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RESUMO

A poluicao atmosférica € uma grande preocupacao atual, pois além de afetar a saide humana,
pode também trazer efeitos negativos a fauna e flora. Este tipo de polui¢do é originado da
queima de combustivel e as producdes industriais, por exemplo, podendo dar origem ao
chamado material particulado atmosférico (MPA), popularmente conhecido como “p0 preto”.
Tendo em vista as possibilidades da formacdo desse MPA, torna-se necessaria a avaliacdo do
conteddo desse material, bem como os efeitos que podem causar nos organismos aquaticos.
Girinos de ra-touro, Aquarana catesbeiana, foram expostos ao material particulado atmosférico
sedimentavel, MPA-Se (1g L?, 96h) para analise de metal/metaldide e de biomarcadores
bioquimicos (de estresse oxidativo, de neurotoxicidade e de metabolismo). Ap6s 96h de
exposicao, a 4gua do MPA-Se continha 18 dos 28 metais/metaldides detectados no MPA. Ferro
(Fe>®) e aluminio (Al) foram os que apresentaram maiores concentracdes, crémio (Cr),
manganés (Mn), chumbo (Pb) e cobre (Cu) aumentaram de 10 a 20 vezes, titanio (Ti), vanadio
(V), estroncio (Sr), rubidio (Rb), cadmio (Cd), estanho (Sn) e niquel (Ni) aumentaram de 1 a 3
vezes em relacdo ao controle. A bioacumulacdo de metais/metaldides na dgua de exposicdo
variou significativamente entre os 6rgaos, com o musculo e o figado apresentando as maiores
concentragcfes de metais, seguidos pelo cérebro. A lipoperoxidagdo (LPO) e o malondialdeido
(MDA) aumentaram apenas no musculo, enquanto as proteinas carboniladas (PC) aumentaram
no figado e no cérebro. Em relacdo a enzima 6xido nitrico sintase (NOS), houve aumento no
figado e no cérebro no grupo exposto ao MPA-Se. A atividade da catalase (CAT) diminuiu no
figado e nos masculos, enquanto a atividade da glutationa peroxidase (GPx) aumentou no
figado e nos rins e diminuiu no masculo. A glutationa S-transferase (GST), responsavel pela
desintoxicacdo, aumentou no figado e diminuiu nos musculos e nos rins. A atividade da
colinesterase (ChE) aumentou apenas no musculo. Os resultados indicam estresse oxidativo,
devido a oxidacdo catalisada por metais, presentes do MPA-Se. No que se refere ao
metabolismo houve aumento das enzimas piruvato quinase e fosfofrutoquinase (PK e PFK) no
figado, ja no masculo houve um aumento na hexoquinase (HK) e uma diminui¢do na malato
desidrogenase (MDH), enquanto para o cérebro houve um aumento, o metabdlito triglicerideo
diminuiu no figado e cérebro, aumentou no mdusculo. Ja as aminotransferases: alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) aumentaram no mausculo,
enquanto a fosfatase alcalina, (ALP), a lactato desidrogenase (LDH) e a glicose apresentaram
alteracdes apenas no cérebro e a proteina ndo teve diferenca significativa. Com esses resultados
é possivel verificar um quadro de estresse oxidativo pela presenca dos metais, componentes do
MPA. Assim, os resultados permitem demonstrar os efeitos deletérios do MPA-Se no ambiente
aquatico, afetando negativamente os girinos de ra-touro, por causar estresse oxidativo induzido
pelos metais nele incorporados. Esse efeito pode ser evidenciado pelas respostas dos
biomarcadores bioguimicos investigados nos diferentes 0rgaos.

Palavras chave: po-preto, anuros, marcadores de estresse, metabolismo, ecotoxicidade.



ABSTRACT

Air pollution is a major concern today, as it not only affects human health but can also have
negative effects on fauna and flora. This type of pollution originates from fuel combustion and
industrial production, for example, and can give rise to the so-called atmospheric particulate
matter (MPA), popularly known as “black dust”. Given the possibilities of this MPA formation,
it is necessary to evaluate the content of this material, as well as the effects it can cause on
aquatic organisms. Bullfrog tadpoles, Aquarana catesbeiana, were exposed to the sedimentable
atmospheric particulate matter MPA-Se (1g L, 96h) for analysis of metal/metalloid and
biochemical biomarkers (oxidative stress, neurotoxicity and metabolism). After 96h of
exposure, the water in the MPA-Se contained 18 of the 28 metals/metalloids detected in the
MPA. Iron (Fe®) and aluminum (Al) showed the highest concentrations, chromium (Cr),
manganese (Mn), lead (Pb) and copper (Cu) increased 10 to 20 fold, titanium (Ti), vanadium
(V), strontium (Sr), rubidium (Rb), cadmium (Cd), tin (Sn) and nickel (Ni) increased 1 to 3 fold
compared to the control. The bioaccumulation of metals/metalloids in the exposure water varied
significantly among the organs, with the muscle and liver showing the highest concentrations
of metals, followed by the brain. Lipid peroxidation (LPO) and malondialdehyde (MDA)
increased only in the muscle, while carbonyl proteins (PC) increased in the liver and brain.
Regarding the enzyme nitric oxide synthase (NOS), there was an increase in the liver and brain
in the group exposed to MPA-Se. Catalase (CAT) activity decreased in the liver and muscles,
while glutathione peroxidase (GPx) activity increased in the liver and kidneys and decreased in
muscle. Glutathione S-transferase (GST), responsible for detoxification, increased in the liver
and decreased in muscles and kidneys. Cholinesterase (ChE) activity increased only in muscle.
The results indicate oxidative stress due to oxidation catalyzed by metals present in MPA-Se.
Regarding metabolism, there was an increase in the enzymes pyruvate kinase and
phosphofructokinase (PK and PFK) in the liver, while in muscle there was an increase in
hexokinase (HK) and a decrease in malate dehydrogenase (MDH), while in the brain there was
an increase, the triglyceride metabolite decreased in the liver and brain, increased in muscle.
The aminotransferases: alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST)
increased in the muscle, but alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH), and
glucose showed changes only in the brain and the protein showed no significant difference.
With these results, it is possible to verify a picture of oxidative stress due to the presence of
metals, components of MPA. Thus, the deleterious effects caused by MPA to tadpoles could be
identified by biomarkers. Thus, the results contribute to the understanding that MPA-Se has a
deleterious effect on the aquatic environment, negatively affecting bullfrog tadpoles, in
different ways and levels in relation to the organs analyzed.

Keywords: black dust, frogs, stress markers, metabolism, ecotoxicity.
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1. Introducéo

As atividades antropicas tém impactado seriamente e de forma constante 0 meio
ambiente, visto que sdo alvos da poluigdo produzida por indudstrias, agronegécio, queima de
combustiveis e 0 aumento constante da utilizacdo de veiculos e transportes automotores
(Rodrigues, 2006, Gokul et al., 2023; Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo -
CETESB, 2024), modificando a qualidade do ar, &gua e consequentemente, afetando a salde
de seres humanos, fauna e flora das regides afetadas (Oliveira, 2017; Souza, Sadauskas-
Henrique, 2022).

No que se refere a qualidade do ar, a poluicdo atmosférica pode acontecer em
decorréncia da formacdo de material particulado (MP) a partir de gases como o didxido de
enxofre (SO>), didxido de nitrogénio (NO2), mondxido de carbono (CO) e agrotoxicos (WHO,
2005), além de complexos proteicos e materiais organicos, incluindo hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHSs), sendo uma mistura complexa de particulas de diversos
tamanhos, formas e composicéo quimica (Schneider, et al. 2005; Naav et al., 2020; Bhattarai
et al., 2024). O MP também pode levar a contaminacéo terrestre (Alves et al., 2015) e aquatica
(Boonyatumanond et al., 2006; Kowalski et al., 2016; Sousa, Sadauskas-Henrique, 2022). De
acordo com Anderson et al. (2012) e o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA
491/2018) os MP sdo classificados em diferentes tamanhos: particulas totais em suspensao
(PTS), com diametro inferior a 50 um; MP1q: particulas inalaveis, com diametros geralmente
de 10 um e menores; e MP2s: particulas finas inalaveis, com diametros geralmente de 2,5 pm
e menores e particulas sedimentaveis, que constituem as particulas que se depositam nas

superficies.

