plasmatica Compostos Antioxidantes Enzimaticos e Ndo Enzimaticos Meio
X Intracelular
Lipoperoxidagio Proteina carbonilada
Quebra de fitas do DNA

Nucleo

Fonte: Adaptado de Agarwal, Prabakaran e Said (2005); Silva, Figueiredo e Rodrigués (2011).

A analise de LPO é utilizada para identificar danos na membrana celular, resultantes
da oxidacéo de lipidios (Jiang et al., 1991; Fernandes et al., 2024). A PC permiti quantificar o
dano oxidativo por meio da formacdo de carbonilas em proteinas (Lushchak, 2011). A analise
de DNA- Strand Break (DNA-SB) ¢ indicadora de danos que afetam a integridade do material
genético (Olive, 1988). A GSH desempenha um papel essencial como antioxidante e regulador
do equilibrio redox, ao proteger os constituintes celulares da oxidacao e auxiliando na remocao
de xenobioticos (Huber, Almeida e Fatima, 2008; Wilhelm Filho, 1996). As respostas
antioxidantes podem ser caracterizadas através da medicéo da Capacidade Antioxidante Total
(ACAP), que mede a capacidade de neutralizar radicais peroxil gerados pela exposicdo a

contaminantes de forma integrada (Amado et al., 2009).

1.6 Anfibios

A maioria dos anfibios é aquatica ou semiaquatica, a postura dos ovos € realizada na
agua e as larvas respiram por branquias, enquanto que nos adultos, a respiracao ocorre por meio
de pulmdes e através da pele (Schmidt-Nielsen, 1976; Storer et al., 2003). Os anfibios sdo
conhecidos por terem um “ciclo de vida complexo”, isto ¢, iniciam o ciclo de vida no ambiente
aquatico, como girinos (larvas), e sofrem metamorfose para tornarem-se adultos e viver em

ambiente terrestre (Veronez, 2013). Esse grupo de animais apresenta pele itmida, razoavelmente
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permeével & dgua e altamente vascularizada (Storer et al., 2003), além de ser pobre em
queratina, o que faz com que apresentem baixa capacidade de defesa contra a desidratagdo
(Schmidt-Nielsen, 1976).

Anfibios s&o classificados em trés ordens: Apoda, Urodelo e Anura (Storer et al.,
2003). Os Apodas (Gymnophiones) sdo animais sem patas, com corpo alongado e cilindrico,
como por exemplo a cobra-cega. A segunda ordem é a Urodelo (caudados), composta por
animais com quatro patas e corpo dotado de cauda, por exemplo, a salamandra. A Gltima ordem
é a Anura, cujo 0s animais apresentam quatro patas e auséncia de cauda, por exemplo: as ras e
sapos (Boschilia, 2010; Storer et al., 2003; Wake e Koo, 2018).

Os anfibios sdo grupos de animais vertebrados sensiveis e vulneraveis a presenca de
contaminantes ambientais, tanto de origem natural como os de origem antropica, devido a sua
baixa mobilidade, ao estagio larval, que inclui periodos de suas vidas em ecossistemas aquaticos
e terrestres, e a pele permeavel (Benvindo-Souza et al., 2020; Fernandes et al., 2021; Rissoli,
2012; Wake e Koo, 2018).

A comunidade cientifica, em meados de 1990, por meio de analise de dados
identificou um evento alarmante: o declinio da biodiversidade de anfibios (Luedtke et al.,
2023). Assim, surgiram inimeras discussdes sobre quais seriam as causas, com consenso de
que as alteracbes provocadas sdo evidenciadas no antropoceno, provocando impactos nas
populacbes de anfibios (Alroy, 2015; Peluso et al., 2023). Dentre as causas, destaca-se a
contaminacdo aquatica por fontes difusas de poluicdo, além da poluicdo do solo e das
alteracdes nas paisagens naturais (Benvindo-Souza et al., 2020). Essas acdes combinadas
provocam efeitos negativos na biologia desses animais, como malformacoes e alteraces nos
habitos alimentares e comportamentais (Alimba et al., 2018; Szeligowski et al., 2022).

Os anfibios ocupam posicOes relevantes nas redes troficas aquaticas e terrestres,
conectando ecossistemas por meio da metamorfose, realizando a transferéncia de energia e
materia da dgua para o ambiente terrestre. Durante a fase larval, os girinos alimentam-se de
algas e de microrganismos em suspensdo, além disso, particulas sdo capturadas por
mecanismos de filtragem (Storer et al., 2003). Adicionalmente, 0s girinos sdo presas
servindo como fonte de alimento para peixes e aves associadas aos ecossistemas aquaticos
(Cotez-Gomez et al., 2015).

Na fase adulta, os anfibios, sdo importantes insetivoros, consumindo invertebrados
e contribuindo com o controle populacional (Alimba et al., 2018; Fernandes et al., 2021;
Storer et al., 2003). Além disso, eles auxiliam no ciclo de nutrientes entre a 4gua doce e 0s
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ambientes terrestres, pois 0s nutrientes dos lagos, ao serem incorporados em suas larvas, sao
transportados para a terra por meio da dispersdo e morte dos individuos metamorfoseados
(Storer et al., 2003). Em conjunto, essas caracteristicas tornam esses animais espécies-

chaves, promovendo o fluxo de energia e a conexdo entre os habitats (Luedtke et al., 2023).

1.7 Considerac0es sobre a espécie Aquarana catesbeiana (Shaw, 1802)

A ra-touro (Aquarana catesbeiana Shaw, 1802) é originaria dos Estados Unidos, no
entanto, essa espécie foi introduzida em paises da América do Sul, incluindo o Brasil, onde
atualmente se adaptou a uma variedade de ambientes (Frost, 2024). Trata-se de um taxon que
representa preocupacdo para a biologia e conservacao das espécies endémicas de vertebrados e
invertebrados, uma vez que ra-touro apresenta grande tamanho, reproducdo proficua e amplo
nicho ecoldgico, fatores que podem prejudicar as espécies nativas (Akmentins e Cardozo,
2010).

A espécie A. catesbeiana foi introduzida com fins comerciais no Brasil em 1935 pelo
técnico canadense Tom Cyril Harriso, que trouxe da América do Norte 300 casais de ra-touro,
dando inicio a primeira atividade comercial de ranicultura no Brasil e implantando o Ranario
Aurora, no Rio de Janeiro (Seixas Filho, Pereira e Melo, 2017).

As caracteristicas registradas por meio de observacdes diretas realizadas em campo
mostram que a ré-touro adulta (Figura 9), apresenta auséncia de cauda e simetria bilateral. A
morfologia é robusta, com membros posteriores adaptados para a locomocdo por salto. A
coloracdo predominante é esverdeada, os olhos sdo proeminentes, com cdrneas de formato
elipsoide, circundadas por uma linha branca bem definida que demarca o contorno ocular. Em
espécimes que habitam areas predominantemente sombreadas, observa-se uma uniformidade

da cor desde a cabeca até o dorso, com predominio da coloracdo marrom escura.



Figura 9- Ra-touro (Aquarana catesbeiana) em um ranario comercial.
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A distribuicdo geografica dessa espécie invasora é bastante ampla no territorio

brasileiro, adaptando-se a diferentes ecossistemas e ambientes, sua capacidade de reproducéo

é constante independente do periodo do ano. A postura de ovos atinge nimeros entre centenas

e até milhares, a dieta da espécie abrange uma ampla diversidade de presas, caracterizando-a

como generalista, o que inclui cerca de 600 espécies de animais aquaticos ou terrestres e até

mesmo aves (Cunha e Delariva, 2009).

De acordo com Chagas et al. (2020), os girinos de ré-touro (Figura 10) apresentam
maior sensibilidade em comparagéo aos animais adultos, principalmente nas fases iniciais de
sua vida. O ciclo de vida é dividido em duas principais fases: a fase larval, que ocorre
exclusivamente no ambiente aquatico e abrange a fecundacéo, a postura e a eclosdo dos ovos,
além do desenvolvimento de estruturas como uma cauda e branquias (Gosner, 1960). Esse
processo é dividido em 47 diferentes estagios, como o estagio 25, no qual ocorre transicdo
da estrutura branquial de externa para interna ao corpo (Gosner, 1960).

O estagio 25 é frequentemente utilizado em pesquisas devido a sua importancia no
desenvolvimento embrionario. Esse estagio representa um ponto critico na transicdo das
formas embrionarias para as larvais, além de servir como um ponto padronizado entre
diferentes espécies, o que facilita estudos comparativos (Do Amaral et al., 2022; Veronez et
al., 2016).

Na segunda fase € marcada pela transi¢do para o ambiente terrestre, onde 0s girinos
completam o seu desenvolvimento passando por metamorfose (Storer et al., 2003). Desse
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modo, perdem a cauda e as brénquias e desenvolvem os membros anteriores e posteriores
adaptados para o deslocamento, salto, nado e um pulmao primitivo, preparados para viver
no ambiente terrestre (Gosner, 1960). O tempo da evolugdo da metamorfose até a fase adulta
pode durar entre 3-4 meses mudando de acordo com alteracBes na temperatura da agua
(Cunha e Delariva, 2009).

Figura 10- Girinos de ra-touro (Aquarana catesbeiana) em tanque de experimentacao.

Fonte: a autora

Estudos utilizando essa espécie podem, em certa medida, ser considerados uma forma
de suporte a protecdo de espécies endémicas no Brasil. Desse modo, 0 emprego de uma espécie
exotica em experimentos é uma medida de preservacdo das espécies nativas, além de serem

cultivadas em ambientes artificiais como os ranarios, o que as tornam facilmente encontradas.

De acordo com o Cadigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica, a atual

classificacdo de ra-touro é:

Reino: ANIMALIA
Filo: CHORDATA
Subfilo: VERTEBRATA
Classe: AMPHIBIA
Ordem: ANURA
Familia: RANIDAE

Género: Aquarana
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Espécie: Aquarana catesbeiana (Shaw, 1802)

Nome popular: ra-touro, ra-touro gigante

1.8 Justificativa

Esta pesquisa pode fornecer subsidios para a implementacdo de politicas publicas
ambientais mais eficazes e com maiores critérios para proteger a biodiversidade e o0s
ecossistemas aquaticos. E fundamental compreender os efeitos que o MPASe pode causar em
espécies de animais que habitam ambientes aquaticos e que sdo consideradas sensiveis a
exposicao a contaminantes, especialmente os anfibios, que durante o estagio larval habitam de
forma restrita esses ecossistemas.

Os resultados sobre os impactos da exposicdo ao MPASe poderdo fornecer uma
compreensdo mais abrangente dos efeitos da poluicdo atmosférica proveniente da atividade
metaldrgica sobre os anfibios. A analise das células sanguineas fornece dados relevantes sobre
fatores de estresse e o0 estado geral de satde, enquanto as avaliagdes genotdxicas e mutagénicas
elucidam os danos ao DNA e a ocorréncia de mutacdo induzidas pela exposi¢cdo ao MPASe.
Adicionalmente, os resultados das analises fisioldgicas cardiacas permitirdo identificar os
ajustes no débito cardiaco e as compensac0es fisiologicas realizadas para contornar os danos
ocasionado pela exposi¢do. A andlise dos biomarcadores de estresse oxidativo evidenciara a
atuacdo dos sistemas de defesa enzimatico e ndo enzimatico.

Trata-se de um estudo detalhado de grande importéncia, cujas as informacdes
poderiam contribuir como subsidios para a tomada de decisdo de gestores ambientais em
diversas instancias, inclusive a conservacao dos recursos hidricos. Além disso, os resultados
podem auxiliar os tomadores de decisdo na elaboracdo de politicas de mais criteriosas sobre o
limite de lancamento diario de MPASe na atmosfera, sobretudo no que tange a contaminacgéo

da agua por sedimentacdo de particulas atmosféricas.

1.9 Hipotese

o Hipdtese nula: Os metais e metaloides presentes no MPASe ndo bioacumulam em
girinos de ra-touro (A. catesbeiana), ndo provoca danos genotoxicos e mutagénicos, ndo altera

0 sistema antioxidante, e a funcéo cardiaca dos girinos, apés a exposi¢édo de 96 horas.

o Hipotese alternativa: Os metais e metaloides presentes no MPASe bioacumulam em

girinos de ra-touro (A. catesbeiana), provoca danos genotdxicos e mutagénicos, altera o sistema
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antioxidante, e a funcdo cardiaca dos girinos, com efeitos mais severos devido as
particularidades anatémicas e fisiologicas, bem como as diferencas na funcionalidade dos

canais envolvidos na contratilidade cardiaca apds a exposicdo de 96 horas.

1.10  Objetivo geral

Determinar a bioconcentracdo de metais e metaloides, os efeitos genotoxicos e
mutagénicos, além das alteracdes fisiologicas cardiacas e sobre biomarcadores bioquimicos no
sangue e no tecido cardiaco de girinos de rad-touro (A. catesbeiana) expostos a uma

concentragdo subletal e ambientalmente relevante de MPASe (1g/LY/ 96 h).

1.10.1 Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral, uma série de anéalises foram realizadas, as quais estdo
divididas em tépicos, constituindo assim os seguintes objetivos especificos:
1. Determinar e quantificar a concentragdo de metais e metaloides oriundos do MPASe,
bem como 0s metais presentes na agua, no sangue e no tecido cardiaco de girinos de ra-touro
(A. catesbeiana);
2. Avaliar a bioconcentracdo de metais e metaloides no sangue e no tecido cardiaco de
girinos de ra-touro (A. catesbeiana), evidenciando a possibilidade de transferéncia e acimulo
dos metais oriundos do MPASe;
3. Investigar os efeitos da exposicdo ao MPASe nos girinos de ra-touro (A. catesbeiana),
na salde e bem-estar do animal, quantificando o indice hepatossomatico (IHS), o fator de
condicéo (K), e a massa ventricular relativa (MVR);
4. Determinar o contetido de hemoglobina (Hb) no sangue de girinos de ra-touro (A.
catesbeiana);
5. Verificar se a exposicdo ao MPASe induziu efeitos mutagénicos nos eritrdcitos de
girinos de ra-touro (A. catesbeiana);
6. Avaliar a inducdo de danos genotoxicos nos eritrocitos de girinos de ra-touro (A.
catesbeiana) decorrentes da exposi¢cdo ao MPASe;
7. Quantificar as células sanguineas (eritrécitos, leucdcitos e trombdcitos) de girinos de
rd-touro (A. catesbeiana) para identificar possiveis respostas de estresse nos diferentes grupos
celulares decorrentes da exposi¢cdo ao MPASE;
8. Analisar a frequéncia cardiaca (fH) in loco de girinos de ra-touro (A. catesbeiana);
9. Avaliar os efeitos da exposicdo ao MPASe (1g/L™* 96h) na contratilidade no ventriculo

isolado de girinos de ré-touro (A. catesbeiana);
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10. Analisar os biomarcadores de estresse oxidativo no tecido cardiaco de girinos de ra-
touro (A. catesbeiana), incluindo glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG), os
niveis de lipoperoxidacao (LPO), de proteinas carboniladas (PC), de quebra de fita de (DNA
DNA-SB), e capacidade antioxidante total (ACAP).
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2. CAPITULO I

EFEITOS TOXICOS, GENOTOXICOS, MUTAGENICOS E BIOACUMULATIVOS
PROVOCADOS POR EXPOSIQAO AO MATERIAL PARTICULADO
ATMOSFERICO SEDIMENTAVEL (MPASe) EM GIRINOS DE RA-TOURO
Aquarana catesbeiana (SHAW, 1802) 2

2 Publicado em: COSTA, R. L. et al. Toxic, genotoxic, mutagenic, and bioaccumulative effects
of metal mixture from settleable particulate matter on American bullfrog tadpoles (Lithobates
catesbeianus).  Environmental Pollution, [s.l.], v. 340, p. 122846, 2024.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2023.122846.
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2.1 Apresentagéo

Esse capitulo detalha os efeitos do MPASe no sangue de girinos de ra-touro no estagio
25 de Gosner, expostos a 1g/L™* de MPASe durante 96 horas, utilizando analises representativas
que avaliaram os efeitos mutagénicos, genotoxicos e indicadoras de saude animal. Os resultados
indicam que, mesmo em uma concentracdo subletal, o MPASe desencadeia alteracfes nas taxas
de crescimento, na condigdo fisica, danos genotdxicos e efeitos mutagénicos nos eritrdcitos,
evidenciando a necessidade de padrdes regulatorios para o MPASe, afim de proteger o ambiente

e os anfibios.

2.2.1 Materiais e Métodos
2.2.2 Areade coleta

O MPASe foi coletado na Ilha do Boi (20°17°S e 40°14°W), na cidade de Vitoria
(Espirito Santo, Brasil), localizada a 14 km do Complexo de Tubar&o, uma das mais importantes
regides brasileiras de atividade siderurgica. De acordo com Santos et al. (2017), essa area é
diretamente afetada pelos impactos decorrentes das atividades metallrgicas, como a
pelotizacdo, a industria de aco e mineracdo de ferro que ocorre ha mais de 50 anos (Figura 11
e 12).

Figura 11- Localizagdo do Complexo do Tubaréo e da llha do Boi, Vitoria - ES

Localizacdo do Complexo do Tubarédo e do ponto de coleta das amostras de MPASe na llha do Boi,
Vitdria, Espirito Santo - ES, Brasil. Fonte: a autora (2024)

A llha do Boi recebe impacto direto do material particulado liberado pelo Complexo
de Tubardo (deposicdo de MPASe > 10 g/m?/30 dias, entre setembro e margo (IEMA, 2021;
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Santos et al., 2017), a0 mesmo tempo em que apresenta baixa contaminacdo atmosférica por
fontes moveis, como o trafego rodoviario (Souza et al., 2021a).

Figura 12- Atividades metallrgicas do Complexo do Tubardo e da Ilha do Boi, Vitéria - ES.

s de Ferro
XN -

Fonte: a autora (2025)
A amostragem do MPASe foi realizada pela organizacéo ndo governamental JUNTOS
SOS Ambiental em outubro de 2020, utilizando contéineres no telhado a cerca de 20 m do solo,
sendo coletada durante 30 dias consecutivos (18 g/m?/més em uma area de 5.000 m?) conforme
descrito (Souza et al., 2021a).

No Laboratdrio de Zoologia e Bioquimica Comparativa (LZBC) do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas (DCF) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), as amostras
foram peneiradas em malha de poliéster de 2 mm para remoc¢ado de materiais inertes (pedacos
de papel, galhos, folhas, rochas, etc.) e para dispersdo de eventuais agregados, conforme
descrito por Adorno et al. (2023). Todas as amostras foram identificadas e armazenadas em

temperatura ambiente e em local seco até o uso.

2.2.3 Cuidados com animais e exposi¢cdo ao MPASe

O projeto foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
UFSCar (CEUA), conforme o protocolo n° 4046210222. Os girinos de ra-touro (A.
catesbeiana) no estagio 25 de Gosner (Gosner, 1960) foram adquiridos em um ranario
comercial no municipio de Matéo, Estado de Sdo Paulo, Sudeste do Brasil (21°65’S € 48°38°W)
no més de abril de 2022.
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Posteriormente, os girinos foram aclimatados em tanques de 500 L equipados com
fornecimento continuo de 4gua bem aerada e desclorada, em temperatura constante (25 + 1°C)
e fotoperiodo natural (~12 h ciclo claro: escuro) por cerca de 10 dias. Os animais foram
alimentados ad libitum com racdo comercial em flocos (32% de proteina), que foi retida 24

horas antes da exposicao.

Os girinos foram transferidos aleatoriamente para aquarios de 180 L e permaneceram
por 2 dias antes do experimento, para a recuperacao do estresse da transferéncia e aclimatacao.
Os girinos foram divididos em grupos experimentais: o grupo controle (Ct; n = 12), exposto a
agua livre de MPASe e 0 grupo exposto por 96 horas a concentracdo subletal e ambientalmente
relevante de 1,0 g.L ' de MPASe (MPASg; n = 12).

A exposicdo foi realizada em duplicata (duas caixas com 12 girinos em cada uma) em
condicdes estaticas de acordo com os padrdes estabelecidos pela American Society for Testing
and Materials (ASTM, 2000). Nas condigdes experimentais, a concentracdo de MPASe
escolhida representa a taxa de deposicdo atmosférica de PM (> 10 g/m?/30 dias) que ocorre
frequentemente durante a estacdo chuvosa na Regido Metropolitana de Vitoria (Santos et al.,
2017). A composicdo metalica do MPASe foi identificada e medida usando espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (Souza et al., 2021a) que apresentou altas
concentragdes dos seguintes metais: Fe56 > Ti>Ba>Al>Pbx=Sr>Ce>Zr>La>Mn>Y
>Rb>Zn>As>Sn>Mox=Nb>Se>W>Cu>Cd>Cr>Ni>V>Ag.

Durante o periodo de aclimatacdo e exposi¢do, os parametros fisicos e quimicos foram
mantidos quase constantes: temperatura 25 + 1°C que foi medida usando um termémetro, pH
6,7 - 7,5, oxigénio dissolvido 6,5 - 7,8 mg/L, dureza 50 - 65 mg/L (como CaCO3),

condutividade 68 - 104 uS/cm e concentragdes de amonia permaneceram em abaixo de 1 mg/L.

Durante a exposi¢cdo, o comportamento dos animais foi observado regularmente e
devidamente registrado, pontuando alteragdes quanto ao desempenho natatorio, letargia, sinais
de estresse, ao longo de quatro intervalos diarios distintos. Ao final do periodo experimental,
os girinos foram anestesiados com benzocaina a 0,1% e as amostras de sangue foram retiradas

utilizando a puncéo cardiaca com seringas heparinizadas para procedimentos hematolégicos.

Posteriormente, os animais foram eutanasiados com overdose de benzocaina a 0,5%
de acordo com as recomendagbes da American Veterinary Medical Association (AVMA,

2001). O peso corporal, o comprimento total e peso do figado foram obtidos. Esses dados
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biométricos foram utilizados para calcular o fator de condicdo [FC = 100 x peso corporal/
(comprimento total)®] e indice hepatossomatico (HSI = 100 x peso do figado/peso corporal)
como dados indiretos de biomarcadores fisiologicos do estado de saude (Hegde e
Krishnamurthy, 2014).

2.2.4 Determinacdo de metais e metaloides

As amostras de dgua foram acidificadas pela adicao de 2% de &cido nitrico (grau sub-
ebulicdo) e filtradas através de filtro de nitrocelulose de 0,45 um, de acordo com as diretrizes
ICP-MS da Agilent, para determinacdo de elementos dissolvidos. O MPASe e as amostras de
sangue (0,1 g de peso seco) foram submetidas a digestdo com 3 mL de acido nitrico (grau sub-
ebuli¢cdo), 750 pL de acido cloridrico (grau sub-ebuli¢do) e 250 pL de peroxido de hidrogénio
por 24 horas mantidos a 100 °C para determinacdo das concentracdes totais de metais e
metaloides. Todas as amostras foram armazenadas em ambiente limpo a 4°C até andlise

posterior.

A analise quimica seguiu os procedimentos descritos por Monferran et al., (2016) com
pequenos ajustes (Souza et al., 2021a). Agua ultrapura foi obtida (resistividade > 18 MQ-cm;
<5 ng.L-1 TOC) do sistema de purificacdo Arium 61316-RO mais Arium 611 UV (Sartorius,
Alemanha). Foi utilizada uma solucdo padrdo multielementar Merck VI CertiPUR® para
calibracdo. O &cido nitrico (69%) de grau sub-ebulicdo foi preparado a partir de acido de grau
analitico por meio da destilacdo sub-ebulicdo, utilizando o destilador DistilAcid. A pureza do
acido nitrico foi verificada por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS, Agilent 7500cx, EUA), equipado com um amostrador automatico ASX-100 (CETAC
Technologies, Omaha, NE).

Os filtros (0,45 um) foram obtidos da Millipore (Sdo Paulo, Brasil). Todos 0S
recipientes foram deixados durante a noite em solucdo de &cido sulfarico/nitrico e
posteriormente lavados com agua ultrapura. As sondas e tubos de ICP eram de polimero
politetrafluoretileno (PTFE), previamente lavados com acido nitrico ultrapuro. Tubos de PTFE

pré-limpos (Savillex) foram utilizados para os procedimentos empregados para a digestao.

Vinte e sete elementos foram medidos (Ag, Al, As, Ba, Bi, Cd, Ce, Cr, Cu, Fe56,
Hg202, La, Mn, Mo, Nb, Ni, Pb, Rb, Se, Sn, Sr, Ti, V, W, Y, Zn e Zr), em triplicata usando
ICP-MS conforme o método de determinacdo de elementos tragco em &guas e residuos por

espectrometria de massa de plasma indutivamente acoplada 200.8 (USEPA, 2009) no Instituto
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de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos Cérdoba (ICYTAC), Argentina. O controle e a garantia
de qualidade foram alcancados usando produtos certificados de material de referéncia (MR-
Agro E3002A, julho de 2020). As recuperacdes de CRM foram de 89 + 18%. A repetibilidade
das medicdes de ICP-MS foi geralmente de > 96,8%.

Conforme descrito em Adorno et al. (2023), o fator de bioconcentragdo (FBC) foi
calculado a partir das concentracdes médias dos metais medidas nas amostras de sangue (1g.gY)
e nas respectivas concentracdes de metais na agua (ug.L™?). Nos casos em que as concentragoes
de 4gua metélica estavam abaixo do limite de deteccdo (LOD) ou no limite de quantificacdo

(LOQ), os respectivos resultados de FBC foram calculados usando os valores de LOQ.
2.2.5 Parametros hematoldgicos

O contetido de hemoglobina total (Hb) foi determinado pelo método colorimétrico a
540 nm utilizando o protocolo da cianometahemoglobina com um kit comercial (Labtest

Diagnostica, Brasil) em espectrofotémetro UV-Vis (BEL Engineering, Italia).

A contagem total de células do sangue (CBC) foi realizada utilizando um contador
automatico de células (BioRad TC20 Automated Cell Counter), com aliquotas de amostras de
sangue diluidas (1:66) em solucdo salina de tampao fosfato (PBS) em seguida 20 ul da mistura
foram pipetados para as laminas de contagem da cAmara BioRad. As amostras foram contadas
em réplicas, os resultados foram multiplicados pelo fator de diluicdo para calcular a contagem
final de células por mL.

2.2.6 Mutagenicidade e contagem diferencial

Para verificar a ocorréncia de efeitos mutagénicos oriundos da exposi¢do aos metais
e metaloides, aliquotas de 5 pL de sangue foram imediatamente espalhadas em laminas limpas
de microscopio e secas ao ar. As laminas de células foram preparadas em triplicata e fixadas
em metanol a 100% por 10 min, e coradas com acido periddico de schiff (PAS) antes da

montagem.

As imagens foram obtidas em microscopio éptico Olympus BX-61 (Olympus, PA-
EUA), com ampliacdo de 100x, as analises foram realizadas com o software cellSens™
(Olympus, PA-EUA). Uma amostra de 1.000 celulas foi analisada por animal para determinar
a frequéncia de diferentes tipos de células sanguineas, micronucleos (MN) e outras
anormalidades nucleares eritrocitarias (ENASs) de acordo com as metodologias descritas em:
Lajmanovich et al. (2005); Pollo et al. (2015); Shahjahan et al. (2020).
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Para uma melhor compreensdo dos efeitos da exposi¢do da mistura metélica nas
células sanguineas, foram quantificadas, de forma concomitante, as frequéncias dos tipos de
células, incluindo gloébulos vermelhos, leucdcitos e trombdcitos, bem como a contagem
diferencial de cada tipo de leucocitos (mondcitos, neutrofilos, linfdcitos, basofilos e
eosindfilos) foram quantificadas a partir das laminas preparadas e classificados seguindo os
critérios propostos por Thrall (2004).

Os critérios para identificacdo do MN foram: (i) o diametro é menor que o do nucleo
principal, (ii) a intensidade de um MN corado deve ser semelhante ou inferior a do nucleo
principal, e (iii) ndo deve ser conectado ou sobreposto ao nucleo principal (Borges et al., 2019;

Lajmanovich et al., 2005).

Outros tipos de ENAs foram avaliadas de acordo Benvindo-Souza et al. (2020),
Carrasco et al. (1990), Lajmanovich et al. (2005), sendo essas: nucleos entalhados (NT),
nacleos em forma de rim (RM), nucleos lobados (LB), nicleos com bolhas (BL), células
anucleadas (AN), células apoptéticas (AP), células binucleadas (BN), vacuoladas (VA) nucleos
e nucleo picndtico (PN). Os resultados foram expressos como frequéncia ANESs por tipo de
anormalidade e para o conjunto total de anomalias como o valor médio (%o) da soma (NT + RM

+ LB + BL + AN + AP + BN + VA + PN) de todas as lesdes observadas.
2.2.7 Genotoxicidade

O efeito de genotoxicidade do MPASe no DNA foi avaliado através da versdo alcalina
do teste cometa, conforme descrito por Singh et al. (1988) com modificacdes (Tice et al., 2000).
Para o teste cometa realizado em amostra de sangue, 500 L de solucdo salina de tampéo fosfato
(PBS) foram adicionados a 5 pL de amostras de sangue. Em seguida, 10 pL de sangue diluido
em PBS foram misturados em 100 pL de agarose de baixo ponto de fuséo (0,75% a 37 °C).

Assim, as suspensoes celulares de agarose de baixo ponto de fusdo (100 pL) foram
colocadas em laminas de células de agarose de ponto de fusdo normal pré-revestidas (1%),
cobertas com laminulas, mantidas sob refrigeracdo (10°C) por 20 min e depois as laminulas
foram removidas. Posteriormente, as laminas foram incubadas em solucdo de lise (acido
etilenodiaminotetracético — EDTA 100 mM, cloreto de sédio 2,5 M, base Trizma 10 mM, Triton
X-100 1%, dimetilsulfoxido 20% — DMSO, pH 10,0) por 3 horas. A eletroforese foi realizada
a 25V e 300 mA por 15 min.
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As laminas foram fixadas em etanol absoluto e coradas com solugdo GelRed™
(Biotium, Inc) em condigdes de baixa luminosidade. Imagens de 100 nucleoides por animal
foram obtidas aleatoriamente no software cellSens™ (Olympus, PA-EUA) utilizando um
microscopio fluorescente Olympus BX-61 (Olympus, PA-EUA) com cémera acoplada com
ampliacdo de 200x e filtro de excitacdo de 515-560 nm e filtro de barreira de 590 nm. As
imagens foram analisadas utilizando o software imageJ (versédo 1.3) com o plugin openComet©
(Gyori et al., 2014).

De acordo Gyori et al. (2014), o plugin openComet© acoplado ao software calcula os
parametros como a area do cometa (CA = numero de pixels no cometa), conteddo de DNA da
cauda (TC = soma das intensidades de pixel dentro da cauda), comprimento da cauda (TL =
comprimento da cauda em pixels), DNA da cauda % (T = contedo de DNA da cauda como
porcentagem do contetdo de DNA do cometa), momento da cauda (TM = comprimento da
cauda vezes DNA da cauda%) e momento olive da cauda (OM = produto do DNA da cauda%
e a distancia entre os centroides ponderados pela intensidade da cabeca e da cauda). Estes
pardmetros demonstraram ser indicadores Uteis dos danos subjacentes a0 DNA (Bhuyan et al.,
2020; Collins, 2004; Olive et al., 1990; Yin et al., 2009).

2.2.8 Anaélise estatistica

Os resultados foram apresentados como médias + E.P.M. Todos os dados foram
analisados quanto a normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk e o teste de Levene para
examinar a homogeneidade da variancia. As diferencas entre os grupos Ct e MPASe foram
identificadas usando o teste T n&o pareado ou o teste de Mann-Whitney (GraphPad Instat 3.1,
GraphPad Software, Inc.). As diferencas entre as médias ao nivel de 5% (p < 0,05) foram

consideradas significativas.
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As concentracdes de metais e metaloides no MPASe (ug g™) estdo apresentadas na

Tabela 1, bem como as concentracBes detectadas na agua apds 96 horas de exposi¢do ao

MPASe, sdo mostradas nas Tabela 2, respectivamente.

Tabela 1- Concentragio dos metais (ug g) no MPASe (n=3) coletado na llha do Boi, Vitéria, ES, Brasil, em
outubro /2020. Os valores sdo média + E.P.M. LOD: Limite de determinacdo. LOQ: Limite de quantificacao.

Metais e metaloides

Concentracéo (ng.g) do MPASe by ICP-MS

Média amostral LOD LOQ

Fe%6 1277,95 + 29,33 0,32 0,87
Ti 882,17 + 33,48 0,07 0,17
Ba 165,55 + 0,21 0,09 0,18
Al 80,08 + 2,32 0,32 0,87
Pb 72,00 + 0,25 0,04 0,10
Sr 70,17 + 0,66 0,01 0,04
Ce 43,95+ 0,16 0,005 0,010
Zr 32,60+ 0,52 0,06 0,12
La 20,45+ 0,02 0,005 0,010
Mn 12,90 £ 0,25 0,03 0,04
Y 11,05+£0,11 0,002 0,006
Rb 555+0,11 0,07 0,32
Zn 4,99 + 0,08 0,17 0,48
As 3,04 £ 0,07 0,02 0,07
Sn 2,19+£0,10 0,04 0,13
Mo 2,04 +0,03 0,02 0,05
Nb 2,02+ 0,06 0,009 0,022
Se 1,32 £ 0,02 0,14 0,26
w 0,92+0,01 0,02 0,06
Cu 0,81+ 0,02 0,01 0,04
Cd 0,74+ 0,04 3,10° 8,10°
Cr 0,61 + 0,02 0,02 0,06
Ni 0,50+ 0,01 0,02 0,03
\Y 0,39+0,01 0,05 0,07
Ag 0,23+0,01 0,001 0,003
Bi <LOQ 0,07 0,20
Hg?%? <LOD 0,07 0,13

Fonte: a autora
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Ap0s quatro dias de exposicdo ao MPASe, foram observadas que as concentragdes
aumentaram significativamente em amostras de 4gua com elevacdes de Al (28%), Ni (189%),
Rb (31%), Sr (64%), V (56%) e Zn (322%). Além disso, foi detectada a presenca de Cd, Ce,
Cu, Fe®, La, Mn, Pb e Ti, todos com valores abaixo do LOD ou LOQ nas amostras de agua dos

grupos controle.
Tabela 2- Concentracdes de metais/metaloides dissolvidos (ug.L™t) em amostras de agua (n = 3) dos grupos Ct e

MPASe (1,0 g.L %) colhidas ao final do experimento (96 h). Os valores sdo média + E.P.M. LOD: Limite de
determinagdo. LOQ: Limite de quantificag&o.