No Brasil, o Material Particulado Atmosfércio (MPA) tem grande influéncia das
atividades minero-siderurgicas, as quais em sua maioria sdo desenvolvidas em areas populosas,
levando os moradores ao contato com material metalico ali processado (Cakmak et al., 2014;
Santos et al., 2017), como é possivel notar na cidade Vitoria-ES, onde a populacdo vem
sofrendo com a deposigcdo desse MPA diariamente emitido pelas empresas localizadas nos
complexos portuérios alocados na regido. Desta forma, a contaminacdo via particulas
atmosféricas tem impacto na populacdo local que pode absorver o material diretamente via
respiracéo (Santos; Reis, 2011; Cakmak et al., 2014; Vanos; Hebbern; Cakmak, 2014; Santos

et al., 2017). O MP, que se deposita nas superficies, denominado de material particulado
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atmosférico sedimentavel (MPA-Se), pode ser dissociado em meio liquido em metais e
nanoparticulas metalicas (Arrivabene et al., 2015; Souza et al., 2021a; Souza et al., 2021b;
Souza et al., 2021c; Fan et al., 2023) e ter efeitos nos ecossistemas aquaticos, sendo ingerido e
acumulado nos tecidos de organismos aquaticos (Kowalski et al., 2016; Sousa, Sadauskas-
Henrique, 2022; Arrivabene et al., 2015; Soares et al., 2022; Gokul et al., 2023). Entretanto,
estudos sobre os efeitos que 0 MPA-Se podem causar no ambiente aquético e na biota ainda
sdo escassos (Fan et al., 2023; Duarte et al., 2023; Fortes et al., 2023; Monteiro et al., 2023;
Souza et al., 2023; Soares et al., 2024). Por exemplo, espécies metalicas do MP transportadas
pelo ar podem induzir a formag&o de espécies reativas de oxigénio (EROs) provocando estresse
oxidativo em diferentes organismos de diversos ambientes, (Magnani et al., 2016; Shuster-
Meiseles et al., 2016; Moretti et al., 2019) e, no ambiente aquatico efeitos em girinos, como
estresse oxidativo, (da Costa et al., 2024; Fernandes et al., 2024) e peixes (Souza et al., 2019;
Souza et al., 2020; Souza et al., 2021b).

O processo de estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a producao
de EROs e de nitrogénio (ERNSs), sua eliminagdo do organismo pelos sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos (Ferreira et al., 2010; Lushchak, 2014). Tanto as EROs como as
ERNs desempenham papel fisioldégico no organismo, na sinalizacdo celular, na apoptose e na
resposta imunoldgica a agentes patogénicos (Vasconcelos et al., 2007). O contaminante,
especificamente o MP, em contato com o organismo pode iniciar um processo fisiopatoldgico
que pode gerar o estresse oxidativo com demanda de energia (Radhakrishnan, Hemalatha, 2009;
Carvalho et al., 2012, 2015). Os processos metabdlicos de uma maneira geral exibem uma
estreita relacdo com as condicbes em que o ambiente se encontra, como baixas/altas
temperaturas, escassa disponibilidade de alimento ou de recursos hidricos, além da presenca de
xenobidticos que alteram a atividade de enzimas e concentragdes de metabdlitos (Bicego et al.,
2007; Zena et al., 2016; Longhini et al., 2017). A atividade das enzimas glicoliticas
hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase (PFK) e lactato desidrogenase (LDH) pode ser afetada
por exposicao a metais (Levesque et al., 2002; Moniruzzaman et al., 2020). Estas enzimas sdo
essenciais na manutencao do aporte energeético e na manutengéo dos tecidos e, alteracfes na sua
atividade podem prejudicar o desenvolvimento, crescimento, sobrevivéncia e reproducéo de
organismos aquaticos (Levesque et al., 2002; Chagas et al., 2020; Zhou et al., 2022; Gashkina,
2024; Zhang et al., 2024).

Essas enzimas podem ser observadas em anfibios, que séo sensiveis a presenca de

contaminantes no ambiente, ja que apresentam pele vascularizada devido a respiracao cutanea
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realizada por esses animais (Wolkovicz et al., 2013). A utilizacdo da espécie Aquarana
catesbeiana (syn. de Lithobates catesbeianus, Shaw 1802) como bioindicador se da pela
facilidade experimental, visto que é uma espécie de facil manutencéo laboratorial e adaptacéo,
onde seus individuos tem bons tamanhos para experimentagéo, na fase larval podem chegar a
12 cm e na fase adulta a 30 cm, sendo um organismo modelo utilizado para avaliagéo de efeitos
deletérios em ensaios ecotoxicoldgicos, devido o seu ciclo de vida bifésico e pele permeével
tanto para contaminagdes terrestres como aquaticas (Ryan, 1980; Braga, 2001; Franca-
Salgueiro, 2013; Chai et al., 2014; Fernandes et al., 2021; Utsunomiya et al., 2022).

Neste sentido, os efeitos da contaminacdo nos organismos por meio da avaliacdo de
parametros bioquimicos e fisiolégicos é importante, pois permite verificar os possiveis
impactos causados pela exposi¢do ao MPA (Duarte et al., 2023; Soares et al., 2024) e verificar
o nivel de dano funcional causado pelo acimulo de constituintes do MPA-Se (Ballesteros et al.,
2009; Franca-Salgueiro, 2013; Gosset; Ferro; Durrieu, 2016; NuRer et al., 2016; Chaousis;
Leusch; Merwe, 2018).
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1.1. Justificativa

O estado do Espirito Santo - ES esta localizado na regido sudeste do pais, tendo como
delimitacdo os estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Bahia, além de ser banhado pelo
oceano Atlantico. Tem como foco econémico a agricultura, extrativismo, importacdo do
minério de ferro para exportacdo, e também industrias siderurgicas e metaldrgicas, o turismo é
bem desenvolvido pela regido litoranea, fazendo com que o comércio tenha grande desenvoltura
(Governo do Estado do Espirito Santo, 2024).

Devido a localizacdo do estado do Espirito Santo a infraestrutura portuaria € muito bem
desenvolvida e utilizada, com cerca de 10 terminais e 2 complexos, 0 Complexo do Porto de
Vitéria e 0 Complexo de Tubardo (CODESA, 2018; Governo do Estado do Espirito Santo,
2024). Sendo uma grande regido metropolitana, o estado também traz grandes, médias e
pequenas industrias, localizadas em uma macrorregido chamada Regido Metropolitana da
Grande Vitdéria (RMGV). As empresas como a Vale e ArcelorMittal, localizadas no complexo
de Tubardo, emitem uma espécie de fumaca metalica chamada pela populacéo local de “pé
preto” (Governo do Estado do Espirito Santo, 2024). Poucos estudos relatam os efeitos do MPA
em peixes (Souza et al., 2019, 2021, Fortes et al., 2023; Monteiro et al., 2023; Soares et al.,
2024) e, em relacdo aos anfibios, ndo € diferente, ha uma lacuna de estudos que relacionam o
MPA aos anfibios (Yang et al., 2020; da Costa et al., 2024, Fernandes et al., 2024). Mostrando
que uma defasagem de informacgdes sobre a relacdo de anfibios e material particulado
atmosférico sedimentavel (MPA-Se), mostrando quais efeitos a exposicdo a esse material

podem causar.