Metais e Concentracdo (pg.L?) na dgua ICP-MS
metaloides Ct MPASe LOD LOQ
Fe%6 <LOD 323,02 £2,34 3,89 7,98
Ba 46,31+ 0,51 42,39 £ 5,94 0,15 0,31
Zn 11,47 £ 0,79 48,40 £ 2,07* 0,17 0,48
Sr 13,61 +£0,83 22,40 £2,87* 0,09 0,22
Al 15,95+ 1,22 20,40£1,71* 0,10 0,28
Pb <LOD 8,76 £ 0,09 0,19 0,45
Cu <LOQ 8,70+0,13 0,45 1,09
Rb 511+0,23 6,70 £ 0,24* 0,06 0,08
Mn <LOD 5,07+ 0,29 0,38 0,83
Ni 0,79+0,13 2,28 + 0,65* 0,06 0,10
\Y 0,87 £ 0,10 1,36 £ 0,05* 0,05 0,07
Cd <LOD 0,66 £ 0,01 0,04 0,05
Ti <LOD 1,20+£0,17 0,02 0,05
La <LOD 0,06 £ 0,001 0,0003 0,0008
Ce <LOQ 0,17 £0,07 0,0007 0,0019
Ag <LOD <LOD 0,02 0,05
As <LOD <LOD 0,03 0,09
Bi <LOD <LOD 0,12 0,28
Cr <LOD <LOD 0,05 0,09
Hg2® <LOQ <LOQ 0,07 0,12
Mo <LOD <LOD 0,02 0,06
Nb <LOD <LOD 0,15 0,37
Se <LOD <LOD 0,06 0,15
Sn <LOD <LOD 0,07 0,18
w <LOD <LOD 0,008 0,021
Y <LOD <LOD 0,003 0,005
Zr <LOD <LOD 0,03 0,08

* indica diferencas significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.
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Neste caso, a concentracao destes seis metais foi de 13 a 89 vezes superior aos valores
LOQ. Metais néo essenciais (Al, Cd, Ce, La, Rb, Sr, Pb, Ti e V) sdo reconhecidos por ndo terem
funcBes bioldgicas no organismo e sdo considerados potencialmente perigosos em formas
combinadas ou elementares, mesmo em baixas concentrac6es (Hassine e Escorzia, 2017; Souza
et al., 2021b; Slobodian et al., 2021). Além disso, mesmo uma exposi¢cdo aguda a uma
concentragdo ambientalmente relevante de MPASe resultou em concentragio de Fe>® acima do
valor estabelecido pela legislacédo brasileira CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005).

Também é importante destacar a presenca de contaminantes metalicos emergentes,
como Ce, La, Rb, Sr, Ti e V, que ndo sdo regulamentados em termos ambientais de qualidade
da &gua e de descargas de aguas residuais. Cabe ressaltar que, atualmente existe pouca
informacdo e compreensédo sobre o potencial de toxicidade e riscos a biota aquatica (Souza et

al., 2021b), provocados por esse tipo de contaminante.

Estudos anteriores relataram que a dissolucdo do MPASe em agua libera metais
livres e nanoparticulas contribuindo para 0 aumento de metais na dgua (Adorno et al., 2023;
Soares et al., 2022; Souza et al., 2021a). A bioacumulacdo de metais e metaloides no sangue
de girinos expostos a0 MPASe (Tabela 3) foi demonstrada por aumentos significativos nas
concentracdes de Ti (1990%), Al (619%), Pb (551%), La (536%), Ce (468%), Cr (187%), Ag
(89%), Rb (45%) e Fe56 (30%) além da presenca de Sn, Zn, Cu, V e As, todos abaixo dos

valores LOD ou LOQ em amostras de controle de sangue.

A concentracao desses cinco metais foi de 3 a 711 vezes maior que os valores de LOQ.
Portanto, as concentracdes totais de metais parecem ser de varias ordens de grandeza maiores
que as concentracdes determinadas na dgua. Entre esses metais, formas dissolvidas de Ag, Ce,
Cr e Sn foram encontradas consistentemente baixas e/ou abaixo do LOD na agua do grupo
MPASe.

A bioacumulacdo de metais e metaloides no sangue de girinos (A. catesbeiana) pode
resultar em efeitos sinérgicos relevantes, o Ti por exemplo, pode interagir com componentes
plasmaéticos, afetando inclusive 0s mecanismos de transporte de oxigénio (Chang et al., 2020).
O Al, embora nao tenha uma funcdo biologica especifica, pode ser extremamente toxico
(Wilson, 2011). Danos generalizados em modelos animais estdo associados a exposicao ao Fe,
como a necrose, a hiperplasia, e o estresse oxidativo (Souza, 2021). Adicionalmente o La, estd

associado a inibicdo e deficiéncia enzimatica (Monteiro, 2022). Metais como o Cr possuem
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capacidade de produzir radicais resultando em danos ao DNA, deplecdo de sulfidrilas,
indicando dano oxidativo nas proteinas (Valko, Morris ¢ Cronin, 2005).
Tabela 3- Concentragdo de metais/metaloides (ug.g™) no sangue total (n = 3) de girinos de rd-touro (Aquarana

catesbeiana ) dos grupos Ct e MPASe (1,0 g.L ). LOD: Limite de determinacdo. LOQ: Limite de quantificacao.
Os valores sdo média + E.P.M.

Concentracdo (ng.L ') no sangue by ICP-MS

Metais e

metaloides Ct MPASe LOD LOQ
Fe%6 1521,18 + 181,69 1971,18 + 86,83* 3,89 7,98
Al 35,73+5,53 257,07 £ 33,17* 0,10 0,28
Sn <LOQ 128,00 + 23,17 0,07 0,18
Pb 11,77 £ 0,19 76,46 + 0,64* 0,19 0,45
Zn <LOQ 69,86 £ 5,90 0,17 0,48
Cr 22,80+7,43 63,91 + 9,40* 0,08 0,09
Cu <LOD 25,56 + 0,30 0,45 1,09
Ti 0,39+0,22 8,11+1,21* 0,02 0,05
Rb 3,95+ 0,08 572+0,77* 0,06 0,08
\Y, <LOQ 3,52+ 0,69 0,05 0,07
Ce 0,51+0,11 2,90 +0,81* 7,10% 0,002
La 0,22 £ 0,05 1,38 + 0,46* 3,104 8,10
Ag 0,29 £ 0,002 0,55 + 0,05* 0,02 0,05
As <LOD 0,28 £ 0,16 0,03 0,09
Cd 0,05+0,01 0,05+0,01 0,04 0,05
Y 0,04 £ 0,01 0,04 + 0,005 0,003 0,005
Ni 0,36 £ 0,09 0,20 £ 0,09 0,06 0,10
Se 1,32 +0,29 <LOD 0,06 0,15
Ba <LOQ <LOQ 0,15 0,31
Bi <LOQ <LOQ 0,12 0,28
Hg**? <LOQ <LOQ 0,07 0,12
Mn <LOQ <LOQ 0,38 0,83
Mo <LOQ <LOQ 0,02 0,06
Nb <LOD <LOD 0,15 0,37
Sr <LOQ <LOQ 0,09 0,22
W <LOD <LOD 0,008 0,021
Zr <LOQ <LOQ 0,03 0,08

* indica diferencas significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.
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Os padrdes de acumulacdo de metais e metaloides no sangue ap6s 96 horas de
exposicao a mistura de metais contida no MPASe sugerem que 0s girinos absorveram metais
dissolvidos e, pelo menos em parte, nanoparticulas metélicas. Nesse cenario, o estudo
desenvolvido anteriormente em nosso laboratorio demonstrou que nanoparticulas metalicas
contidas no MPASe podem ser internalizadas e distribuidas para 6rgdos de peixes, como 0
coracdo (Adorno et al., 2023).

Considerando o exposto, metais dissolvidos sdo classicamente definidos como aqueles
que passam através de um filtro de 0,45 um e sdo mais imperativos para toxicidade do que as
formas totais, que incluem metais ligados a compostos de agua e/ou nanoparticulas que estdo
menos disponiveis para serem absorvidos por animais (Anzecc e Armcanz, 2000; USEPA,
1996). Além disso, também é necessario considerar a sedimentacdo/complexacdo de metais
com outros materiais particulados que os tornam indisponiveis na coluna d'agua, mas podem
ser incorporados atraves da ingestdo de sedimentos. Consequentemente, a bioacumulacéo é
afetada pelas taxas de absorcdo, metabolismo e eliminacdo, bem como pela capacidade de

armazenamento de um organismo (Herrmann et al., 2016).

Cabe ressaltar que, os girinos sdo particularmente suscetiveis a acumulacdo de metais
em relacdo aos adultos terrestres, pois podem absorver metais diretamente por absor¢éo através
das branquias e da pele e através da ingestdo de sedimentos (Guezgouz et al., 2021; Milani et
al., 2003; Yologlu et al., 2015). Além disso, os girinos sdo onivoros, filtradores macréfagos e
ingerem qualquer material proveniente de sedimentos (Singh et al., 2016). Essas caracteristicas
reforcam a necessidade de monitoramento para o controle das concentracbes de metais,

especialmente em ambientes aquéaticos.

Estas mdltiplas vias de exposicdo podem ter contribuido para a acumulacdo de metais
essenciais (Cr, Fe, Cu, Zn) e ndo essenciais com toxicidade reconhecida (Al, As, Pb, Rb, Sn,
Ti, V), juntamente com elementos de terras raras (La, Ce) e metal nobre (Ag) no sangue de
girinos apos exposicdo aguda ao MPASe. Vale ressaltar que os metais essenciais sdo cruciais
para maltiplas reacdes bioguimicas, além de atuarem como cofatores para diversas enzimas,
mas podem ser toxicos se a dose for suficientemente alta (Wood, 2011). Além disso, 0s
compostos metalicos emergentes bioacumularam-se apds apenas 4 dias de exposi¢do ao
MPASe, indicando o seu elevado potencial de bioacumulag&o nos girinos. E, portanto, evidente

que a bioacumulag&o se torna mais proeminente na presenca continua destes produtos na agua.
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Os anfibios sdo comumente usados como espécies indicadoras da salde do
ecossistema e a bioconcentracdo de metais nos 6rgaos dos girinos, incluindo aqueles de
preocupacOes emergentes, foram documentados em diversos estudos (Leduc et al., 2016;
Kelepertzis et al., 2012; Peluso et al., 2023; Urine et al., 2007). Esses contaminantes foram
identificados como um dos principais fatores relacionados a perda e ao declinio das populagdes
de anfibios nas Gltimas décadas (Ojha et al., 2021; Singh et al., 2016). Por outro lado, o Se foi
0 Unico elemento encontrado abaixo do LOD no sangue dos girinos expostos, mas detectado

nos controles.

Esse micronutriente essencial é complexado com diversas enzimas e proteinas
conhecidas como selenoproteinas que desempenham um papel fundamental na regulacéo redox
celular, protegendo as células dos efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio (EROs) e
do dano oxidativo (Liao et al., 2018; Xu et al., 2023). O selénio atua como antagonista da
toxicidade metalica, mitigando os efeitos do estresse oxidativo por meio da quelacdo de metais
por selenoproteinas (Schofield, 2017; Werder et al., 2020), o que poderia explicar a deplecédo
desse elemento em girinos expostos ao MPASe.

Os valores de FBC no sangue total de girinos expostos ao MPASe sdo mostrados na
Figura 13. Os valores de FBC seguiram a ordem Sn =~ Cr>La > Ce > Al > Ag > Pb > Ti > Fe56
> As = Cu >V >Zn > Rb. O FBC fornece um indice da capacidade do girino de acumular
metais e metaloides em relacdo a concentracdo de metais na coluna de 4gua. Nnaji et al. (2023)
descrevem que a bioconcentracdo de metais ocorre quando a quantidade de metais acumulada
em um organismo excede as concentracOes presentes a de seu ambiente. Esses valores variaram
em ordens de grandeza e os maiores valores de FBC foram encontrados para metais ndo
essenciais (Sn, Ag, Pb, Ti, Fe) e elementos de terras raras (Ce, La).
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Figura 13- Fator de bioconcentracdo (FBC) de metais e metaloides no sangue total de girinos de ra-touro
(Aquarana catesbeiana) expostos a 1 g.L-1 de MPASe por 96 h.
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Para Sn, Ag, Zr e Nb, foram utilizados valores de LOD de amostras de agua para estimar o FBC.
Fonte: a autora.

Este fendmeno indica a concentracdo das formas biodisponiveis de contaminantes
metalicos emergentes do MPASe, que, por sua vez, ndo sao regulamentados pela legislacdo
ambiental vigente, especialmente em paises em desenvolvimento. Além disso, a auséncia de
regulamentacdo adequada pode promover impactos ecoldgicos negativos, sendo necessario
considerar a necessidade de atualizagdes nas politicas ambientais vigentes (Souza et al., 2021b;
Starling et al., 2019). Adicionalmente, pouco se sabe sobre o destino ambiental e a toxicidade
dos elementos emergentes, com a maioria das pesquisas toxicoldgicas focadas em faixas de

concentracdo muito superiores aos niveis ambientais (Qvarforth et al., 2022).

Em particular, os elementos terras raras sdo altamente reativos porque sao facilmente
oxidados (Klingelhofer et al., 2022). Estudos anteriores relataram que La, Ce e Nd entram nos
hepatocitos e se acumulam principalmente nos ndcleos e induzem danos oxidativos em
mamiferos, o que pode afetar negativamente a funcdo imunologica, uma vez que a exposicao
metalica promove o efeito imunomodulador. (Kawagoe et al., 2005; Huang et al., 2011). Tendo
em vista a sensibilidade e a importancia dos anuros nos ecossistemas, nossas descobertas
apontam a necessidade de monitoramento e controle dos impactos do MPASe nos ecossistemas

aquaticos.

A exposicdo ao MPASe causou efeitos toxicos, mutagénicos, genotoxicos e

bioacumulativos nos girinos, mas nao afetou a taxa de sobrevivéncia, pois ndo foi observada
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mortalidade induzida por exposicdo ao MPASe. No entanto, foram observadas alteragdes
comportamentais em girinos expostos ao MPASeg, incluindo natacéo erratica e letargia. A partir
dos resultados observados, esses comportamentos anormais sugerem neurotoxicidade e podem
impactar indiretamente na alimentacdo, além de aumentar a vulnerabilidade aos predadores
(Silva et al., 2021). Respostas tipicas dos girinos a exposi¢do subletal a metais incluem
diminuicdo do desempenho locomotor, tor¢do da cauda e reducédo de sua atividade (Sievers et
al., 2018). Cabe ressaltar que, girinos de ra-touro expostos por 96 horas durante 16 dias a
solucdo de rejeitos de mineracdo contendo Al, Cd, Fe, Mn, Pb e Zn exibiram a diminuicdo da

velocidade de natagéo e a reducdo da distancia percorrida (Girotto et al., 2020).

Além disso, niveis elevados de Al, Sn, Pb, Zn, Cr e Cu no sangue, assim como a
presenca de metais emergentes, como Ti, Rb, V, Ce e La encontrados em girinos expostos ao
MPASe, podem induzir disfuncéo cerebral (Caito e Aschner, 2015; Park, et al., 2016). Com
base nas evidencias apresentadas, a exposicdo a0 MPASe pode impactar o desempenho
natatdrio e a adaptabilidade dos girinos as mudancas ambientais. Embora ndo tenha afetado a

sobrevivéncia, essas implicagdes, em conjunto, podem afetar o animal a longo prazo.

Os valores médios dos indices biométricos (FC e IHS) dos girinos de ra-touro dos
grupos Ct e MPASe sdo mostrados nas Figuras 14A e 14B. Um aumento significativo (25%)
no IHS foi encontrado em girinos expostos ao MPASe, enquanto a FC diminuiu
significativamente (12%). O IHS é um importante indicador das reservas energéticas do figado
(Robinson et al., 2021). O contetido de hemoglobina (Hb) e 0 hemograma completo (CBC)
dos girinos expostos ao MPASe foram significativamente maiores (17% e 112%,
respectivamente) quando comparados ao grupo Ct (Figura 14C e 14D). Essas mudancas

sugerem uma resposta fisioldgica tipica de estresse.
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Figura 14- (A) Fator de condicéo (FC), (B) indice hepatossomatico (IHS), (C) Contetido de hemoglobina (Hb) e
(D) Contagem total de células do sangue (CBC) de girinos de ra-touro (Aquarana catesbeiana) dos grupos Ct e
MPASe (n = 12).
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Os valores sdo média + E.P.M. Os grupos foram comparados usando o test-t de Student. * indica diferengas
significativas entre 0s grupos experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.

Estudos demostram que, valores elevados de IHS na familia Ranidae podem ser
causados pela bioacumulagédo de metais pesados (Giirkan et al., 2014; Loumbordis e Vogiatzis,
2002; Karapetyan, et al., 2011; Zaripova et al., 2009). Esses valores também estéo associados
com respostas compensatérias, como hipertrofia e hiperplasia de hepatdcitos (Grigoryan e
Karapetyan, 2006; Karapetyan et al., 2011), uma vez que o figado desempenha um papel crucial
nos processos de desintoxicagdo. Os resultados desse estudo indicam que metais e metaloides
constituintes do MPASe podem induzir alteragdes na microestrutura das células hepaticas,
sugerindo hepatomegalia e alteracdo da funcdo hepatica. Por outro lado, os valores mais baixos
de FC refletem a deterioracéo e comprometimento da condicao fisica geral dos girinos expostos

ao MPASe.

A FC é um bioindicador integrativo do estado de salde e da condicdo fisioldgica,
refletindo o estado nutricional corporal (Sutton et al., 2000; Barrilli et al., 2015) e pode fornecer
informacdes sobre potenciais impactos de poluicdo (Zhelev et al., 2015). Pesquisas realizadas

apontam que, os anfibios de areas contaminadas geralmente apresentam FC baixo
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(Thammachoti et al., 2012; Hegde e Krishnamurthy, 2014) e animais menores sdo mais
propensos e vulneraveis a predacdo (Hayes et al., 2006).

Como descrito por Morado et al. (2017) as alteragdes nas taxas de crescimento podem
ser induzidas por contaminantes devido a realocacdo energética para mecanismos de
desintoxicacdo, esgotando as reservas que foram inicialmente projetadas para o crescimento.
Consequentemente, a tolerancia a exposicdo ao MPASe pode estar associada a um aumento na
demanda energética para manter a homeostase e garantir a sobrevivéncia do girino, diminuindo

a energia disponivel para crescimento e metamorfose.

Com base nas evidéncias apresentadas, nossos resultados confirmam que a exposigéo
a metais e metaloides constituintes do MPASe sdo prejudiciais a salude e a homeostase dos
girinos, provocando, alteracdes significativas na massa corporal e no crescimento. O atraso no
crescimento induzido pela exposi¢do aos metais pode contribuir para o declinio dos anfibios,
uma vez que 0s girinos permanecem por mais tempo em fases vulneraveis, devido ao seu

tamanho reduzido (Veronez et al., 2016).

De acordo com Carvalho et al. (2017) a hemoglobina dos girinos pode aumentar ap6s
exposicdo a metais na tentativa de melhorar a capacidade de transporte de oxigénio para atender
a maior demanda metabdlica de energia necessaria para tolerar condi¢cdes adversas de estresse.
Respostas semelhantes também foram observadas em girinos de ri-touro expostos a 1 pg L-*
de Cd ou a uma mistura de Zn+Cd e Cu+Cd (Carvalho et al., 2017) e em ra-do-pantanal
Pelophylax ridibundus, habitando dois rios altamente poluidos conforme estudos de Zhelev et
al. (2013).

As células sanguineas sdo altamente sensiveis a alteracfes nos estados fisioldgicos dos
animais, e 0 hemograma completo constitui uma importante ferramenta utilizada para monitorar
0 estado de satde em resposta a alteracdes relacionadas com a nutricdo, qualidade da agua e
doengas (Fazio, 2019; Chen et al., 2022). Estudos anteriormente relatam alteragfes no
hemograma (contagem de eritrocitos, leucocitos e trombaocitos) em resposta ao estresse e a
poluicdo nos girinos de Rana esculenta, Rana catesbeianus, Polypedates cruciger e Rana
pipiens (Barni et al., 2007; Bennet e Alspaugh, 1964; Carvalho et al., 2017; Manasee,
Weerathunga e Rajapaksa, 2020) refletem as respostas adaptativas e compensatérias dos

anfibios em condicdes adversas.
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As frequéncias de diferentes tipos de células sanguineas, incluindo eritrocitos,
linfécitos, basofilos, mondcitos, neutrdfilos e eosindfilos de girinos do Ct e MPASe sao

mostradas na Tabela 4 e adicionalmente na Figura 15.

Tabela 4- Frequéncias de células sanguineas diferenciais de girinos de ra-touro (Aquarana catesbeiana) dos
grupos Ct e MPASe (n = 12). Os valores sdo média £ E.P.M .

NUmero em 1000 células

Tipos de Células

Ct MPASe (1.0 g.L%)
Eritrécitos 948,8+6,9 916,1 £ 7,1*
Trombécitos 7,717 14,7 +2,7*
Leucdcitos 26,4 £ 3,2 48,0 £ 6,3*
Linfécitos 2,2+0,6 39+13
Mondcitos 188+24 33,56+ 34*
Neutrofilos 20+0,8 1,7+0,7
Basdfilos 15+£0,5 6,2+2,8
Eosindfilos 0,1+ 0,001 0,0 + 0,000

Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney. * indica diferengas significativas entre os grupos
experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.

Os girinos expostos ao MPASe apresentaram valores significativamente mais elevados
de leucdcitos (82%), trombacitos (90%), mondcitos (78%), enquanto a contagem de eritrcitos
foi reduzida (3,4%). Em contraste, os valores médios de linfdcitos, neutrofilos, basoéfilos e
eosinofilos ndo apresentaram diferencas entre os grupos. Variagdes anormais no numero de
diferentes tipos de células sanguineas podem estar associadas a inflamacdo, distirbios
hematopoiéticos, doencas infecciosas, parasitemia e alteracbes homeostaticas (Peng et al.,
2018).

A contagem de leucdcitos geralmente reflete a condicdo imunoldgica especifica e
inespecifica, enquanto os trombacitos desempenham um papel fundamental na coagulacéo e na
hemostasia, obstruindo os vasos sanguineos danificados (Chen et al., 2022; Manasee,
Weerathunga e Rajapaksa, 2020). Especialmente, 0 aumento no nimero de mondcitos apds a
exposicdo ao MPASe indica uma mobilizacao celular para proteger o corpo contra infec¢bes ou
resposta inflamatoria apos dano tecidual. Como observado por Huang et al. (2022) metais como
Pb, Mn, As, Cu e Cd podem provocar leucocitose e apresentar efeitos de imunomodulacéo

sinérgica nas contagens de globulos brancos e eosinofilos.
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Figura 15- Células sanguineas de girinos de ra-touro (Aquarana catesbeiana). Setas indicam (A) linfécito, (B)
monadcito, (C) basdfilo, e (D) neutrofilo. Coloragdo com acido periodico de Schiff (PAS), ampliacdo de 100x,

barra 10 pm.
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Fonte: a autora.
Os mondcitos sdo células essenciais dos sistemas imunoldgicos inato e adaptativo
devido a sua capacidade de se diferenciar em macrofagos ou em células dendriticas (Dominguez
e Ardavin, 2010). Portanto, o aumento do nimero de mondcitos reflete a demanda por defesa

tecidual do hospedeiro, inicio e resolucdo da inflamacéo e reparo tecidual (Wolf et al., 2019).

Além desta consideracdo, sob condi¢des de estresse (por exemplo, exposicdo a metais
pesados), 0 numero de trombdcitos pode aumentar (Casillas e Smith, 1977; Witeska, 2005),
bem como a producdo, ativacdo, migracdo e diferenciacdo de mondcitos (Gogoi et al., 2019;
Ghosh et al., 2013; Hernandez et al., 2008). Por outro lado, os metais podem induzir a
destruicdo dos eritrocitos, prejudicando a eficiéncia da capacidade de transporte de oxigénio
(Medina et al., 2016; Kotsanis et al., 2000).

O declinio dos eritrécitos nos girinos expostos ao MPASe foi acompanhado por um
aumento nos valores de Hb, provavelmente como um mecanismo para otimizar o transporte de
oxigénio no sangue. Além disso, a quantidade de Fe (metal essencial) armazenado nos
eritrocitos apos a exposicdo ao MPASe também pode ter contribuido para a producdo de
hemoglobina, uma vez que a sintese do heme é regulada positivamente pela disponibilidade de

ferro dentro de uma faixa de concentracdo fisioldgica (Chiabrando et al., 2014).

Além dos disturbios toxicos e hematoldgicos discutidos acima, efeitos mutagénicos

também foram observados em girinos de A. catesbeiana ap6s exposi¢do ao MPASe. Os dados



66

obtidos sobre a frequéncia de MN e ENAs em eritrocitos de girinos de rd-touro dos grupos Ct
e MPASe sdo mostrados na Figura 16A e 16B. A frequéncia de MN em eritrocitos do sangue

periférico de girinos de rd-touro expostos a uma concentracdo subletal de MPASe foi

significativamente maior (340 %) do que no grupo controle.

Figura 16- Frequéncia de (A) microntcleo (MN) e (B) soma de anormalidades nucleares eritrocitarias (ANES)
no sangue periférico de girinos de ré-touro (Aquarana catesbeiana) dos grupos Ct e MPASe (n = 12).
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Os valores sdo média + E.P.M. Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney. * indica diferengas
significativas entre 0s grupos experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.
Os micronucleos foram detectados como estruturas esféricas Unicas e pequenas que se
assemelham morfologicamente ao nucleo principal (Figura 17A). A formacdo de MN pode
resultar da quebra de fragmentos cromossémicos acéntricos ou de cromossomos inteiros que

ndo conseguem migrar para 0s polos mitoticos durante o estagio de anafase da divisao celular

(Bhuyan et al., 2020).

Os eritrocitos também apresentaram outras alteracbes morfoldgicas, como a célula
apoptética (Figura 17B), que apresentou desintegracdo nuclear com aparente fragmentacdo. O
ndcleo com bolha (Figura 17C), evidenciando morfologia semelhante ao MN, contudo,
permanece conectado ao nucleo principal. O nucleo lobado (Figura 17D), que apresentou uma
pequena incisdo, resultando em uma separacgdo parcial da porcao nuclear. O nucleo entalhado
(Figura 17E), que exibiu uma incisdo mais pronunciada em comparagédo ao nucleo lobado. A

célula anucleada (Figura 17F), que nédo apresentou um nucleo evidente.
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Figura 17- Anormalidades nucleares eritrocitarias de girinos de rd-touro (Aquarana catesbeiana). (A)
Microncleo, (B) célula apoptética, (C) nicleos com bolha, (D) nucleo lobado, (E) nucleo entalhado (F) célula
anucleada. Ampliagdo 100x, barra 10 um.
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Fonte: a autora.

Estudos toxicolégicos anteriores relataram que a exposicdo aos metais induz efeitos
mutagénicos em anfibios, levando a quebras no cromossomo e/ou desencadeando disfuncéo do
aparelho do fuso mitotico durante a divisdo celular, aumentando a frequéncia de MN (Islam et
al., 2020; Medina et al., 2016; Patar et al., 2016; Pollo et al., 2015; Velma et al., 2009).

Adicionalmente, os girinos expostos ao MPASe apresentaram aumentos significativos
nas frequéncias de ENA total (140%) (Figura 15B), células AP (767%), nlcleos BL (274%) e
nacleos LB (223%) quando comparados aos controles (Tabela 5). Portanto, as frequéncias de
alteracdes nucleares (lobadas e com bolhas) e a inducéo de apoptose mostraram-se associadas
a exposicdo ao MPASe. Os nucleos LB séo grandes dobras da membrana nuclear que néo tém
forma clara, enquanto os ndcleos BL sdo pequenas estruturas semelhantes a MN, porém ligadas

ao nucleo por um pedunculo filiforme da cromatina (Bonomo et al., 2021; Brahan et al., 2017).
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Tabela 5- Frequéncias de anormalidades nucleares eritrocitarias (ANES) de girinos de ra-touro (Aquarana
catesbeiana) dos grupos Ct e MPASe (n = 12). Os valores sdo média + E.P.M.

NUmero em 1000 células

ANEs
Ct MPASe (1.0 g.L%)

Célula anucleada (AN) 2,2+0,6 09+0,6
Célula apoptotica (AP) 06+0,2 52+1,6*
Célula binucleada (BN) 0,1+0,1 0,1+0,1
Nucleo com bolha (BL) 3509 13,1+ 2,6%
Nucleo reniforme (RM) 41+0,8 46+21

Nucleo lobado (LB) 1,7+£0,3 55 +2,0%
Nucleo entalhado (NT) 1,6+0,5 2,8+0,7
Nucleo picnético (PN) 2,2+0,6 28+11
Nucleo vacuolado (VA) 0,0£0,0 0,6 £0,6

Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney. * indica diferengas significativas entre os grupos
experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.

O aumento de brotos nucleares tem sido associado a disfuncdo da tubulina e a eventos
de instabilidade cromossémica através do ciclo de ruptura-fusdo-ponte (Fenech et al., 2011).
Com relacdo as células apoptéticas, estas podem ocorrer a partir da fragmentacdo nuclear em
corpos nucleares menores dentro de um citoplasma intacto, representando processos de morte

celular (Benvindo-Souza et al., 2020).

Estudos realizados por Patar et al. (2016) e Shaw et al. (2020) demostraram que a
apoptose intrinseca de eritrécitos maduros pode ser afetada por diversos estimulos, incluindo a
exposicao aos metais. Os ions metélicos em corpos d’agua tem sido associados a alteraces
morfofuncionais nos eritrocitos, que podem resultar em diversos efeitos deletérios, como danos
diretos as células eritrocitarias, reducdo do seu tempo de vida, aceleracdo da hemolise ou

inibicdo da eritropoiese (Arnaudov e Arnaudova, 2023).

As anormalidades nos eritrocitos apresentam alta especificidade para poluentes como
metais toxicos, representando efeitos mutagénicos altamente significativos (Azevedo et al.,
2012; Benvindo-Souza et al., 2020; Jayawardena et al., 2021; Vijitkul et al., 2022). Aumentos
significativos nas frequéncias de ENAs sugerem que a mistura metalica do MPASe, mesmo em
concentragdes subletais, induz efeitos clastogénicos (quebras de cromossomo, mudancas

estruturais, entre outros) e aneugénicos (formacdo de células com numero anormal de
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cromossomo, perda de cromossomos entre outros) em eritrcitos periféricos de girinos de ra-

touro, prejudicando os sistemas de reparo de DNA.

O aumento da instabilidade genética induzida pela exposicdo a metais pode estar
associado a sindromes genéticas, neoplasias, disfun¢des reprodutivas, atraso no crescimento e
mortalidade (Alimba et al., 2018; Bonomo et al., 2021; Bhuyan et al., 2020). Os resultados dos
experimentos do teste cometa, que avaliaram os efeitos genotoxicos do MPASe em eritrocitos

de girinos de ra-touro estéo apresentados Tabela 6.

Tabela 6- Danos no DNA de eritrécitos de girinos de rd-touro (Aquarana catesbeiana) dos grupos Ct e MPASe
(n =12). Os valores sdo media + E.P.M. Os grupos foram comparados usando o teste t ndo pareado.

Parametros Teste Cometa Ct MPASe (1.0 g. L?)
CA (pixels) 3330,0 £ 302,9 4825,5 + 549,8*
TC (pixels) 63305,6 + 8383,9 117422,5 + 1296,2*
T (%) 25725 33,0+ 2,6*
TL (um) 15,2+0,9 18,8+ 0,7*
TM (unidades arbitrarias) 109+0,9 13,8+ 0,7*
OM (unidades arbitrérias) 7,2+05 8,6 £0,2*

CA = area do cometa; TC = conteldo de DNA da cauda; T = contelldo de DNA da cauda como porcentagem do
contetido de DNA do cometa; TL = comprimento da cauda em pixels; TM = comprimento da cauda vezes % de
DNA da cauda); OM = momento olive da cauda, produto do DNA da cauda% e a distancia entre os centroides
ponderados pela intensidade da cabeca e da cauda. * indica diferencas significativas entre os grupos
experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.

Estimativas quantitativas revelaram que parametros considerados relevantes, como
area do cometa, contetdo de DNA da cauda, % de DNA da cauda, o comprimento da cauda, o
momento da cauda e 0 momento olive da cauda, apresentaram aumentos significativos de cerca
de 1,2 a 1,8 vezes nos individuos expostos em comparagao com o grupo controle. A exposicao
ao MPASe aumentou a quebra da cadeia de DNA, resultando na migracdo de fragmentos de

DNA formando estruturas semelhantes a cometas (Figura 18).
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Figura 18- Teste cometa em girinos de rd-touro (Aquarana catesbeiana) dos grupos Ct e MPASe. (A) Controle,
sem danos no DNA. (B) MPASe, com danos ao DNA. Barra =50 pm.