A contaminacdo do ambiente aquatico por metais bem como sua influencia e
toxicidade na biota tem recebido atencdo nas Ultimas décadas da comunidade cientifica e da
populagéo. Diante do exposto, para compreender e verificar as a¢cdes que o0 MPA-Se causa na
biota aquética, este estudo traz as seguintes hipéteses: (1) o MPA contém metais potencialmente
toxicos, em concentracdes superiores ao permitido pela legislagdo brasileira; (2) a presenca do
MPA altera os biomarcadores bioguimicos associados ao estresse oxidativo [Metalotioneina
(MT), Proteinas Carbonilas (PCO), Lipoperoxidacdo (LPO), Substancias reativas ao &cido
tiobarbitirico (TBARS), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa S-transferase (GST),
Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT)], neurotoxicidade [Acetilcolinesterase (AChE)
e oxido nitrico sintase (NOS)] e ao metabolismo [Hexoquinase (HK), Fosfofrutoquinase (PFK),

Piruvatoquinase (PK), Lactato desidrogenase (LDH), Malato desidrogenase (MDH), alanina
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aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), proteina,
glicose e triglicérides)] nos 6rgdos de girinos de ras-touro e (3) os 6rgdos de girinos acumulam

diferentemente 0 MPA-Se de acordo com a fungdo que desempenham.

2. Objetivos
O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar os efeitos da exposi¢do aguda do MPA-

Se nos girinos de ra-touro, Aquarana castebeiana, por meio dos biomarcadores bioquimicos,
além de determinar os metais/metaldides presentes no MPA e no MPA-Se. De forma especifica,

0s objetivos foram:
a) Verificar e identificar metais/metaloides no MPA e no MPA-Sg;

b) Determinar as concentracdes do MPA-Se nos 6rgdos dos girinos de ré-touro,

Aquarana catesbeiana no figado, rim, musculo e cérebro;
c) Avaliar os biomarcadores de estresse oxidativo nos 6rgdos selecionados;

d) Avaliar os biomarcadores de metabolismo e metabdlitos no figado, rim, musculo e

cérebro;

e) Verificar a diferenca de concentracdo do MPA-Se e dos biomarcadores no figado,

rim, musculo e cérebro;

f) Correlacionar os biomarcadores com o MPA-Se e metais/metaloides de sua

composicao;
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3. Fundamentacéo teorica
3.1. Material Particulado Atmosférico (MPA)

O material particulado (MP) é descrito pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana
- US-EPA (2023) como uma combinacao de particulas extremamente pequenas e/ou goticulas
de liquidos, constituido por uma variedade de componentes, tais como &cidos, nitratos, sulfatos,
compostos organicos, metais e particulas de solo ou poeira. A CETESB (2021) descreve o MP
como concentracdo de poluentes formados de poeiras, fumacas e material sélido e liquido que
se mantém suspenso na atmosfera devido o seu pequeno tamanho. A emissdo de MP para a
atmosfera tem origem a partir dos veiculos automotores, processos industriais, queima de
biomassa, ressuspensdo de poeira do solo, entre outros (Junior et al., 2013; Brito, Araljo, Silva,
2018; CETESB 2021).

De composicéo diversificada, 0 MP pode conter poeira mineral, metais, metaloides, sais
marinhos, ions inorganicos solliveis em agua, como os ions Na*, NO3z", SO4%, NH4*, CI-, Ca?*,
Mg?*, K*, compostos organicos como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS),
carbono elementar (Murillo et al., 2013; Zhang et al., 2013; Deshmukh et al., 2013; Daher et
al., 2013; Ancelet et al., 2013). No MP inalavel (MP10) encontram-se prevalentemente em sua
formacgéo: solo suspendido ou poeira advindos da rua; cinzas de combustido incompleta de
carvdo, O0leo e madeira; nitratos/cloretos/sulfatos de reacbes de HNOs, HCI, SO, 6xidos
de elementos da crosta terrestre (Si, Al, Ti, Fe), sais de CaCOs, CaSOs, NaCl, sal
marinho; pélen, fungos, esporos de fungos; fragmentos de faunae flora; desgaste de pneus
e pavimentos de estradas (Wilson et al., 1997; Mendonca, 2010; Souza et al., 2010; Santos,
2018). O MP inalavel fino (MP5) é formado principalmente por ions de sulfato, nitrato, aménio
e hidrogénio; carbono elementar; variedade de compostos organicos; metais, compostos de Pb,
Cd, V, Ni, Cu, Zn, Mn e Fe (Bouh et al., 2010; Gidney et al., 2010; Souza et al., 2010; Brito,
Aragjo e Silva, 2018).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), a partir da resolugdo CONAMA
n° 491/2018, em seu artigo artigo segundo, define poluente atmosférico, padrdo de qualidade
do ar, episodio critico de poluicdo, indice de qualidade do ar (IQAR) que sdo importantes
defini¢cdes acerca do assunto, onde traz também valores dos poluentes que s&o monitorados com
constancia como: Material particulado inalavel (MP1o), Material particulado inalavel fino
(MP2;5), dioxido de enxofre (SO.), didxido de nitrogénio (NO2), 0zénio (O3), fumaga, monoxido

de carbono (CO), particulas totais em suspenséo e etc (BRASIL, 2018).
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Segundo informages do inventario da Regido da Grande Vitoria, as emissdes de MP
minero-siderurgicos correspondem a 68% do MP, 70,4% do MP1o e 71,6% do MP25. Além do
setor industrial, as producdes minerais e a parte da construcdo civil também apresentaram
significativa contribuicéo, 11,0% do MP1o e 7,4% de MP25 (ECOSOFT, 2019).

O estado do Espirito Santo - ES esta localizado na regido sudeste do pais, tendo como
delimitacdo os estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Bahia, além de ser banhado pelo
oceano Atlantico. Tem como foco econdmico a agricultura, extrativismo, importacdo do
minério de ferro para exportacdo, e também industrias siderdrgicas e metaldrgicas, o turismo é
bem desenvolvido pela regido litoranea, fazendo com que o0 comércio tenha grande desenvoltura
(Governo do Estado do Espirito Santo, 2024).

Vaérios estudos demonstraram que as nanoparticulas (NPs), presentes no MPA, podem
se desagregar e serem assimiladas pelas células, tecidos e corrente sanguinea (Gnach et al.,
2015; Bakand; Hayes, 2016; Panzarini et al., 2018; Zhao; Stenzel, 2018; Souza et al., 2019).
Um estudo realizado por Souza et al. (2019) mostrou que o MPA coletado no entorno da cidade
de Vitoria (ES), era formado por aglomerados de particulas de aproximadamente 100 pm, sendo
este MPA a principal fonte de poluicdo atmosférica na area. Além disso, Souza et al. (2019)
demonstraram que as NPs foram incorporadas por diferentes tecidos de uma espécie nativa de
peixe estuarino, Centropomus parallelus. Estes estudos mostram também que, apds a
dissociacdo e fragmentacdo do MPA, ainda ndo se tem conhecimento do destino e dos efeitos

e, tampouco sobre seu impacto nos organismos aquaticos.

3.1.1 Material Particulado Atmosférico Sedimentavel (MPA-Se)

Em relacdo ao MP Atmosférico Sedimentavel (MPA-Se), também nominado poeira
sedimentavel ou particula sedimentavel, segundo a Norma Brasileira NBR 12065 de marco de
1991, Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (ANEXO A), € estabelecido como a
poeira presente na atmosfera, suscetivel a coleta por sedimentacdo livre, composta de particulas
solidas ou liquidas que sejam de forma suficiente grandes para se depositarem no frasco coletor
e a0 mesmo tempo, pequenas para atravessarem a peneira de 0,84 mm (20 mesh) (ABNT, 1991).

O MPA-Se, quando em solucédo de &gua como solvente, ou semelhante, pode se separar
em metais e nanoparticulas metalicas (< 200 nm) contaminando os ambientes e a biota aquatica
do local (De Angelis et al., 2022; Soares et al., 2022), como pode ser exemplificado na Figura
1. Essa dissociacdo na agua facilita o contato com o ecossistema, Vvisto que 0s metais e/ou

nanoparticulas em agua tem absorcao facilitada.
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O “p6 preto”, ou material particulado atmosférico (MPA), depositado no ambiente
aquatico passa a ser denominado de material particulado atmosférico sedimentavel (MPA-Se),
é gerado de atividades como: exportacéo e pelotizacdo de minério de ferro, movimentacédo de
derivados de petroleo e de produtos siderurgicos (ferro, gusa, marmore e veiculos), de recepgéo,
manuseio e armazenagem de gréos e fertilizantes (Governo do Estado do Espirito Santo, 2024).
Em sua constituicdo pode apresentar diferentes tipos de metais/metal6ides como: B, Al, Ti, V,
Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Sn, Ba, La, Ce, Hg e Pb, e particulas com tamanho
<100 nm, sendo caracterizada como nanoparticula (NP) (Souza et al., 2021a; De Angelis et al.,
2022; Galvéo et al., 2023; Monteiro et al., 2023; Fernandes et al., 2024).

Figura 1 — Emissdo e dissociacdo do Material Particulado Sedimentdvel (MPA-Se) no ambiente, sendo

representadas na figura como esferas coloridas, em contato com organismos aquaticos

Fonte: Autora

A deposicdo do MPA-Se na regido do ES é de 16 g/m?, mensalmente (Santos et al.,
2017) ainda que ndo existam normas, leis ou regimentos que especifiquem limites
ambientalmente seguros para deposicao na agua, 0 CONAMA na resolugdo n° 491/18 designa
padrbes para qualidade do ar, com niveis médios méaximos de MP25 sendo 20 pg/m?® porém,
essa norma foi revogada pela resolugdo n® 507/24 em alguns pontos, pretendendo que a
deposicdo chegue na casa 5 pg/m? (até o ano de 2044), se assemelhando ao estabelecido pela
Organizagcdo Mundial da Satde (OMS), que também estabelece 5 pg/m® ambos anualmente.
Enquanto os estados do Espirito Santo no decreto 3463-R de 2013 e Minas Gerais na
deliberacdo normativa n°1/81, estabelecem, por ano, 10 pg/m® para MP2s e o Rio de Janeiro,
por meio do decreto 48668/23 estabelece 20 pg/m?® anualmente. Esse desacordo com as
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legislacGes vigentes, demosntra uma necessidade de adaptacdo e verificacdo do ambientalmente

seguro para seres humanos, fauna e flora.
3.2. Estresse Oxidativo

Devido a sua composi¢do, contendo agentes nocivos o MPA/MPA-Se pode induzir
condigdes prejudiciais aos seres vivos expostos. Por exemplo, pela indugdo ao estresse
oxidativo, podendo acarretar mudancas fisioldgicas e comportamentais, uma vez que 0 estresse
oxidativo é descrito como um desequilibrio entre a producdo de EROS/ERNSs e seu combate se
da por uma resposta do sistema antioxidante dos organismos (Barbosa et al., 2010; Gottlieb et
al., 2011; Vellosa et al., 2021).

Nos vertebrados, a forma utilizada para combater os radicais livres, sdo as vias de
protecdo antioxidante de extrema complexidade, que se originam durante o metabolismo
celular, e também em diversas circunstancias patoldgicas. O estresse oxidativo ocorre quando
essas vias estdo em desequilibrio, resultado da oxidacdo de moléculas bioldgicas (Machado et
al., 2009; Rajedran, 2014; Pisoschi, Pop, 2015).

Os metais podem induzir a geragcdo de EROs, causando o chamado estresse oxidativo,
como exemplo destacam-se as radicalares: hidroxila (HO), superdxido (O2™), peroxila (ROO) e
alcoxila (RO) e as ndo-radicalares: oxigénio (Oz), peroxido de hidrogénio (H202) e &cido
hipocloroso (HCIO), os quais sdo altamente reativos e toxicos para macromoléculas celulares e
podem causar dano oxidativo de proteinas, acidos nucléicos e lipidios (Halliwell, 2000; Valko
et al., 2006; Birben et al., 2012).

Para prevenir, conter ou neutralizar o excesso de radicais os organismos utilizam o
sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico (Figura 2). As enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) compdem o
sistema antioxidante enzimatico e se encarrega, de manter o balanco redox e neutralizar as
EROs. Assim um aumento do estresse oxidativo pode ocasionar a falha desse sistema de defesa
contra as EROs (Birben et al., 2012; Nwani et al., 2016).
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Figura 2 — Esquema de acdo dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos durante a producdo de estresse
oxidativo. Superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR),
glutationa S-transferase (GST), glutationa (GSH), glutationa dissulfeto (GSSG), malondialdeido (MDA),
metalotioneian (MT), colinesterase (ChE), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), fosfato de nicotinamida
adenina dinucleotideo oxidada (NADP+), fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADPH),

acido desoxirribonucleico (DNA) e &cido ribonucleico (RNA).

Ambiente Intracelular
MDA <— —— Peroxidagio liidica,

.0 e s -
Ny O—H N Oxidagio do

DNA e RNA

Oxidagao protéica

Fonte: Autora, adaptado de Ferreira et al., 2009

Portanto, a toxicidade do metal pode levar a alteracbes na regulacdo oxidativa de
enzimas antioxidantes. A SOD e a CAT sdo consideradas a linha de frente do sistema
antioxidante, onde a SOD transforma o radical superoxido em peroxido de hidrogénio (H202)
e oxigénio. Ja a CAT e a GPx impedem o acumulo de H2O>, sendo que a CAT é responsavel
pela degradacdo do H>O», produzido no metabolismo celular e na oxidagdo, formando como
subprodutos agua e oxigénio (Martins et al., 2005). A GPx, é uma enzima presente nos tecidos
animais que catalisa a redugdo do H>O> (em concentragdes mais baixas) e de hidroperoxidos

organicos a agua ou outros produtos menos reativos associados a glutationa reduzida (GSH)
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(Halliwell; Gutteridge, 2007; Pisoschi; Pop, 2015). A GR, é responsavel pela regeneracdo de
GSH, a partir de glutationa oxidada (GSSG), na presencga de coenzima nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) (Deponte, 2013). Estas enzimas protegem o
organismo contra os efeitos adversos do estresse oxidativo atuando diretamente contra as EROs
ou reparando os danos causados por estes radicais (Israr et al., 2011; Deponte, 2013; Rainio et
al., 2013).

A GST participa nos processos de desintoxicacdo e, associada a GSH, ela catalisa a
combinacdo de varios compostos em situacdes que o organismo estiver reagindo formando
compostos mais sollveis em agua para serem excretados (Camargo e Martinez, 2006). Desta
forma, a atividade aumentada das enzimas SOD, CAT e GST pode indicar efeito protetor contra
EROs no organismo exposto ao toxicante prevenindo os efeitos desses radicais (Peltzer et al.,
2013; Sotomayor et al., 2015; Ighodaro; Akinloye, 2017; Lima et al., 2021).

O estresse oxidativo pode levar a formacéao de peroxidos de lipideos ou lipoperoxidagdo
(LPO) e carbonilacdo de proteinas (CP). A LPO é uma reacdo que acontece em cadeia e leva a
oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) e a destruicdo celular, ocasionando o
estresse oxidativo (Van Der Oost et al., 2003). As EROs podem reagir com liga¢des duplas dos
PUFAs para produzir hidroperdxidos lipidicos, como o malondialdeido (MDA), por exemplo,
que é o produto de oxidacdo secundaria dos PUFAs peroxidados, os quais possuem efeitos
mutagénicos e citotoxicos (Sung et al., 2013).

As proteinas carbonilas sdo indicadores de dano oxidativo grave nas proteinas celulares,
por serem quimicamente estaveis. Assim, as alterac6es da funcdo celular, muitas vezes causadas
por xenobidticos que induzem a producdo de EROs, sdo resultantes da oxidacdo das moléculas
de proteinas (Modesto, Martinez, 2010; Georgescu et al., 2018).