Fonte: a autora.

Esses achados sugerem que a exposicao a mistura metélica provoca danos induzido
pelo MPASe no DNA nos eritrécitos e pode afetar a saude dos girinos de A. catesbeiana. Metais
e metaloides podem causar efeitos nocivos em células somaticas ou germinativas (Dhawan,
Bajpayee, e Parmar, 2009) e parecem ser a principal classe de contaminantes associados a
genotoxicidade (Gusso-Choueri et al., 2016).

O teste cometa € um método simples, sensivel e rapido capaz de detectar quebras na
fita de DNA no nucleo interfasico em células eucaridticas e é indicado para detectar
genotoxicidade em girinos anuros, 0 que pode permitir estratégias de intervencdo para
prevencdo ou reducdo de efeitos deletérios a salde nas espécies sentinelas (Bhuyan et al., 2020;

Dhawan, Bajpayee, e Parmar, 2009).

A bioacumulagéo de Sr, Cr, La, Ce, Al, Ag, Pb, Y, Ti, Fe, As, Cu, V, Zn e Rb no
sangue de girinos expostos ao MPASe pode estar diretamente relacionada a presenca de agentes
genotoxicos. Como observado por Jayawardena et al. (2021) uma mistura de metais pesados
(Cd, Cr, Cu, Pb e Zn) induziu efeitos genotoxicos nas celulas sanguineas da ra-verde indiana
(Euphlyctis hexadactylus), com comprimento significativamente aumentado das caudas do

cometa juntamente com a concentracdo de metais pesados.

Efeitos genotoxicos medidos pelo teste cometa também foram observados em

eritrocitos de girinos de ra-touro apo6s exposicao de curto prazo ao Fe ou Zn. (Motta et al., 2020;
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Veronez et al., 2016). Além disso, as nanoparticulas metalicas podem causar respostas
genotdxicas na forma de fragmentacdo cromossdmica, quebras na cadeia de DNA e alteracbes
nos perfis de expressdo génica em organismos aquaticos (Mahaye et al., 2017). Uma inducao
semelhante de danos ao DNA, com base no aumento da % de DNA da cauda, comprimento da
cauda e momento olive da cauda, foi observada nos girinos de Dendropsophus minutus expostos

a nanoparticulas de TiO2 (do Amaral et al., 2022).
34 Conclusao

A avaliagio dos efeitos da exposi¢io a0 MPASe (1,0 g.L"! /96h) no sangue dos girinos
de ra-touro, A. catesbeiana, nos grupos controle e expostos por meio das analises de
determinagdo de metais e metaloides, parametros hematoldgicos, mutagenicidade e contagem

diferencial, e genotoxicidade, possibilitou a obtengdo das seguintes conclusoes:

Os resultados indicaram que metais e metaloides, incluindo os emergentes,
encontrados no MPASe, tém a capacidade de se dissolver em agua e se acumular no sangue de
girinos de ré-touro (4. catesbeiana) do grupo exposto, pois elevadas concentragdes de Sn, Cr,
La, Ce, Al, Ag, Pb, Ti, Fe, As, Cu, V, Zn e Rb, foram observadas nesse tecido.

Essa mistura multimetalica, mesmo em concentracdo subletal e ambientalmente
relevante, mostrou-se potencialmente genotoxica e mutagénica para 0s girinos, causando
alteraces hematoldgicas quantitativas e morfoldgicas, associadas a uma condicdo de estresse
induzido por metais. Além disso, afetou negativamente o comportamento e o crescimento, além
de desencadear danos ao figado apds exposicdo de curto prazo. Com base nas evidéncias
apresentadas, a exposicdo ao MPASe levaria a um trade-off entre crescimento e alocacéo de
energia para tarefas fisiologicas (fungcdo imune, transporte de gases respiratérios, mecanismos
de reparo de DNA, desintoxicacdo do animal), resultando em reducdo do forrageamento,

reducdo do tamanho corporal e maior suscetibilidade a predacdo durante a fase larval.

Cabe ressaltar que, o presente estudo fornece a primeira evidéncia de que particulas
metalicas sedimentaveis atmosféricas liberadas pelas industrias siderurgicas perturbam as
caracteristicas da historia de vida e desencadeiam danos ao DNA em anfibios, contribuindo
para o declinio populacional de espécies sensiveis. Consequentemente, os dados aqui
apresentados reforcam a necessidade de uma legislacdo mais adequada para controlar a emisséo
do MPASe, o que é imprescindivel para garantir a integridade dos ecossistemas aquaticos
naturais e a protecdo da biodiversidade, particularmente dos anfibios.



3 CAPITULO Il

AVALIACAO DOS EFEITOS DA EXPOSICAO AO MATERIAL
PARTICULADO ATMOSFERICO SEDIMENTAVEL EMITIDO POR
INDUSTRIAS METALURGICAS SOBRE A FUNCAO CARDIACA DE
GIRINOS DE RA-TOURO (4quarana catesbeiana)
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3.1 Apresentacao

O Capitulo 111, apresenta os resultados das analises de bioconcentracdo de metais e
metaloides no tecido cardiaco, frequéncia cardiaca, massa ventricular relativa, contratilidade
cardiaca, e indicadores de estresse oxidativo do tecido cardiaco de girinos de ra-touro expostos
a0 MPASe (1g/LY) por 96 horas. Os resultados indicaram que respostas inotropicas e
lusitropicas positivas no grup exposto representam uma resposta compensatoria ao estresse de
exposicao. O bloqueio do trocador NCX pela adi¢do de litio resultou em reducdo da forca de
contracdo, indicando que o trocador tem um papel significativo na ciclagem de célcio. No tecido
cardiaco ocorreu estresse oxidativo evidenciado por aumentos nos niveis de proteina
carbonilada. Este estudo fornece evidéncias de que a exposicdo ao MPASe causou alteracoes

metabolicas além de ser indutora de estresse oxidativo.
3.2 Materiais e Métodos
3.2.1 Area de coleta

O Complexo do Tubardo é reconhecido mundialmente como o maior terminal de
exportagdo de minério de ferro do mundo (Galvao et al., 2018, 2022; Robles et al., 2016). Nesse
local de grande relevancia econdmica, encontram-se diversas operagdes relacionadas a
siderurgia, incluindo a presenca de oito usinas de pelotizacdo de minério de ferro (Santos et al.,
2017). A Tlha do Boi, localizada na cidade de Vitoria, Espirito Santo (Brasil) ¢ diretamente
impactada pela atividade siderurgica realizada no Complexo do Tubardo, principalmente a

emissdo e dispersao de MPASe (Adorno et al., 2023; Monteiro et al., 2023 a,b).

As amostras de MPASe utilizadas nesse estudo foram caracterizadas por Costa et al.,
(2024). O MPASe ¢ composto por metais, metaloides e metais emergentes em concentracdes
médias de : Fe>® (1277,95 + 29,33 pg.g’!), Ti (882,17 = 33,48 ug.g’!), Ba (165,55 + 0,21 pg.g"
1, Al (80,08 + 2,32 ug.g"), Pb (72,00 £ 0,25 pug.g!), Sr (70,17 0,66 ug.g), Ce (43,95 +
0,16 ug.g™"), Zr(32,60+0,52 pg.g), La(20,45+ 0,02 ug.g’), Mn (12,90 + 0,25 ng.g!), Y
(11,05 +0,11pg.gt), Rb(5,55+0,11 pg.g™!), Zn (4,99 0,08 pg.g!), As (3,04 +0,07 pg.gh),
Sn (2,19 £ 0,10 pg.g'), Mo (2,04 £ 0,03 pg.g'), Nb (2,02 + 0,06 ng.g™), Se (1,32 + 0,02
ng.g), W (0,92 £0,01pg.g™t), Cu (0,81 0,02 pg.g™), Cd (0,74 £ 0,04 pg.g™), Cr(0,61+ 0,02
ng.gh), Ni (0,50 0,01 pg.g!), V(0,39+0,01 pg.g’)e Ag(0,23+0,01 pg.gh).
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3.2.2  Cuidados com animais e exposi¢io ao MPASe

A obtengao dos girinos de ra-touro no estagio 25 de Gosner (Gosner, 1960), ocorreu
em um ranario comercial localizado no municipio de Matao-SP (21°65°S e 48°38’W). Os
animais foram transportados para o Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar) em Sao Carlos (SP). O projeto foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da UFSCAr (CEUA-UFSCAr), conforme o protocolo n® 4046210222.

Ao longo de 10 dias, os girinos foram aclimatados em tanque de 500 litros com
recirculacdo de dgua bem aerada e sem cloro, mantida em temperatura constante (25 + 1°C),
sob fotoperiodo natural. Durante esse periodo foram alimentados ad libitum com ragao
comercial em flocos (32% de proteina), retida 24 horas antes da exposi¢do para preservar a
qualidade da agua. Os girinos foram transferidos aleatoriamente para aquarios de 180 L e

permaneceram por 2 dias antes do experimento para recuperagdo do estresse.

Os animais (48 animais por grupo) foram divididos em dois grupos (grupo Controle e
MPASe) que foram separados em quatro aquarios de vidro (180 L cada). O grupo controle (Ct)
foi mantido em é4gua limpa em dois aquarios (24 animais por aqudrio), o grupo MPASe foi
exposto a concentragdo ambientalmente relevante de 1,0 g/ L! por 96 h em dois aquérios (24
animais por aquario). Parametros da qualidade da agua foram mantidos estaveis: temperatura
25 £ 1°C que foi medida usando um termdémetro, pH 6,7 - 7,5, oxigénio dissolvido 6,5 - 7,8
mg/L, dureza 50 - 65 mg/L (como CaCOs3), condutividade 68 - 104 uS/cm e concentracdes de

amonia permaneceram em abaixo de 1 mg/L!.

Durante a exposi¢do, o comportamento dos animais foi observado e registrado,
pontuando alteragdes quanto ao desempenho natatdrio, letargia, sinais de estresse, ao longo de
quatro intervalos diarios distintos. Ao final do periodo experimental, os girinos foram
eutanasiados com overdose de benzocaina 0,5%, para coleta do tecido cardiaco para analise
bioquimica, e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80°C. Com o
objetivo de evitar qualquer interferéncia decorrente da utilizacao de anestésicos (AVMA, 2001),
a concussao cranial seguida de seccao da medula espinhal, foi realizada para coleta do tecido

cardiaco para a analise da contratilidade miocardica.
3.2.3  Analises no ICP-MS

O procedimento descrito por (Monferran et al., 2016), foi seguido com algumas

modifica¢des de Souza et al., (2021a), para andlise quimica. Para determinar a concentracao de
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metais ¢ metaloides, amostras de coragao foram liofilizadas, maceradas e trituradas. A amostra
pesando 0,1 g (peso seco) foi submetida a digestao acida utilizando 3 mL de acido nitrico, 750
ul de &cido nitrico e 250 pl de peroxido de hidrogénio por 24 horas a 100°C, conforme descrito
por (Costa et al., 2024). As amostras foram filtradas em um filtro de nitrocelulose de 0,45 pum

(Milipore -Sao Paulo, Brasil).

Medicdes de 27 elementos quimicos (Ag, Al, As, Ba, Bi, Cd, Ce, Cr, Cu, Fe>®, Hg202,
La, Mn, Mo, Nb, Ni, Pb, Rb, Se, Sn, Sr, Ti, V, W, Y, Zn e Zr), foram realizadas em triplicata no
coragdo de girinos de ra-touro usando ICP-MS de acordo com o método 200.8 (USEPA, 1996),
no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos Cordoba (ICYTAC), na Argentina. A solu¢ao
padrao multielementar Merck VI CertiPUR® foi utilizada para as curvas de calibracdo para o

ICP-MS, permitindo a quantificagdo de metais nas amostras.

O fator de bioconcentragdo (FBC) foi determinando para avaliar a acumulacao de
metais no tecido cardiaco, foi utilizada a seguinte equacdo: FBC= mg.kg /mg.L (Adorno et al.,
2023). Os metais na agua que estavam com as concentragdes abaixo do limite de detecg¢ao

(LOD) nao foram calculados.
3.2.4  Parametros fisiolégicos

Ap0s a concussdo craniana os girinos de ra-touro foram submetidos a uma abertura
cirtirgica em direcdo caudal-cranial para observacdo do coragdo por meio da remog¢ao da
camada pericardica e determinagao da frequéncia cardiaca de ambos os grupos experimentais
(Cte MPASe) a qual foi expressa em batimentos por minuto (bpm). Posteriormente, os coragdes
foram pesados para obtencdo da massa ventricular relativa (MVR) determinada pela formula
(Mvr-%Mc), ambos procedimentos de acordo com Costa et al. (2015, 2018) e realizados por

Dall-Medico ef al. (2014) e Adorno (2021).

Para a anélise de Contratilidade cardiaca ex vivo, as etapas experimentais seguiram o
descrito por (Costa ef al., 2008) com adaptacdes (Adorno ef al., 2023; Gongalves et al., 2024).
Apos medir a frequéncia cardiaca, os coracdes foram dissecados (remocdo do atrio), e
transferidos para uma solucdo de ringer com a seguinte composi¢ao: 115,0 mM de NaCl, 5 mM
de KCI, 30 mM de NaHCO3, 0,94 mM de MgSOs, 2,5 mM de CaCly, pH 7,5. Em seguida foram

fixados pelas extremidades em anéis metalicos.

A preparagao foi transferida para uma cubeta contendo solu¢do Ringer mantida a 25°C,

borbulhada com mistura carbogénica (2% COz e 98% Oz). Um dos anéis metalicos foi preso a
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um gancho localizado proximo a um eletrodo conectado ao estimulador elétrico (Grass S88)
que gera pulsos elétricos com 8 ms de duragdo permitindo assim a estimulagdo elétrica

necessaria para alcangar o limiar da resposta mecanica (80 V, ~150 mA).

Posteriormente, a preparacao foi suspensa verticalmente para que o outro anel metalico
fosse conectado através de um fio de agco a um transdutor de for¢a isométrica (Grass FT 03
Transducter, Grass Tecnologies, West Warwick, RI, USA) para permitir o registro da forca de
contragdo do miocardio ventricular, através de um sistema de aquisicdo de dados

AcgKnowledge MP150 (Biopac Systems Inc.).

Dessa forma, as tiras foram estimuladas e estabilizadas a uma frequéncia constante de

0,2 Hz (12 bpm), para a realizacao do protocolo de for¢a-frequéncia.

a. Relacdo forca-frequéncia: avaliagdo do acoplamento E-C em diferentes frequéncias
de estimulagdo, por meio de incrementos graduais de 0,2 Hz até que 80% dos registros se

tornassem irregulares.

b. Efeitos da inibi¢do do trocador Na/Ca?* (NCX) na contratilidade cardiaca:
repeti¢do do protocolo experimental de forca-frequéncia com a substituicdo do NaCl por 125

mM LiCl na solugao de Ringer para inibir a fun¢do do trocador NCX (Smith e Allen, 1988).

Os protocolos para avaliar a contratilidade cardiaca foram aplicados para os girinos
dos grupos Ct e MPASe (» minimo de 12). Apods cada protocolo as tiras ventriculares foram
secas em papel filtro para determinar o peso umido da porcdo da tira responsavel pelas
contragdes isométricas. A massa € o comprimento foram usados para o calculo da area de segao

2)

transversa (CSA — cross-sectional area — mm® assumindo a densidade muscular de 1,06 g.cm”

3 (Layland et al., 1995).

A forga de contracio (Fc-mN.mm™) de cada tira ventricular foi calculada pela
diferenca entre os valores do pico da tensdo isométrica e de repouso dividida pelo valor CSA
de sua respectiva tira ventricular. A taxa de contragdo (+dFc/dT —-mN.mm™2. s!), a taxa de
relaxamento (-dFc/dT — mN.mm™. s), e o indice de capacidade de bombeamento cardiaco

(CBC-mN.mm™. s!), calculado como o produto da Fc pela frequéncia de estimulag3o.
3.2.5 Preparo dos tecidos

As amostras do tecido cardiaco (pool de 3-4) foram homogeneizadas em sonicador
ultrassonico de ponteira (ECO-Sonics, QR 500, Brasil), em seguida foram centrifugadas a

10.000 g por 10 min a 4°C. Para a analise de Capacidade Antioxidante Total (ACAP), as
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amostras foram homogeneizadas em tampao Tris-HCL 100 mM (pH 7,5), 2mM EDTA e 5 mN
de Mg?*. Para as analises de proteina carbonilada, DNA-SB, LPO, GSH as amostras foram
homogeneizadas usando tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,6). A quantificacao da
concentracdo de proteina em cada amostra seguiu o protocolo descrito por Bradford (1976),
empregando a albumina sérica bovina (BSA) como padrio de referéncia. A leitura de

absorbancia a 595 nm, utilizando um leitor de microplacas.
3.2.6  Niveis de lipoperoxidacao (LPO)

A quantificagdo de lipidios que sofreram oxidagao (LPO), foi realizada pelo método
FOX (Ferrous oxidation-xylenol orange), conforme o procedimento descrito em Jiang et al.
(1991, 1992), realizado por Monteiro et al. (2006) e Adorno (2021). Esse método consiste na
capacidade dos hidroperoxidos lipidicos de oxidar ions ferrosos (Fe*"), a ions férricos (Fe*"),
em meio acido, na presenca de um pigmento de Fe (II), o alaranjado de xilenol que tem pico

de absorg¢ao a 560 nm, permitindo a detecg¢ao por espectrofotometria.