As metalotioneinas (MTs) estdo inseridas em uma familia de proteinas que participam
do processo de regulacdo do Zn e do Cu e sdo induzidas pela exposi¢do a metais (Falfushynska
et al., 2015). Elas séo caracterizadas por sua baixa massa molecular e podem ser encontradas
em diversos organismos do Reino Animal (Loumbourdis et al., 2007). Sua caracteristica
principal se encontra na composi¢do de cisteina em proporcao elevada (cerca de 30%), que
permite sua ligacdo aos metais, impedindo ou diminuindo a formagao de EROs em vertebrados
(Van der Oost et al., 2003; Loumbourdis et al., 2007; Falfushynska et al., 2015). Devido as
suas caracteristicas, as MTs estdo de forma frequente envolvidas na funcdo de desintoxicar
elementos metalicos e manter a homeostase intracelular (Albugquerque, 2007; Azevedo et al.,
2021). Desta forma, as MTs sinalizam a presenca de metais e podem ser indicadores

importantes de contaminacao e ativacao de vias de depuracéo.
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A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima que hidrolisa a acetilcolina (ACh), em
colina e acido acético. A ACh é um neurotransmissor que atua nas sinapses nervosas
controlando os movimentos musculares e prevenindo a superestimulacdo pos-sinaptica. Devido
a sensibilidade aos metais, a sua atividade pode ser inibida, possibilitando a verificagdo dos
primeiros efeitos da contaminagdo nos organismos, como descrito em moluscos bivalves
(Albuquerque, 2007; Azevedo et al., 2021; Dos Santos et al., 2022). Outros contaminantes
ambientais também demonstraram efeitos sobre a atividade da AChE, como Boccioni et al.
(2022) analisaram a toxicidade do glifosato e glufosinato de amdnio em girinos de forma
individual e combinada, mostrando que os niveis de AChE aumentaram quando expostos ao
glifosato. Peluso et al. (2023) que analisaram o impacto causado pela agropecuéaria em Rhinella
arenarum, e verificaram que os biomarcadores de neurotoxidade apresentaram valores
alterados em diferentes pontos de um riacho, em Buenos Aires, indicando um efeito
neurotoxico, pelo aumento da AChE. Portanto, a atividade da AChE constitui um importante
indicador de neurotoxicidade em organismos.

A enzima éxido nitrico-sintase (NOS) sintetiza o radical livre 6xido nitrico (NO) com o
consumo de NADPH e O2 (Knowles et al., 1994; Feihl et al., 2001). O NO atua em importantes
processos fisiologicos como transmissdo neural, regulagdo do ténus, crescimento entre outros
(Dimmeler et al., 1997; Kanwar et al., 2009). Entretanto, o0 NO pode reagir rapidamente com
outros radicais, tais como 0 oxigénio e o anion superoxido e também com metais de transicdo
(Fe?*- NO*) produzindo ERNs [N2Os, dioxido de nitrogénio - NOz, NOz, NOs, anion
peroxinitrito (OONO'] e adutos metal-nitrosil (Miranda et al., 2000; Wink et al., 2001,
Arasimowicz, Floryszak-Wieczorek, 2014).

3.3. Metabolismo

Como a formacdo de EROs/ERNs ocorre de forma natural nas células, pode haver
interferéncias desses radicais livres nesse metabolismo, definido como toda reacéo bioguimica
que ocorre no interior da célula, podendo envolver micro e macromoléculas para otimizagéo
desse processo, que pode ser classificados em anabolismo e catabolismo (Silverthorn, 2003a;
Widmaier; Raff; Strang, 2013a; Simdes et al., 2014).

A manutencdo de energia nas células envolve a participacdo de enzimas que realizam
reacOes de sintese (anabolismo) e de degradacdo (catabolismo) (Figura 3). Estas reagdes
envolvem mobilizacdo de glicogénio, glicose, lipideos e proteinas levando a formacdo de
trifosfato de adenosina (ATP) (Motta, 2003; Geurden et al., 2007; O’neill, Kishton, Rathmell,
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2016; Nelson, Cox, 2018). As enzimas regulatérias, hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase
(PFK) e piruvato quinase (PK) regulam a velocidade das reagdes da via glicolitica, catalisam
reacOes irreversiveis e suas atividades sao controladas por substratos, produtos metabdlicos e
coenzimas (Berg et al., 2002; Hermann-Kleiter et al., 2008; Lima et al., 2019; Olson et al.,
2019; Yang et al., 2022).

Figura 3 — Esquema grafico da acdo das enzimas do metabolismo e metabdlitos como glicose e triglicerideos.
Hexoquinase (HK), glicose-6-fosfato (G6P), adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), frutose-6-
fosfato (F6P), fosfofrutoquinase (PFK), gliceraldeido-3-fosfato (G3P), 3-fosfoglicerato (3PG), fosfoenolpiruvato
(PEP), piruvatoquinase (PK), lactato desidrogenase (LDH), nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
(NADH), malato desidrogenase (MDH), acetilcoenzima A (AcetilCoA).
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A oxidacdo da molécula de glicose ocorre na maioria dos seres vivos sendo a principal
fonte de energia. As hemécias e células nervosas, por exemplo, utilizam, exclusivamente, a
glicose para producéo de energia (Campbell, 2004). A utilizacdo da glicose (glicolise) ocorre
primeiramente no citosol por acdo da enzima hexoquinase (HK). A HK fosforila a glicose com
0 consumo de uma molécula de ATP e producdo de glicose-6-fosfato e ADP (Gonzélez Alvalez
et al., 2009; Nelson; Cox, 2018), a glicose-6-fosfato, é utilizada como substrato em varias vias
metabolicas (Li et al., 2014). As enzimas fosfofrutoquinase (PFK) e piruvatoquinase (PK)
regulam a glicolise na fase inicial e na fase final, respectivamente. A PFK é responsavel por
catalisar a fosforilagdo da frutose-6-fosfato utilizando uma molécula de ATP e a PK realiza a
transferéncia catalitica de um grupo fosfato do fosfoenolpiruvato (PEP) para o ADP, formando
uma molécula de piruvato e uma de ATP (Nelson; Cox, 2018). Essas trés enzimas citadas a
cima (HK, PFK e PK) atuam no controle da via glicolitica, sendo reguladas pelos seus
substratos, cofatores e produtos (Mulukutla et al., 2010; Sola-Penna et al., 2010). VVariagGes no
nivel de atividade destas enzimas sdo observadas em estudos com peixes, relacionados a
pertubacdes ambientais. Os organismos demonstram implicagcfes como prejuizos na sua via
metabolica com efeitos na demanda energética devido a exposicao a xenobidticos (Treberg et
al., 2007; Polakof et al., 2012; Mulukutla et al., 2014).

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima que néo participa da via glicolitica, mas
atua no piruvato que é o ultimo substrato formado nesta via (Nelson; Cox, 2018). A LDH
catalisa de forma reversivel, a reacdo de transformacdo do piruvato em lactato com oxidagéo
da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida/oxidada (NADH+H*/NAD™), a qual
vai doar ou receber ions hidrogénio (Motta, 2000; Nelson; Cox, 2018). A forma oxidada da
coenzima é essencial para a complementacdo da via glicolitica para a formacdo de 1,3
difosfoglicerato a partir de gliceraldeido 3-fosfato dando continuidade na glicolise na auséncia
de oxigénio (Nelson; Cox, 2018). Outra enzima importante no metabolismo é a malato
desidrogenase (MDH), que catalisa a interconversao de malato e oxaloacetato com reducéo
concomitante de NAD™ ou oxidacdo de NADH, esta enzima pode atuar tanto em condicdes
aerobias (malato-oxalacetato) como anaerdbias (oxalacetato-malato) (Ribeiro et al., 2015).
Ademais, a MDH também pode participar nas vias de sintese de lipideos (lipogénese) e na nova
sintese de glicose (gliconeogénese) (Almeida et al., 2016; Nelson; Cox, 2018; Chagas et al.,
2020).

Os triglicerideos, formados por glicerol e acidos graxos, representam reservas

energéticas que se acumulam, principalmente, no tecido adiposo (Campbell, 2004). Pesquisas
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demonstraram que variagdes nas concentracdes de triglicerideos podem estar associadas a um
transtorno no metabolismo de gorduras devido a presenca de contaminantes ambientais em
anfibios (Higley et al., 2013; Medina et al., 2016; Chagas et al., 2020). No estudo de
Utsunomiya et al. (2022), foi demonstrado que girinos de ra-touro expostos a agua do Rio
Sorocaba em periodos diferentes do ano, apresentaram diminuicdo de triglicerideos no figado
no inverno, enquanto no verdo aumentaram. Os autores atribuiram estas variacfes a presenca
dos metais no rio com aumento na producdo de ATP para auxiliar nos processos de

desintoxicacao.

As enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) atuam
na transferéncia reversivel dos grupamentos amina dos aminoécidos para o alfa-cetoglutarato,
formando o &cido glutdmico e piruvato ou oxaloacetato. Essas rea¢@es sao essenciais na sintese
e degradacdo de aminoacidos e atuam em associa¢do com o metabolismo dos aminoécidos e
carboidratos (Motta, 2003; Peltzer et al., 2024) tendo efeitos indiretos no metabolismo das
proteinas e dos carboidratos. A AST, anteriormente chamada de transaminase glutamico-
oxalacética (GOT), é responsavel por catalisar a transaminacdo de aspartato e 2-cetoglutarato
em oxalacetato e o glutamato de forma reversivel, enquanto a ALT ou glutamato-piruvato
transaminase (GPT), transfere grupos amina da alanina para o cetoglutarato, produzindo o
glutamato e o piruvato. Estas enzimas estdo principalmente ligadas ao figado e exercem um
papel essencial no metabolismo da glicose e na desintoxicacédo de radicais (Kumar et al., 2018;
Peltzer et al., 2024). O aumento na atividade destas enzimas pode indicar danos nos tecidos
devido a um estresse oxidativo provocado pela presenca de contaminantes no ambiente
(Prashanth; Neelagund, 2008; Loteste et al. 2013; Attademo et al., 2021). Destacam-se 0S
estudos com o peixe, Pangasius hypophthalmus expostos a altas concentrac6es de Se (4,5a6,0
mg/L) e Se-NPs (2,5 a 4,0 mg/L) que tiveram alteracdo na atividade da ALT e AST e alteragdes
histopatolégicas no figado e branquias (Kumar et al., 2018) e em girinos de Rhinella arenarum
expostos ao Li (2,5 a 20 mg/L, 7 a 14 dias) que apresentaram aumento da ALT e AST (Peltzer
et al., 2024). Outros estudos relataram atividades aumentadas de AST e ALT, em peixes apds
exposicdo ao nitrato de chumbo, um metal potencialmente toxico e ao herbicida Roundup
(Malarvizhi et al., 2012; Mary et al., 2014; Panetto et al., 2019).

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima que hidrolisa ésteres de acido fosforico em
ambiente alcalino. A ALP tem papel importante na imunidade ndo especifica e alguns estudos
relacionam a sua atividade como biomarcador de deteccao dos lisossomas e poluentes (Mazorra

et al.,, 2002; Han et al., 2020). Por exemplo, girinos de Rhinella arenarum expostos a
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microplasticos, como polietileno e tetrabromobisfenol, (por 30 dias) tiveram uma ampliagdo da
sua atividade da ALP (Attademo et al., 2022). Outros estudos demonstraram também a
participacdo da ALP nos processos de regeneracao da cauda de girinos, Rhinella marina (syn.
de Bufo marines) (Junqueira, 1950) e em Rana pipiens (Fry et al., 1973). Colosio et al. (2021)
demonstraram que a ALP atua nos diferentes locais do 0sso e estagios de vida de girinos e
adultos de Aquarana catesbeiana. Os resultados destes estudos sugerem uma relagédo entre a
ALP, crescimento, regeneracdo das caudas e ossificacdo nos processos de metamorfose dos

anfibios.

3.4. Modelo Experimental

Os anuros séo considerados importantes bioindicadores da qualidade do ambiente, por
apresentarem ciclo de vida bifésico, com alternancia de um estadio larval aquatico para um
adulto terrestre, elevada permeabilidade cutanea com extensa vascularizacdo da pele devido a
respiracdo também cuténea, além da pulmonar, e ovos sem casca permitindo que compostos
quimicos presentes na &gua, solo ou no ar sejam absorvidos mais facilmente (Degarady;
Halbrook, 2006; Vences; Kohler, 2008; Catenzzi, 2015; Brodeur; Candioti, 2017). Devido a
essas caracteristicas descritas, associadas a capacidade de bioacumulacao e a sensibilizacdo em
relacdo ao ambiente em que vivem, esses animais sdo bons bioindicadores, adequados em
fornecer informacdes sobre as condi¢Ges dos ambientes em que vivem (Ankley; Johnson, 2004;
Kloas; Lutz, 2006; Hoover et al., 2017; Cui et al., 2018; Calderon et al., 2022).

Os anfibios pertencem ao grupo de vertebrados e esta € subdividida em trés ordens: a
anura, a caudata, e a gymnophiona (apoda) (Frost, 2011). A Ordem Anura, localizada no quarto
nivel da piramide taxondmica da Figura 4, onde estdo inseridos 0s sapos, as ras e as pererecas,
é caracterizada pela auséncia de cauda e por apresentar membros posteriores alongados, que 0s
auxiliam na locomocao por saltos. Na Ordem Gymnophiona, conhecidos como cobras-cegas ou
cecilias, estdo os anfibios de corpo alongado, com muitos anéis corporais e auséncia de
membros. J& na Ordem Caudata, temos os anfibios com quatro membros e cauda longa (as
salamandras e os tritdes) (Jenkins et al., 2013; AmphibiaWeb, 2024; Frost, 2024; Segalla et al.,
2024). Os anfibios da ordem anura tém um ciclo de vida em que estagios como a fase larval,
sd0 necessariamente aquaticos, tornando-os susceptiveis aos contaminantes presentes nos
corpos hidricos (Duellman; Trueb, 1986; Kloas; Lutz, 2006; Verdade et al., 2010; Lin et al.,
2015; Marcantonio et al., 2022; Murthy et al, 2022).
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Figura 4 - Pirdmide taxon6mica indicando a localizacdo da Ordem Anura e posicdo da espécie Aquarana

catesbeiana.

Espécie: _Aquarana catesbeiana

F|Io. Chordata %»@ %

Fonte: Autora

Dentre os vertebrados ectotérmicos, os anfibios anuros integram um grupo diversificado
no que se refere a morfologia, fisiologia e comportamento, além de serem encontrados em
diferentes habitats (Wells, 2007). Por serem animais que apresentam baixa mobilidade, girinos
se locomovem basicamente pela natacdo tanto para obtengdo de alimento quanto para a fuga
contra a predacdo, sdo vulneraveis a presenca de diversos contaminantes ambientais. Além
disso, a metamorfose no final da fase larval envolve transformacdes bioquimicas, fisioldgicas
e comportamentais que preparam o animal para a vida terrestre (Denver, 2013; Wake; Koo,
2018). Um animal debilitado, pela presenca de contaminantes no meio aquético na fase larval,
poderéa apresentar alteracdes no processo de metamorfose para a vida terrestre.