As amostras homogeneizadas foram tratadas com acido tricloroacético (TCA 10%), e
incubadas a 25°C (40 min), com mistura reativa contendo 100 mM de alaranjado de xilenol, 4
mM do antioxidante butilato hidroxitolueno (BHT), 25 mM de H>SO4 (acido sulfurico), e 250
mM de FeSOq (sulfato ferroso amoniacal), em metanol a 90%. No escuro as amostras foram
incubadas (40 mim), a leitura foi realizada em espectrofotometro, Bel (UV-VIS, BEL
Engineering, Italy). Os resultados foram expressos em equivalentes de cumeno hidroperdxido

(nmol.mg de proteina™!).
3.2.7 DNA Strand-break

A avaliacdo do dano ao DNA das células cardiacas foi realizada através do
procedimento simplificado e de curta duragdo para detectar quebras de fitas de DNA, conforme
descrito por Olive (1988), com modificacdes. Para a realizagdo do teste, 200 pul de solugdo de
dodecil sulfato de sodio (SDS 2%), foram adicionados a 25 pl de amostras previamente
homogeneizadas. Posteriormente, foram adicionados 200 pl de KC1 0,12 M, o precipitado foi
submetido a banho térmico de 60°C (10 min). Em seguida, a mistura foi incubada (4°C), por 30

minutos e centrifugado a 8.000 g (4°C), por 5 min.

A andlise foi realizada em microplacas adicionando-se 150 pl de solugdo Hoechst (1
ul/mL) a 50 ul do sobrenadante. A microplaca foi entdo agitada a 200 rpm por 5 min. A leitura

foi realizada medindo a fluorescéncia (excitacdo 360nm; emissdo 460nm). Na auséncia de
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danos o DNA precipita com as proteinas, o DNA danificado ndo precipita e permanece no
sobrenadante. A determinacao das quebras de fitas de DN A nas amostras usou uma curva padrao
de acido desoxirribonucleico de baixo peso molecular de esperma de salmao. Os resultados

foram expressos em quantidade de DNA por grama de tecido.
3.2.8 Niveis de proteina carbonilada (PC)

A quantificagdo de carbonilas em proteinas (PC), foi realizada conforme o
procedimento descrito em Reznick e Packer (1994). As carbonilas presentes nas proteinas
reagem ao 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DPNH) formando um composto conjugado de proteina e
dinitrofenil-hidrazona de cor amarela/laranja detectavel entre a faixa de 355 a 390 nm. Essa
absorbancia ¢ diretamente proporcional a quantidade de carbonilas presentes, permitindo a

quantificagdo do dano oxidativo (Lushchak, 2011).

Para a andlise 200 pl de sobrenadante foram divididos em dois tubos sendo 100 pl para
o teste e 100 pl para o controle. Foram adicionados 250 ul de HC1 2M aos tubos controle, e 250
ul do meio de reagdo foram adicionados aos tubos de teste. As amostras foram incubadas a 37°C
(90° min), ao final do periodo as amostras foram transferidas para um banho de gelo para
interrup¢do da reacdo. Para formacdo de precipitado foram adicionados 350 pl de solugdo de
acido tricloroacético (28%) seguida da mistura em vortex. A preparacgdo foi centrifugada 9.000
g (4°C), por 10 min o sobrenadante foi cuidadosamente descartado. O precipitado foi
ressuspendido em 500 pl de uma solugdo gelada de etanol-acetato de etila, agitado e
centrifugado a 9.000 g (4°C), por 10 min, o sobrenadante foi descartado cuidadosamente. Este
procedimento foi repetido trés vezes até que a solucdo etanol-acetato de etila se tornasse
transparente. Foram utilizados 420 pl de solugdo de hidrocloreto de guanidina para
ressuspencao, seguidos de agitacdo a 37°C por 10 min. A amostra foi centrifugada 9.000 g por
3 min para eliminar material insoltivel. A analise foi realizada em microplacas adicionando-se
nos pocos 200 ul das amostras em duplicata. A absorbancia das amostras foi realizada utilizando
o comprimento de onda de 355 nm. O contetido de grupamentos carbonil foi calculado
utilizando o coeficiente de extingdo hidrazona = 0.022 Enmol ml™, os resultados sdo expressos

como nmol prot.-!.
3.2.9 Niveis de glutationa na forma reduzida (GSH) oxidada (GSSG)

A quantifica¢do de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) foram
determinadas usando o ensaio descrito por Anderson (1985). Os sobrenadantes das amostras

foram extraidos ap0s a centrifugacdo e tratados com acido sulfossalicilico 5%, posteriormente
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centrifugados a 8.000 g por 5 minutos a 4°C. A taxa de formacao de acido tio-nitrobenzdico
(TNB) foi monitorada em 412 nm indicando quantidades de glutationa total (GSH mais GSSG)
ou GSSG. Os niveis de GSSG foram medidos apos o tratamento dos sobrenadantes com
vinilpiridrina para sequestrar o GSH (Cunha Bastos et al., 2007). Os contetudos totais de GSH
foram apresentados em nmol GSH/ mg prot e GSSG apresentados como nmol GSSG/ mg prot
utilizando curvas padrdao. A propor¢do GSH/GSSG foi definida pela formula: GSH/GSSG:
[(GSH-2. GSSG)] /GSSG, os valores foram expressos como equivalentes de GSH (GSH=GSH
+ 2 GSSQ).

3.2.10 Capacidade antioxidante total (ACAP)

Foi utilizado o método de curta duragao para estimar a capacidade antioxidante total
contra radicais peroxila — ACAP (Amado et al., 2009). A concentragdo de proteinas (Bradford,
1976) no sobrenadante foi previamente testada em trés diferentes concentragdes (0,5, 1, 2
mg/ml ), para obtencdo do melhor ajuste de curva dos dados de fluorescéncia ao longo de 30

minutos. Com base nos resultados a concentragio de 2mg/ml!, foi selecionada para anélise.

O sobrenadante do homogeneizado da amostra e o tampao de reacdo 30mM HEPES,
200mM KCI, 1mM MgCl2, pH 7,2, e 40uM 2',7' diclorofluoresceina diacetato (H2-DA), foram
pipetados em uma microplaca de 96 pogos, para cada amostra foram utilizados seis pogos. Trés
dos seis pogos receberam a adicio de 4Mm de 2’,2°-azobis-2-metilpropinamidina di-
hidrocloreto (com ABAP) os trés pocos restantes receberam agua ultrapura (sem ABAP). Para
decomposi¢do térmica de ABAP e subsequente formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), as amostras foram monitoradas por 30 min a 35°C com leituras a cada 5 min. A
intensidade da fluorescéncia foi realizada utilizando comprimentos de ondas de 488 nm para
excitacdo e 525 nm para emissdo (Spectra Max, M3). A diferen¢a na area de EROs entre
amostras com e sem ABAP sugere a medida de ACAP da amostra. Os resultados foram
expressos como 1/area relativa de acordo com Klein et al. (2017), pois fornece uma

interpretacdo direta, onde valores mais altos indicam maior ACAP.
3.2.11 Analise estatistica

Foram utilizadas as seguintes analises estatisticas: test-t de Student ou seu
correspondente ndo paramétrico Mann-Whitney para verificar possiveis diferengas
significativas entre os grupos (Ct e MPASe). Para comparagdes dos parametros de
contratilidade ao longo de incrementos da frequéncia de estimulagdo, foi utilizada a ANOVA

de medidas repetidas complementada pelo teste de Dunnet de comparagdes multiplas. Os
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valores foram expressos em média £+ E.P.M (erro padrio da média) e somente diferencas

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

3.3 Resultados e Discussao

Dos 28 metais analisados no tecido cardiaco exposto ao MPASe, os resultados
mostraram que o Fe*® (Figura 19 A) apresentou concentragdo superior ao encontrado no grupo
Ct (cerca de 2 vezes). O Ba apresentou aumento de cerca de 95 vezes, enquanto o Zn redugao
de aproximadamente 62 vezes em relacdo aos valores de LOQ (Figura 19 B). Além disso, os
metais Ti, V, Mn e Ag tiveram elevacdes expressivas cerca de 39, 15, 6, ¢ 3 vezes
respectivamente (Figura 19 C). Enquanto os metais Mo e Cr mostraram reducdo de
aproximadamente 1le 1,4 vezes, respectivamente em comparagdo ao grupo Ct apds 96 horas

de exposic¢do (Figura 19 C).

Figura 19- (A) Concentracdo de ferro; (B) Concentracdo de bario e zinco; (C) Concentracdo de titanio, vanadio,
manganés, molibdénio, prata e cromo, no tecido cardiaco de girinos de ra-touro (Aquarana catesbeiana) dos
grupos Ct e MPASe (n:3).
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Os valores sdo média + E.P.M. Os grupos foram comparados pelo teste T ou Mann-Whitney. * indica diferencas
significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.

Os valores do FBC no tecido cardiaco dos animais expostos ao MPASe sdo mostrados

na Figura 20 e apresentaram a seguinte ordem decrescente: Ti = Fe*® >V > Ba > Mn. O FBC ¢
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um indice utilizado para avaliar a capacidade de acumulacdo de metais e metaloides em relagao

a concentracdo de metais encontrada na agua.

Figura 20- Fator de bioconcentracdo (FBC) de metais e metaloides no tecido cardiaco de girinos de réd-touro
(Aquarana catesbeiana) expostos a 1 g.L-1 de MPASe durante 96 h (n:3).
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Fonte: a autora.

A mistura metalica do MPASe ¢ formada por particulas que podem sofrer dissociagao,
tornando-as disponiveis na agua, ou depositadas no sedimento (Souza et al., 2021a). Essa
biodisponibilidade favorece a entrada de metais no corpo dos anfibios e pode acontecer por trés
vias: epitelial, branquial e por ingestdo de particulas sedimentadas no ambiente (Burger e

Snodgrass, 1998; Lanctot ef al., 2017).

No presente estudo, observou-se que o tecido cardiaco de girinos de ra-touro acumulou
metais como Ti, Fe>, V, Ba e Mn. A capacidade de acumulacio pode estar relacionada com as
vias de entrada de metais no organismo, bem como os processos bioldgicos como a absorgao,
0 armazenamento e eliminacao (Costa et al., 2008; Costa et al., 2024; Dal-Medico et al., 2014).
A bioconcentragdo de metais ocorre devido a baixa eficiéncia dos mecanismos de

desintoxica¢ao dos mecanismos como a ativagdo das enzimas (Fortes et al., 2023).

Estudos anteriores investigaram os efeitos dos constituintes do MPASe em girinos de
ri-touro expostos por 96 horas a 1 gL' do p6d e detectaram elevadas concentragdes dos
seguintes metais: Fe>®, Al, Sn, Cr, Mn no sangue, figado, musculo branco e cérebro desses
animais (Costa et al., 2024; Fernandes et al., 2024). Os autores descreveram que os efeitos

toxicos da exposicdo incluem: estresse oxidativo, evidenciado por niveis elevados de
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lipoperoxidagdo, o que indica danos nas membranas celulares, além do aumento da atividade
de colinesterase no musculo branco (Fernandes et al., 2024). Costa et al., (2024) observaram o
aumento da concentracao de hemoglobina, além de alteragdes nos eritrocitos como danos
genotoxicos, mutagénicos e alteragdes morfologicas indicadoras de efeitos adversos no

crescimento e na saude desses animais.

Estudos sobre anfibios destacam que a exposi¢do a diferentes metais pode provocar
alteragdes no crescimento, na taxa de reproducao, e na sobrevivéncia dos animais, além de
exigir um aumento do gasto energético para realizacao de atividades essenciais como natagao,
alimentacdo e fuga de predadores (Carvalho et al., 2017, 2020; Fernandes et al., 2021, 2024;
Motta et al., 2020; Veronez et al., 2016).

Importante mencionar os efeitos de bioacumulagdo de metais em outros organismos
aquaticos expostos por 96 horas ao MPASe (1 gL' ) como os peixes, fornecendo uma
compreensdo mais ampla dos impactos do MPASe em ecossistemas aquaticos. Por exemplo,
metais como Fe’°, Al, Mn, Sn, Zn e Ti foram bioacumulados em diferentes tecidos como o
miocardio ventricular e eritrocitos de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Adorno et al.,
2023). Na mesma espécie, foram registrados aumento nos niveis de cortisol e glicose no sangue
indicando uma resposta tipica ao estresse, além de efeitos negativos na atividade imunoldgica,
no desempenho natatoério, fatores que podem comprometer a migracdo, o crescimento € a

reproducgdo e a resisténcia a hipoxia ambiental (De Angelis et al., 2022; Soares et al., 2022).

Adicionalmente, a bioacumulacio de metais como Ti, Fe*¢, V, Ba, Mn, Cr, Zn, Rb, Sr,
também foi registrada em tecidos como branquias, hepatopancreas e figado de robalo-peva,
Centropomus parallelus, expostos por 96 horas a 1 g.L"! de MPASe (Monteiro et al., 2023 a,b).
Nesse cenario, a bioconcentragdo de metais em peixes representa riscos significativos para a
satde humana por meio da ingestdo e também € um risco para a biota aquatica (Fortes ef al.,

2023).

Os valores médios da frequéncia cardiaca e da MVR dos grupos Ct e MPASe (n=12)
sdo apresentadas na Figura 21. A frequéncia cardiaca in loco (bpm) dos animais do grupo
MPASe (81.76+2.30) foi maior (p<0,05) do que o observada para os girinos do grupo controle
(68.00+1.62), mostrando um aumento da frequéncia cardiaca em 28% (Figura 21A). A MVR
dos animais do grupo MPASe (0.143£0.006) foi menor (p<0,05) do que o observado para os
girinos do grupo controle (0.17740.009) indicando uma redu¢@o de aproximadamente 19% na

massa ventricular relativa dos girinos do grupo exposto (Figura 21B).
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Esses resultados indicam que a exposi¢cdo a mistura metalica do MPASe pode desencadear
alteracdes na fun¢do cardiaca, como a taquicardia (cronotropismo positivo), além de danos
morfologicos e estruturais no miocardio incluindo lesdes, provavelmente relacionados ao

actimulo de metais como o Ti, Fe*®, Ba, Mn.

Figura 21- (A) Frequéncia cardiaca (bpm) e (B) Massa ventricular relativa (MVR) no tecido cardiaco de girinos
de ra-touro (Aquarana catesbeiana) dos grupos Ct e MPASe.
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Os valores sdo média + E.P.M. Os grupos foram comparados pelo teste T. * indica diferengas significativas entre
0s grupos experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.

A reducao observada na MVR pode indicar o desenvolvimento de doencgas
cardiomiopéticas como a ferroptose, na qual os cardiomiodcitos podem ter sofrido atrofia ou
remodelagdo estrutural devido ao acumulo de ferro. Embora, o Fe seja essencial para a
sobrevivéncia e homeostase da fungdo cardiaca (Valko, Morris e Cronin, 2005), em niveis
elevados ele tem sido associado a danos cardiacos e desenvolvimento de doengas como
arritmias. A ferroptose ¢ indutora de morte celular devido ao excesso de ferro intracelular, o
acumulo excessivo de ferro pode causar danos por meio da geragao excessiva de EROs, que

pode levar ao aumento da morte celular cardiaca e alteracdes estruturais (Shen et al., 2024).

Costa et al. (2018) relataram uma diminuicdo significativa na frequéncia cardiaca
(bradicardia) de A. catesbeiana apds a exposicdo ao surfactante anidonico alquilbenzeno
sulfonato linear (LAS) a uma concentragio ambientalmente relevante (0,5 mg.L™!) por 96
horas, indicando alteragdes na funcdo cardiaca. A frequéncia cardiaca ¢ diretamente dependente
da taxa de auto-despolarizacdo das células marcapasso, que sdo responsaveis pela iniciagdo e

regulagdao do impulso cardiaco (Salla ef al., 2015, 2017).

Esses resultados demostram a notavel plasticidade do tecido cardiaco da espécie A.
catesbeiana, visto que diferentes estressores ambientais, induzem efeitos distintos sobre o
cronotropismo. Em exposi¢des a xenobioticos o aumento da frequéncia cardiaca ¢ interpretado

como uma estratégia de compensar o aumento da demanda energética desencadeada como
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resposta ao estressor (Garcia, 2018) o que corrobora os resultados observados no presente

estudo.