A rd-touro, A. catesbeiana (Figura 5) encontra-se distribuida pelo territorio brasileiro,
tanto em producgdes comerciais de ranicultura, ou na natureza. Em relacdo ao ponto de vista
experimental, é de facil manutencdo em cativeiro e para a experimentacdo animal (Franca-
Salgueiro, 2013; Londero et al., 2019). Diante disso, girino de ra-touro é um modelo adequado
para pesquisas em ecotoxicologia no que se refere ao grupo dos anfibios, para os quais 0s
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estudos ainda sdo poucos, € evidente que houve um aumento da utilizacdo de anfibios como
bioindicadores mas se comparados com outros organismos, ainda é possivel notar uma
defasagem, de 2020 para 2025 encontra-se uma média de 35 artigos publicados por ano
utilizando anfibios (Hayes et al., 2010; PubMed, 2025).

Figura 5 - Girino de ré-touro, Aquarana catesbeiana no estagio 25 de Gosner
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Fonte: Autora

Além do exposto, outra motivacdo do estudo esta no declinio populacional de anfibios,
que tem ocorrido ao longos dos anos e pode ser explicado por diversos fatores como: a
modificacdo e divisdo do habitat natural com outras espécies (Melstad, Shaffer, 2015; Rocha
et al., 2020), elevacéo da radiacdo UVB na terra (Franco-Belussi et al., 2018; Londero et al.,
2019; Lundsgaard et al., 2020), aquecimento global (Brum et al. 2013), as recorrentes
contaminag¢fes no meio ambiente, com diversos tipos de xenobi6ticos inseridos no meio

ambiente pela agdo antrépica (Veronez et al., 2016; Ma et al., 2019; Meter et al., 2019), além
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da predacdo, superexploracdo e mortalidade de individuos por doencas (Hayes et al., 2010).
Sendo considerado o grupo, dentro dos vertebrados, mais ameacado (Cordier et al., 2020).

4. Materiais e Métodos

4.1. Obtencdo de amostras de material particulado atmosférico (MPA)

O MPA (0 p6 preto), foi coletado na Ilha do Boi (20°17'03.8"'S, 40°14'24.9"W) (Figura
6), Vitoria, ES (onde ha acdo direta do MPA emitida pelo Complexo de Tubaréo), com o auxilio
da Organizacdo Ndo Governamental Juntos SOS Ambiental e levado ao Laboratério de
Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da
UFSCar, campus Sao Carlos. As amostras de MPA foram coletadas a 20 m do solo em 30 dias
consecutivos. Posteriormente, as amostras foram separadas em 8 fragdes (425-250 pm) a saber:
250-150 um, 150-75 pm, 75-45 pm, 45-32 pm, 32-22 pm, 22-10 pm e <10 pm (definido como
MP10) (ANEXO 1).

Figura 6 - Localizacdo da llha do Boi no municipio de Vitéria, estado do Espirito Santo (ES), Brasil (20°18'32"S,
40°16'33"0).

Fonte — Google Maps

4.2. Coleta e manutencdo dos animais em Laboratdrio
Girinos de ra-touro, A. catesbeiana, foram obtidos do ranario RANAMAT, localizado

no municipio de Matdo-SP (21°39°03,18”S, 48°23°12,61”°0). Os animais foram acondicionados
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em sacos plasticos com capacidade de 80 L e imediatamente transportados para o laboratério
de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa (DCF) do Campus de S&o Carlos da UFSCar.

Os animais (N=120) foram mantidos em tanques com capacidade de 500 L para
aclimatacdo, no periodo de 7 dias e atingir o estagio 25 de Gosner, com temperatura e
alimentacdo controladas, até o inicio da exposicdo. Os testes compreenderam dois grupos,
controle e exposto a0 MPA-Se (1 mg L, 96h) mantidos em aquarios de 200 L de agua
declorada, contendo 50 animais por aquario (Figura 7). Os aquéarios foram mantidos em
temperatura controlada (25 + 1 °C), aeracio constante (> 6 mg Oz L), fotoperiodo natural (de
aproximadamente 12h luz;12h escuro) e protegidos de disturbios externos. Os experimentos
(controle e expostos) foram realizados em sistema estatico durante 96h e em triplicata. A

alimentacéo foi interrompida 48h antes do inicio do experimento.

Figura 7 — Esquema de aclimatacdo e exposi¢do dos girinos de ra-touro, Aquarana catesbeiana, ao material

particulado atmosférico sedimentavel (MPA-Se), no periodo de 96h.
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Completo o periodo de exposicao, os animais foram anestesiados com benzocaina por
imersdo 0,01%, em seguida foram descerebrados para coleta dos 6rgdos para as analises de
MPA, e para analises bioquimicas, neste caso os 6rgaos foram congelados em nitrogénio liquido
e mantidos a -80 °C. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
estabelecidas pela American Society for Testing and Materials - ASTM (2000), e aprovada pela
CEUA n° 4046210222 em 07/03/2022 (ANEXO 2).

4.3. Analise do material particulado atmosférico (MPA)

A identificacio e quantificagdo quimica dos elementos B, Al, V, Cr, Mn, Fe*, Ni, Cu,
Zn, As, Se, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Ag, Cd, Sn, Ba, La, Se, Ta, W, Hg?®, Pb, Bi foram verificadas
em cada fracdo do MPA. As analises foram feitas em triplicata. A identificacdo dos elementos
foi feita utilizando espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) no
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos na Universidade Nacional de Cordoba
(Cordoba, Argentina). O controle de qualidade foi efetuado utilizando material de referéncia
certificado e amostras preparadas com a adi¢do de quantidade conhecida do analito a ser medido
na matriz (“spiked sample”).

4.4. Analise do material particulado sedimentavel (MPA-Se) na agua

Cerca de 5 mL de agua foram coletadas, tanto do aquario do grupo controle como do
grupo experimental, e acidificadas com &cido nitrico P.A. na razdo de 2% do volume total. Em
sequida, foram filtradas em filtros de nitrocelulose 0,45 um, transferidas para criotubos e
acondicionadas a 4 °C até o0 momento da analise em ICP-MS. O N amostral para esta analise
foi 3 para cada amostra de agua.

4.5. Analise do material particulado sedimentavel (MPA-Se) nos tecidos

Os tecidos foram pesados, liofilizados e triturados individualmente, transferidos para 0s
frascos especificos onde foram acrescidos 250 uL de perdxido de hidrogénio, 750 uL de acido
cloridrico destilado e 3 mL de acido citrico destilado (P.A.). Apos o periodo de uma hora, foram
aquecidos por 30 minutos a 50 °C e em seguida a temperatura foi alterada para 100 °C e os
frascos contendo o material permaneceram nesta temperatura por 24h. Apds esse periodo 0s
frascos foram retirados do aquecimento e resfriados por 30 minutos em uma capela, o liquido
resfriado foi passado por um filtro, por uma unidade filtradora e transferido para um novo
frasco. A amostra obtida foi pesada, e armazenada em temperatura ambiente para analise em
ICP-MS.

A leitura do MPA na &gua e no tecido permitiu calcular o fator de bioconcentragdo (BC)

de cada metal nos tecidos a partir da formula: BC = concentracdo média de metal no tecido, pg
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gY/concentracdo média do metal na dgua de exposicéo, g L. O N amostral para esta analise
foi 3 para cada amostra de tecido.

4.6. Andlises Bioquimicas
4.6.1. Homogeneizagdo

A homogeneizacéo do figado, musculo, rim e cérebro foi realizada individualmente com
tampé&o PBS (tampéo de fosfato salina, contendo 1,365 M de NaCl, 0,027 M de KCI, 0,054 M
de Na;HPO: (7H20) e 0,018M de KH2PO4), pH 7,2, com o auxilio do homogeneizador
ultraturrax 1IKA 10®. As amostras foram homogeneizadas em 1,0 mL de tampédo de
homogeneizacdo com aproximadamente 0,30 a 0,60 mg de amostra de tecido. Posteriormente,
0 homogeneizado foi centrifugado a 12000g por 20 minutos a 4 °C, e apds o sobrenadante foi
separado em aliquotas (em tubos ou placas) e as amostras foram congeladas a -80 °C para as
diferentes analises bioquimicas. As amostras bioldgicas foram conservadas em gelo e/ou
mantidas sobre superficie gelada para evitar a degradacdo do material analisado no decorrer das
analises bioquimicas. Todas as anélises foram realizadas em triplicatas.