Em contraste a espécie Oreochromis niloticus exposta por 96 horas ao MPASe (1,0
gLV apresentou reducdo significativa da frequéncia cardiaca em cerca de 14%, enquanto
nossos estudos mostraram um aumento de cerca de 28%, sugerindo maior demanda metabdlica
ou estresse cardiovascular frente a exposi¢cdo a mistura metalica. Essa diferenca pode ser
relacionada as caracteristicas distintas entre as espécies, como a estrutura cardiaca, processo de
oxigenagdo, adaptagdes evolutivas (Johansen, 1965) ou a magnitude dos danos causados pelo

acumulo dos metais.

A Figura 22, apresenta os valores médios da for¢a de contragdo (Fc) (Figura 22A), da
capacidade de bombeamento cardiaco (CBC) (Figura 22B), da taxa de contragdo (Figura 22C)
e da taxa de relaxamento (Figura 22D) das tiras ventriculares de girinos de ra-touro dos grupos
controle (Ct) e exposto (MPASe). As tiras foram submetidas a incrementos sucessivos de 0,2

Hz (ou 12 bpm) na frequéncia de estimulacao.

Os resultados revelam que a Fc (Figura 22A) no grupo Ct mostrou-se estavel em
relacdo aos valores de 0,2 Hz ao decorrer dos incrementos de estimulacdo elétrica.
Similarmente, no grupo MPASe, a Fc se manteve constante em relacdo aos valores de 0,2 Hz,
ao decorrer dos incrementos de estimulacéo elétrica. Os valores de Fc desenvolvidas pelas tiras
ventriculares do grupo MPASe foram significativamente maiores (~60%) entre 0,2 Hz a 1,6 Hz

em comparacao aos valores observados no grupo Ct (p< 0.05).

A CBC (Figura 22B) no grupo Ct apresentou aumento significativo a partir de 24 bpm
em relacdo aos valores iniciais em 12 bpm. O valor maximo atingido no grupo Ct foi de 229,11
+ 27,45 mN mm2 s em 96 bpm. No grupo MPASe, o valor da CBC apresentou uma elevacéo
significativa a partir de 24 bpm, em relagéo aos valores iniciais, chegando ao valor méximo de
373.60 + 48,32 mN mm-2 s em 96 bpm. Adicionalmente, 0 grupo MPASe exibiu maiores (
66%) valores de CBC a partir de 24 bpm até 96 bmp.

A taxa de contragéo (Figura 22C) no grupo Ct apresentou um aumento significativo a
partir de 0,8 Hz até 1,4 Hz. No grupo MPASe, essa taxa se manteve constante em relagdo aos
valores de 0,2 Hz ao decorrer dos incrementos de estimulagéo elétrica. Os valores da taxa de
contracdo foram significativamente maiores (~50%) no grupo MPASe em relacéo ao grupo Ct,

em todas as frequéncias de estimulacéo elétrica testadas.
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A taxa de relaxamento (Figura 22D), no grupo Ct apresentou um aumento significativo
nas frequéncias de 0,8 Hz até 1,2 Hz, em relagdo aos valores observados em 0,2 Hz. Entretanto,
no grupo MPASe, a taxa se manteve constante em relacdo aos valores de 0,2 Hz, ao decorrer
dos incrementos de estimulacdo elétrica. Os valores da taxa de relaxamento foram
significativamente maiores (~55%) no grupo MPASe em relagdo ao grupo Ct, em todas as
frequéncias de estimulag&o elétrica testadas.

Figura 22- (A) Forca de contracdo (Fc), (B) Capacidade de Bombeamento Cardiaco (CBC), (C) taxa de
contracdo, (D) taxa de relaxamento das tiras ventriculares de girinos de ra-touro (Aquarana catesbeiana) dos
grupos Ct e MPASe.
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Os valores sdo média + E.P.M. Simbolos preenchidos A ® indicam diferenca significativa em relacéo aos
valores obtidos em 0,2 Hz (p < 0,05) no mesmo grupo experimental comparados pela ANOVA de medidas
repetidas complementada pelo teste de Dunnet de comparagdes mdaltiplas. * indica diferenca significativa (p <
0,05) na mesma frequéncia comparando 0s grupos experimentais pelo test-t de Student. Fonte: a autora.

A exposicdo ao MPASe desencadeou respostas tipicas de estresse na fungdo cardiaca
de girinos de ra-touro. A exposicdo ao MPASe induziu um efeito inotropico positivo, com o

aumento da forca de contracdo e da capacidade de bombeamento cardiaco, além do efeito
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lusitropico positivo decorrente da maior taxa de relaxamento nas tiras isoladas do ventriculo

cardiaco.

Essas agdes podem ter sido desencadeadas pela liberagdo de catecolaminas incluindos;
noradrenalina e adrenalina (Miyakawa, Arai e Kikuyama, 1982). Em situa¢des de estresse as
catecolaminas se ligam aos receptores 3 adrenérgicos do miocardio ventricular aumentando a
for¢a de contragdo (Silva e Zanesco, 2010). Essa ligacdao ativa a adenilato ciclase gerando
adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc), o qual ativa a proteina quinase a (PKA), que por
sua vez, aumenta a disponibilidade de Ca?" (Pinto, Guida-Cardoso e Areas, 2005). A ativagio
da PKA causa a fosforilagio dos canais de Ca** sarcolemais nos midcitos (Bers, 2001; Fioresi
et al., 2013). Essa ativagdo promove o inotropismo positivo cardiaco (aumento forga de

contracdo) (Silva e Zanesco, 2010).

Assim, as mudangas e os estimulos podem influenciar o débito cardiaco, aumentando
tanto a forca de contragdo, e, consequentemente o volume sistolico, quanto a frequéncia
cardiaca e, a fim de aumentar a capacidade de bombear o sangue (Ferro, 2014). Observou-se na
presente pesquisa que o aumento da for¢a de contragdo ocorreu desde as frequéncias sub-
fisiologicas a supra-fisioldgicas, o que sugere que a exposi¢do ao MPASe induz adaptagdes na
contratilidade cardiaca como medida de compensagdo em resposta ao estresse (Adorno 2021;

De Angelis et al., 2023).

Ao avaliar os impactos do MPASe em tildpias-do-nilo, Oreochromis niloticus, Adorno
et al. (2023) também observou o aumento da forca de contracao (34%), da taxa de contragao
(27%) e da taxa de relaxamento (23%) apos a exposicdo por 96 horas a 1 g.L™! do p6 preto. Os
autores relacionaram esses resultados a liberacdo de catecolaminas devido ao estresse

desencadeado pela exposicao a mistura metalica do MPASe.

O presente estudo demonstrou efeitos lusitropicos positivos evidenciados pelo
aumento da taxa de relaxamento do miocardio de girinos de ra-touro expostos ao MPASe. O
relaxamento contrétil esta relacionado a remogdo de Ca*? do sarcoplasma (Fabiato e Fabiato,
1978; Orchard e Brette, 2007). Em anfibios, o RS, que em endotérmicos atua como um local
rapido de armazenamento e liberagio de Ca'™ apresenta funcionalidade limitada, ou é
considerado pouco desenvolvido (Tijskens, Meissner e Franzini-Armstrong, 2003).

Na maioria das espécies ectodérmicas, como os anfibios, as contragdes dos miocitos
atriais e ventriculares nio dependem da liberagdo de Ca®>" do RS (Oliveira e Pizzaro, 2018). A

contracdo é sustentada pelo fluxo transsarcolemal de Ca®" através de canais tipo L (LTCCs) e,
¢ p p
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por contribui¢do do trocador NCX de modo reverso durante a despolarizagao (Shields e Galli,
2014). No modo reverso, o NCX é um importante regulador do influxo de Ca™na contratilidade
cardiaca’ transportando um ion Ca*? para o meio intracelular e 3 fons Na+ para o meio
extracelular (Shuba et al., 1998). O trocador NCX também desempenha papel proeminente no
relaxamento do coragdo facilitando a saida de Ca®" (Orchard & Brette, 2007; Shemarova et al.,
2008).

Quando o NaCl ¢ substituido pelo LiCl na solugdo fisiologica, a atividade do trocador
NCX ¢ bloqueada, comprometendo o influxo e o efluxo de Ca** (Ferro, 2014; Smith e Allen,
1988). Esse bloqueio pode afetar diretamente a resposta contratil miocéardica das tiras
ventriculares dos girinos de ra-touro. A Figura 23 ilustra os efeitos dos incrementos na
estimulagdo elétrica na contratilidade miocardica dessas tiras comparando as condi¢des
anteriores (Ct e MPASe) e ap0s a substituicdo da solucao fisioldgica pela solugao contendo LiCl

(Ct+Li e MPASe +Li).

A Fc exibida pelo grupo Ct+Li apresentou uma reducdo significativa em relagao aos
valores iniciais obtidos em 0,2 Hz (Figura 23 A). A Fc no grupo Ct manteve contragdes regulares
em todas as frequéncias de estimulagdo (Figura 23 A). Em média, a Fc do grupo Ct+Li foi 28%
menor, que o grupo Ct em todas as frequéncias avaliadas. No grupo MPASe+Li a Fc mostrou
diminuig¢do significativa a partir da frequéncia 0,8 Hz ou 48 bpm (Figura 23 B). No grupo
MPASe ndo foram observadas alteracdes significativas na Fc ao longo do incremento da
estimulagdo elétrica (Figura 23 B). Comparativamente entre os grupos, a Fc do grupo

MPASe+Li foi significativamente menor (49%) que aquela registrada para o grupo MPASe

Em relacdo a CBC, no grupo Ct+Li foi observado um aumento significativo a partir
de 24 bpm até 84 bpm quando comparado aos valores iniciais de 12 bpm (Figura 23 C). No
grupo Ct ocorreu um aumento significativo a partir de 36 bpm até¢ 84 bpm. A CBC do grupo
Ct+Li diminuiu cerca de 58% comparada ao grupo Ct. No grupo MPASe+Li o valor obtido da
CBC apresentou elevagao significativa até 84 bpm, comparado aos valores iniciais (Figura 23
D). No grupo MPASe, os valores da CBC apresentaram uma elevacao significativa a partir de
24 bpm a 108 bpm comparado aos valores iniciais de 12 bpm (23D). Adicionalmente entre os
grupos foi observado uma diminuicdo de 58% do grupo MPASe+Li em relagdo ao grupo

MPASe.

Os valores da taxa de contracdo do grupo Ct+Li apresentaram uma reducao
significativa a partir de 0,8 Hz em relagdo aos valores obtidos em 0,2 Hz (Figura 23 E). No

grupo Ct foi observado um incremento significativo a partir de 0,8 Hz até 1,4 Hz em relagdo
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aos valores obtidos em 0,2 Hz (Figura 23 E). Em média, a taxa de contracdo do grupo Ct+Li
foi 25% menor que o grupo Ct em todas as frequéncias avaliadas. No grupo MPASe+Li, a taxa
de contragdo apresentou diminui¢do significativa a partir de 0,8 Hz até 1,4 Hz em relacao aos
valores obtidos em 0,2 Hz (Figura 23 F). No grupo MPASe, essa taxa se manteve constante em
relacdo aos valores de 0,2 Hz ao decorrer dos incrementos de estimulacgdo elétrica (Figura 23
F). Adicionalmente, entre os grupos, observou-se uma reducao de 4% no grupo MPASe+Li em

comparacao ao grupo MPASe.

Quanto a taxa de relaxamento, o grupo Ct+Li apresentou aumento significativo nas
frequéncias 0,8 Hz até 1,2 Hz em relago aos valores obtidos em 0,2 Hz. No grupo Ct ocorreu
um aumento significativo nas frequéncias de 1,0 Hz e 1,2 Hz, em relacdo aos valores de 0,2 Hz,
ao decorrer dos incrementos de estimulacdo elétrica (Figura 23 G). Em média, a taxa de
relaxamento do grupo Ct+Li foi 47% menor, que o grupo Ct em todas as frequéncias avaliadas
(Figura 23 G). No grupo MPASe+Li, essa taxa se manteve constante em relacdo aos valores
registrados em 0,2 Hz (Figura 23H). No grupo MPASe, a taxa de relaxamento ndo apresentou
alteracdo em relacdo aos valores observados em 0,2 Hz (Figura 23H). Adicionalmente entre os
grupos foi observado uma diminui¢do de 40% nos valores da taxa de relaxamento do grupo

MPASe+Li em relacao ao grupo MPASe.
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Figura 23- (A, B) Forca de contracao, (C, D) Capacidade de bombeamento cardiaco, (E, F) taxa de contracéo,
(G, H) taxa de relaxamento das tiras ventriculares de girinos de r-touro (Aquarana catesbeiana) dos grupos Ct /
Ct+Li e MPASe/MPASe + Li (n = 12).
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Os valores sdo media + E.P.M. Os simbolos preenchidos A ¢egg indicam diferenca significativa em relacdo aos
valores obtidos em 0,2 Hz (p < 0,05) no mesmo grupo experimental comparados pela ANOVA de medidas
repetidas complementada pelo teste de Dunnet de comparagdes mdltiplas. * indica diferenga significativa (p <
0,05) na mesma frequéncia comparando 0s grupos experimentais pelo test-t de Student. Fonte: a autora.
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Esses resultados demostram a grande relevancia do NCX no modo reverso como
fornecedor de Ca*? ativando os miofilamentos, e no modo normal ao promover o relaxamento
cardiaco por meio da extrusio de Ca*? (Bers, 2001). Estudos realizados em espécies de anfibios
como Rhinella ictérica (Salla, 2017) e Rana temporaria (Littgau; Niedergerke, 1958)
demonstram a ocorréncia de inotropismo negativo como resposta a adicdo de LiCl,
corroborando com os resultados encontrados no presente estudo. Esses resultados indicam uma
grande relevancia do NCX como fonte extracelular de calcio para a contragdo cardiaca no

acoplamento E-C de anfibios (Salla, 2017).

Quanto aos biomarcadores de estresse oxidativo no tecido cardiaco, nenhuma alteragao
significativa foi observada nos niveis de LPO entre os grupos Ct e MPASe (Fig. 24A). No
figado e nos rins de girinos de ri-touro expostos a 1 g.L ' de MPASe também nio foi observada
diferenga significativa nos niveis desse biomarcador de estresse oxidativo (Fernandes et al.,
2024). Os autores descreveram que somente no musculo ocorreu aumento de cerca de 89% nos
niveis de LPO evidenciada pelo aumento de malondialdeido (MDA) em cerca de 35%. A
exposi¢do por 96 horas ao MPASe (1 gL ') resultou em menores niveis de LPO no
hepatopancreas do peixe robalo-peva, Centropomus parralelus, comparado ao grupo controle,
indicando que mecanismos regulatérios como a presenca de proteinas de ligagdo de ferro podem
ter auxiliado no controle dos niveis de EROs prevenindo a peroxidagao lipidica (Monteiro et

al., 2023 a, b).

No tecido cardiaco, os resultados da andlise de DNA-SB ndo revelaram diferenca
significativa entre os grupos Ct e MPASe (Fig. 24B), indicando que a exposi¢ao ao MPASe ndo
induziu danos detectdveis ao DNA das células cardiacas. Esse resultado indica que tecido
cardiaco pode ter apresentado mecanismos eficazes de reparo ou até mesmo de resisténcia,
capazes de mitigar ou minimizar os potencias efeitos genotoxicos associados a exposicao ao

MPASe.

A quantificagdo da PC (Fig. 24C) nos animais do grupo MPASe (20.95+£3.57) foi
significativamente maior (p<0,05) do que o observado nos girinos do grupo Ct (11.58+4.59).
Esse aumento e aproximadamente 80% nos niveis de PC indica que a exposicdo ao MPASe
desencadeou aumento nos niveis de oxidag@o nas proteinas do musculo cardiaco. Esse resultado
¢ um indicador direto de estresse oxidativo nas células e acuimulo de danos oxidativos nessas
moléculas comprometendo a estrutura e fungdo cardiaca, uma vez que as proteinas sao alvos

primarios dos ions de metais (Lushchak, 2011, Reznick e Packer, 1994; Sharma et al., 2011).
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Figura 24- (A) Niveis de lipoperoxidagdo (LPO), (B) DNA Strand-break (DNA-SB) (B), (C) Proteina
carbonilada do tecido cardiaco de girinos de rd-touro (Aquarana catesbeiana) dos grupos Ct e MPASe (n = 12).
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Os valores sdo média + E.P.M. Os grupos foram comparados pelo test-t de Student. * indica diferengas
significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.

A oxida¢do mediada por metais pode levar a formag¢do de grupos carbonila em
proteinas. Por exemplo, o Fe pode se ligar as proteinas e facilitar a oxidagdo das cadeias laterais
de aminoacidos, convertendo-as em derivados carbonilicos (Fedorova, Bollineni e Hoffmann,
2014; Reznick e Packer, 1994). Os resultados desse estudo revelaram concentragoes elevadas
de Fe no tecido cardiaco. Embora, seja um metal essencial no metabolismo, concentragdes
excessivas podem catalizar a formagao de EROs, criando um ambiente que propicia alteragdes

estruturais e funcionais em proteinas (Ranjitha e Sharath Chandra, 2020).

Informagdes significativas sobre os niveis de PC sdao apresentados por Fernandes et
al.,(2024) que, em condi¢des laboratoriais, observaram em girinos de ra-touro expostos MPASe
(1 g.L ~ ! durante 96 horas) um aumento substancial de PC em érgdos como figado (68%) e
cérebro (85%). Em conjunto, esses resultados demostram que a magnitude dos danos oxidativos

induzidos pela exposi¢do ao MPASe pode mudar entre diferentes tecidos. Dessa forma, a
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exposicdo ao MPASe pode levar ao comprometimento da saide dos animais, pois
adicionalmente foram encontrados altos niveis de metais como Fe’°, Zn, Al no miocardio
ventricular. Monteiro et al. (2023b), também observaram um aumento nos niveis de PC no
hepatopancreas do peixe robalo-peva exposto a0 MPASe (1 g.LL ~ ! durante 96 horas). Em outra
espécie de peixe, Oreochromis niloticus, altos niveis de PC foram encontradas no plasma (39%)
e nos eritrocitos (135%) apds exposi¢do de MPASe na concentragio de 1 g. L' durante 96

horas. No sangue foram encontradas altas concentra¢des de Fe*, Sn, Zn (Adorno et al., 2023).

A Figura 25 apresenta os valores médios de GSH, GSSG, da razdo GSH:GSSG e da
ACAP no coracdo para os grupos Ct e MPASe. No tecido cardiaco nao houve diferenca
significativa (p > 0,05) nos niveis de GSH entre os grupos Ct e MPASe (Figura 25 A). Por outro
lado, os valores médios de GSSG do grupo exposto MPASe foram cerca de 42% inferiores ao
grupo controle (Figura 25 B). O valor médio de GSSG do grupo controle foi de 0,91+0.08 nmol
GSSG.mg prot™! e do grupo exposto MPASe foi de 0,52 £0.05 nmol GSSG.mg prot™!. A razio
GSH:GSSG dos animais do grupo MPASe (4,73+1,01), foi significativamente maior (121%),
do que a observado para os girinos do grupo controle (2,14+0,38), observados na Figura 25 C.
Os valores médios da ACAP dos grupos Ct e MPASe (n=12) sdo apresentados na Figura 25 D.
Os valores da ACAP do grupo MPASe (0.37 +£0.03), foram significativamente maiores (37%),

em relacdo aqueles observados para os girinos do grupo Ct (0.27+0.01).

Esses achados reforcam a importancia de investigar os mecanismos envolvidos na
resposta do estresse oxidativo induzido pela exposicdo ao MPASe. Nesse contexto, os
mecanismos antioxidantes ndo enzimatico compostos pela GSH e a GSSG sao importantes na
manuten¢do do equilibrio redox (Kaczor-Kaminska; Sura e Wrébel, 2020). A enzima glutationa
peroxidase (GPx) catalisa a oxidacdo de GSH a GSSG (Carlberg e Mannervik, 1985; Huber,
Almeida e Fatima, 2008). A glutationa redutase (GR) ¢ uma flavoproteina que catalisa a reducao
da GSSG a sua forma reduzida (GSH), utilizando a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) como doador de elétrons (Carlberg e Mannervik, 1985; Shan, Aw e Jones, 1990). O
valor da razdo GSH:GSSH ¢ utilizada como um indicador do estado redox celular, porque

determina a capacidade antioxidante das células (Kaczor-Kaminska; Sura e Wrobel, 2020).
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Figura 25- (A) Niveis de glutationa reduzida (GSH), (B) Niveis de glutationa oxidada (GSSG), (C) razdo
GSH:GSSG (D) Capacidade Antioxidante Total de (Aquarana catesbeiana) do tecido cardiaco de girinos de ra-
touro dos grupos Ct e MPASe (n = 12).
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Os valores sdo média + E.P.M. Os grupos foram comparados pelo test-t de Student. * indica diferencas
significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05). Fonte: a autora.

A GSH ¢ composta por trés aminodcidos, a glicina, cisteina e glutamato e desempenha
participag@o no metabolismo dos xenobidticos incluindo a biotransformacdo, a eliminagdo de
EROs (Kaczor-Kaminska; Sura e Wrobel, 2020; Sadiq ef al., 2016) e na defesa das células

contra o estresse oxidativo (Huber, Almeida e Fatima, 2008).

O esgotamento da GSH pode ocorrer por meio da exposi¢do a metais toxicos, 0s quais
induzem estresse oxidativo severo ao interferirem no ciclo redox. Isso limita a capacidade
biologica de combater os danos causados pelas EROs, além de prejudicar a regeneracao de GSH
mediada pela GR (Kaczor-Kaminska; Sura e Wrobel, 2020). No entanto, os niveis de GSH no
tecido cardiaco de girinos de ra-touro nao apresentaram diferencas entre os grupos Ct e MPASe
que pode demonstrar a presenga de mecanismos adaptativos € compensatorios em resposta ao

estresse oxidativo.

Apbs 48 horas de exposi¢do as seguintes misturas metilicas Zn e Cu (1 pg.L™?), e Zn

e Cd (1 pg.L™"), girinos de ri-touro apresentaram uma redug¢io de 20-35% nos niveis de GSH
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no figado, o que indica uma menor protecao nesse tecido em relagao aos danos provocados por
metais (Carvalho et al., 2020). Tecidos expostos a ions metalicos podem apresentar o nivel de
GSH diminuido por duas razdes: o aumento da eficiéncia dos processos oxidantes nas células
pelo aumento da geracao de EROs e/ou a limitagdao da disponibilidade de cisteina, que ¢ um
precursor limitante da taxa de sintese de novas moléculas de glutationa (Kaczor-Kaminska;

Sura e Wrobel, 2020).

Adorno et al. (2023) encontraram niveis diminuidos de GSH no sangue de tilapias-do-
Nilo apds 96 horas de exposicio ao MPASe a 1 g.L’!, indicando a tentativa de impedir a
produgdo de EROs ou simplesmente a ineficacia de regeneracdo da GSH. Entretanto, os niveis
de GSH em robalo-peva permaneceram inalterados no hepatopancreas, apds 96 horas de
exposicdo a mesma concentracio de MPASe, o que pode demonstrar que as vias de
biotransformagao nesse 6rgao podem nao ter sido ativadas para facilitar a excre¢do de metais

(Monteiro et al., 2023b).

Os niveis de GSSG no tecido cardiaco de girinos de ra-touro foram significativamente
reduzidos apos a exposicdo ao MPASe. Em condigdes normais, o contetido do GSSG ¢ limitado
em niveis muito baixos em comparacdo com GSH, gragas a acdo eficiente da GR, que esta
acoplado ao sistema NADP/ NADPH (Shan, Aw e Jones, 1990). Esse sistema ¢ essencial para

o equilibrio redox e protecdo celular.

Com areducao dos niveis de GSSG no coracao dos girinos expostos ao MPASe, houve
um aumento nos niveis da razao [GSH]/[GSSG]. Essa relagdo ¢ considerada um indicador
sensivel de estresse oxidativo (Kidd, 1997; Sadiq et al., 2016). A relagdo GSH/GSSG muda
conforme a necessidade funcional de cada compartimento celular. Em mitocondrias essa relagao
¢ normalmente alta comparada com os demais compartimentos celulares, pois durante as
atividades mitocondriais de fosforilagdo oxidativa ocorre grande producdo de EROs. O
ambiente redutor ajuda a controlar e neutralizar o fluxo elevado de EROs, protegendo as
mitocondrias do estresse oxidativo ajustando o ambiente celular de acordo com as necessidades

bioquimicas (Kidd, 1997).

O tecido cardiaco apresenta uma grande quantidade de mitocondrias e proteinas
corroborando com os resultados apresentados no presente estudo. Kaczor-Kaminska; Sura e
Wrébel, 2020 encontraram niveis aumentados da razao [GSH]/[GSSG] em anfibios, em tecido

como figado, rins e testiculos ap6s a exposi¢ao ao Cd (40 mg/L) durante 10 dias.
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A ACAP fornece uma avaliacdo da funcionalidade dos mecanismos de defesa presentes
no tecido cardiaco ativados em resposta ao estresse oxidativo. De acordo com Amado et al.
(2009) a analise ACAP envolve uma avaliacdo integrada de antioxidantes enzimaticos
(superoxido dismutase, catalase, glutationa reduzida, glutationa peroxidase, etc.) e nao
enzimaticos (glutationa, a-tocoferol e B-caroteno). Os resultados da ACAP foram expressos
com os valores do inverso da area relativa, desse modo valores mais altos de formacao de EROs

indicam uma maior capacidade antioxidante de defesa (Klein ef al., 2017).

O tecido cardiaco apresentou uma variedade de mecanismos de defesa e estratégias
para neutralizar os efeitos das EROs, inclusive impedindo aumentos nos niveis de peroxidagao
lipidica e danos no DNA. Entretanto, essas estratégias podem ndo ter sido suficientes para
conter os danos oxidativos, pois foram registrados aumento nos niveis de proteinas

carboniladas, o que pode levar a perda da funcionalidade das proteinas e disfuncao celular.

O Cr ¢ descrito por Ghasemi, Rostampour e Ranjbar (2014) como um metal conhecido
por desencadear disfun¢do mitocondrial e estresse oxidativo. No estado Cr (IV) pode mediar a
formagao de radicais peroxila (HO) quando reage com o perdxido de hidrogénio (H20O>). Esse
metal, ¢ descrito como um redutor da funcionalidade de proteinas mitocondriais, além de
desencadear a apoptose celular e a deplec@o da glutationa (Valko, Morris e Cronin, 2005). No
presente estudo, ocorreu a acumulagdo desse importante metal no tecido cardiaco de girinos
expostos ao MPASe, o que pode ter contribuido para a indugdo da carbonilacdo de proteinas e

estresse oxidativo.

Adicionalmente, nos girinos expostos ao MPASe ocorreu a bioconcentragdo do metal
Ti, que ¢ descrito por sua capacidade de atravessar barreiras bioldgicas e ser distribuido
sistematicamente pelos compartimentos do organismo (Huerta-Garcia ef al., 2015). Esse metal
pode provocar danos celulares ao interagir com componentes do plasma sanguineo como as
proteinas, promovendo efeitos toxicos sinérgicos (Chang et al., 2020). Efeitos genotoxicos,
morfologicos e comportamentais foram observados em anfibios apds a exposi¢do as

nanoparticulas de TiO; (Do Amaral et al., 2022).

Ribeiro et al. (2015, 2017) mostraram que as espécies de peixes Myloplus rubripinnis
e Cichla melaniae, vivendo em ambientes contaminados por metais (As e Hg na 4gua e Cr e Ni
no sedimento) oriundos de atividades como garimpo, agropecudria, e industrias, apresentaram
ativacdo de sistema de defesa antioxidante em tecidos como figado, branquias e musculo.

Ocorreu um aumento nos niveis de ACAP durante o periodo de estiagem, o que torna os animais
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mais susceptiveis a doengas. Os metais analisados apresentam grande afinidade com lipidios
além de serem constituintes de tecidos biologicos. Cantanhéde et al. (2022) relataram alta
eficiéncia da ACAP das branquias do peixe Bryconops caudomaculatus, apos exposi¢ao aguda
ao aluminio (3,0 mg.L! durante 48 horas), indicando um meio de fornecer protecdo eficaz

contra a exposi¢do que também pode ter prevenido a peroxidagdo lipidica nesse tecido.

Os efeitos subletais da exposi¢ao de anfibios a concentragdes de diferentes tipos de
metais isolados ou em misturas metalicas abrangem efeitos toxicos, genotoxicos, mutagénicos,
neurotdxicos, nefrotdxicos, cardiotdxicos. Essas condi¢des afetam a atividade fisioldgica dos
anfibios, impactando na saude ambiental, bem como na diversidade populacional (Benvindo-
Souza et al., 2020; Costa et al., 2008; Costa et al., 2024; Dal-Medico et al., 2014; Fernandes et
al.,2021; Veronez et al., 2016).

3.5 Conclusao

A exposicdo ao MPASe induziu alteragBes significativas no tecido cardiaco,
evidenciadas por meio da bioconcentracdo de metais e metaloides. O aumento na frequéncia
cardiaca (bpm), acompanhada da diminuicdo da massa ventricular relativa (MRV), causados
pelo MPASe indicam uma resposta compensatoria ao estresse e possiveis lesdes associadas a

danos estruturais no coragéo.

O cronotropismo positivo foi acompanhado pelo inotropismo e lusitropismo positivos,
caraterizados por aumento da forga e da taxa de relaxamento. ESses ajustes ocorreram como
uma tentativa de manter o débito cardiaco e a perfusdo tecidual adequada diante da exposicdo
a mistura de multiplos metais. No entanto, devido ao maior consumo de energia, esses
mecanismos comprometem a disponibilidade de recursos para atividades essenciais, como

busca de alimento e natacao.

O NCX desempenha um papel crucial no acoplamento excitagdo-contracdo (E-C) dos
girinos, facilitando tanto o influxo de Ca*" durante a despolariza¢do quanto o relaxamento, por
meio do efluxo de Ca*". Esses processos ocorrem de forma independente da exposi¢d0 ao

MPASe, evidenciando a importancia do NCX na regulagéo da dindmica do célcio no musculo.

O MPASe causou estresse oxidativo no tecido cardiaco evidenciado por aumentos nos
niveis de proteina carbonilada, além da ativacdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico
e ndo-enzimatico, como o aumento na razdo GSH:GSSG e dos niveis de ACAP. Esses

resultados indicam uma resposta adaptativa do organismo ao estresse induzido pelo MPASe,
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refletindo a tentativa de mitigar os danos causados pela geracdo de EROs induzida pelos metais
nas células cardiacas. No entanto, essa resposta ndo foi suficiente para impedir os danos

oxidativos no miocardio ventricular.

A ra-touro, possui plasticidade ambiental que lhe permite realizar os ajustes
necessarios para sua sobrevivéncia aos efeitos da exposicdo ao MPASe, embora a custa de um
aumento no gasto energético. Esses efeitos podem ser ainda mais prejudiciais para as espécies
nativas de anfibios, que demonstram maior sensibilidade aos contaminantes, ressaltando a

importancia de medidas de protec¢ao e conservagao.



4 CAPITULO IV
CONCUSAO GERAL
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4, CONCLUSAO GERAL

O MPASe de origem metalurgica ¢ constituido por diferentes metais e metaloides, que
ao serem dissociados no ambiente aquatico, tornam-se biodisponiveis para a biota residente,
inclusive os anfibios durante o estdgio larval. A biodisponibilidade facilita a absor¢do dos
componentes metalicos do MPASe permitindo a internalizagdo, acumulag¢do no sangue e no
tecido cardiaco.

A exposi¢do de girinos de ra-touro (4. catesbeiana) no estagio 25 de Gosner, ao
MPASe provocou uma série de alteracdes no sangue, incluindo anormalidades nucleares
eritrocitarias, somadas a maior fragmentacdo do material genético nas células sanguineas,
demostrando efeitos mutagénicos e genotoxicos. Somados a esses impactos estdo a reducdo do
crescimento, o aumento no indice hepatossomatico e na concentracio de hemoglobina,
indicando efeitos toxicos mesmo em niveis subletais.

No tecido cardiaco, a exposi¢do induziu ajustes no débito cardiaco, por meio do
aumento da frequéncia cardiaca e contratilidade miocardica, evidenciada pelo aumento na forga
de contragdo, na taxa de contragao e relaxamento e na capacidade de bombeamento cardiaco.
Entretanto, essa remodelacdo da funcdo cardiaca foi acompanhada de dano no miocardio
apontado por diminuicdo da massa ventricular relativa. A exposi¢do induziu o estresse
oxidativo, evidenciado por danos nas proteinas presentes nas células cardiacas.

Esses achados indicam que os impactos da exposi¢do da mistura metalica do MPASe
em girinos de ra-touro (4. catesbeiana), sao significativos devido as alteracdes observadas no
sangue € no musculo cardiaco, € podem comprometer a homeostase fisioldégica, mesmo em
exposicdo de curta duracdo e em concentragdo subletal, sendo uma potencial ameaga a
conservacao dos anfibios, reforcando a necessidade do monitoramento desse contaminante
metalico de origem industrial.

Algumas limitagdes da presente pesquisa precisam ser consideradas uma vez que a
avaliacdo foi centrada na exposi¢do aguda, sendo essencial novos trabalhos que investiguem as
consequéncias da exposi¢ao cronica em anfibios. Uma andlise populacional com espécies
nativas permitiria uma abrangente compreensao a longo prazo, o que seria fundamental para
uma avaliagdo mais ampla e com maior robustez sobre os riscos ambientais. Portanto, sdo
necessarios maiores estudos que consigam preencher essa lacuna.

Esse estudo apresenta subsidios cientificos para a formulacdo de politicas publicas
ambientais mais rigorosas, principalmente na Regido Metropolitana da Grande Vitoria, devido

a grande ocorréncia de atividades siderurgicas e metalirgicas. Adicionalmente, a adocao desse
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conjunto de medidas pode servir como um mecanismo de protecdo e conservacdo da
biodiversidade, com destaque para os anfibios, que a nivel mundial sdo considerados os

vertebrados mais ameagados de extingao.
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