4.6.2. Quantificacdo de Proteinas

A concentracdo de proteina foi avaliada pelo método de Bradford (1976). A albumina
sérica bovina foi utilizada como padréo proteico e os resultados foram expressos como mg de
proteina por mL de acordo com a equacao obtida pela curva a 595 nm. Aliquotas de 10 pL de
cada amostra foram adicionadas nas na microplaca e em seguida cada poc¢o recebeu 250 pL de
reativo Bradford. Para o branco 10 uL do tampdo PBS foi adicionado a microplaca contendo
250 uL de reativo de Bradford.

Para o célculo da concentracdo de proteinas, foi realizada a média das absorbancias,
excluindo o branco e a equacdo da curva padréao obtida foi utilizada para calcular a concentragédo
de proteina de cada amostra.

4.6.3. Biomarcadores de estresse oxidativo

4.6.3.1. Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pelo método descrito por McCord e Fridovich (1969).
Aliquotas de homogenados de tecidos foram adicionadas ao meio de reacdo contendo, Xantina
5 mM, cianeto de potassio (KCN) 0,2 mM, citocromo C 100 mM, xantina oxidase (XOD 50U)
em tampdo fosfato de potéssio a 0,1M, pH 7,8. A variacdo da absorbancia (A) foi lida a 550 nm
durante 6 minutos em intervalos de 15 segundos. O célculo da SOD se baseia na taxa de inibigédo
da mesma sobre a reducédo do citocromo C [100-((AAbs amostra x 100)/ A Abs de referéncia)],

utilizando a taxa de inibicao para obter a unidade de SOD (% de inibi¢cdo/50) e entdo a atividade
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especifica [unidade SOD/volume de amostra x concentracdo de proteina ], tendo seu resultado
expresso por U mg de pt .

4.6.3.2. Atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi avaliada pelo método descrito por Aebi (1984). Aliquotas de
homogenados de tecidos foram adicionadas ao meio de reacdo contendo tampao cloridrato de
tri(hidroximetil)aminometano (TRIS-HCI) 1M, &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5
mM e perdxido de hidrogénio 30 mM. A absorbancia foi lida no tempo total de 2 minutos em
intervalos de 15 segundos, em cubeta de quartzo no comprimento de onda de 240 nm. O
resultado foi obtido por corregdo do volume e expresso em nmol H20, degradado min™t mg de
pt L.

4.6.3.3 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi avaliada pelo método descrito por Flohé e Gunzler (1984).
Aliquotas de homogenados de tecidos foram adicionados ao meio de reacdo contendo Azida
sodica 2 mM, NADPH 0,2 mM, GSH 2 mM, 600 U de glutationa redutase (GR) e perdxido de
hidrogénio 0,5 mM em tampao fosfato de sddio 0,1M, pH 7,0. A atividade foi verificada a 340
nm por 9 minutos com intervalos de 25 segundos. O calculo da atividade da GPx foi a partir da
média das absorbancias retirando o branco, dividido pelo coeficiente de extingdo (¢) do NADH
(6,22 mM™cm™), o resultado expresso por nmol min't mg pt™.

4.6.3.4. Atividade da glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi avaliada seguindo o descrito por Keen (1976). Para o ensaio
aliquotas de homogenados de tecidos foram pipetados no meio de rea¢do contendo GSH 1,5
mM, 2,4-Dinitroclorobenzeno (CDNB) 2 mM em tampdo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,5. A
absorbancia foi lida em 340 nm por 10 minutos em intervalos de 45 segundos. Para o calculo
da atividade de GST foram utilizadas as médias sem o branco, dividido pelo € do CDNB (9,6),
dividido pela concentragéo de proteinas, tendo seu resultado expresso por nmol min*t mg pt 2.

4.6.3.5. Quantificacdo de Lipoperoxidacao (LPO)

A concentracdo de LPO foi avaliada pelo método de oxidacdo do ferro por alaranjado
de xilenol (FOX) de acordo com Jiang (1991). As aliquotas do homogenado de tecido foram
acrescidas de TCA 10% na concentracdo 1:1, mantidas por 5 minutos a temperatura ambiente
e centrifugadas por 10 minutos a 5000g. Em seguida, foram adicionados ao sobrenadante 800
pL do meio de reagdo contendo 47,37 mL de metanol P.A., 1 mL da solug¢dao de laranja de
xilenol dissédico 100 uM (dissolvido em 1 mL de metanol), 125 uL de HoSO4 25 mM, 1 mL

da solucéo de hidroxitolueno butilado (BHT) 4 mM (dissolvido em 1 mL de metanol P.A.) e
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0,5 mL da solucéo de sulfato ferroso amoniacal (FeSO4.NH4) 250 uM (dissolvido em 0,5 mL
H>0O destilada). Para o branco foram utilizados 200 pL de PBS pH 7,2 ¢ 800 puL. de meio de
reacao.

Os tubos contendo as amostras foram mantidos em temperatura ambiente por 20
minutos e agitados por inversdo em intervalos de 3 minutos, centrifugados a 9000g por 10
minutos. Aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram transferidas para a microplaca e as
absorbancias lidas a 570 nm. Para a obtencdo da concentracdo de LPO foi calculada a média
das leituras, excluido o branco. A concentracdo de LPO foi expressa em nmoles por mg de
proteina por mL utilizando-se o coeficiente de extin¢do do BHT de 2,325.

4.6.3.6. Quantificacao de Proteinas Carbonilas (PC)

A concentracdo de PC foi determinada de acordo com o método descrito por Levine
(1994). Nas aliquotas de 200 pL. de homogeneizado foram adicionados 500 pL. do meio de
reacao, que continha 2,4-Dinitrofenil Hidrazina (DNPH) 10 mM em 28 mL de HCI 2 M. Para
0 branco foram utilizados 200 pLL de PBS pH 7,2 ¢ 500 uL de HC1 2 M. Os tubos permaneceram
incubados em banho-maria por 90 minutos na temperatura de 30 a 37 °C, depois de retirados
permaneceram em gelo. A essas aliquotas foram adicionados 700 pL de 4cido tricloroacético
(TCA) 28%, agitadas e centrifugadas a 9000g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
0 precipitado ressuspenso em 1 mL de solucdo etanol-acetato de etila, na concentragéo de 1:1.
Essa solugéo foi misturada e centrifugada a 9000g por 10 minutos. Esses procedimentos foram
repetidos de duas a trés vezes até que o sobrenadante estivesse transparente. O precipitado foi
ressuspenso em 500 pL de solucdo de hidrocloreto de guanidina 6 M. Essa solu¢do foi misturada
e centrifugada a 9000g por 3 minutos.

Aliquotas de 200 puL do sobrenadante foram transferidos para a microplaca e a
absorbancia foi determinada em 370 nm. Para a obtencao da concentracdo de PC, foi realizada
a média das absorbancias e excluido o branco. A concentracdo de PC foi expressa em nmoles
de carbonilas por mg de proteina por mL utilizando-se o coeficiente de extin¢do de 22.000 do
DNPH.

4.6.3.7. Quantificacdo de Espécies Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

A concentracdo de TBARS foi determinada de acordo com método descrito por Federici
et al. (2007). Aliquotas de homogenados de tecidos foram colocadas nas microplacas contendo
BHT 0,01% em tampdo PBS pH 7,2. Em seguida, foi adicionado, TCA 50% e &cido
tiobarbitarico (TBA) 1,3%. A microplaca foi mantida a 40 °C por 80 minutos seguida de dois
ciclos de baixa agitagdo por 5 minutos. As absorbancias foram lidas a 535 nm. Para o branco

foi adicionado 30uL de 4gua destilada no lugar da amostra.
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Para o célculo da concentragdo de TBARS foram determinadas as médias das
absorbancias, excluindo o branco. A curva padrdo do malondialdeido (MDA) foi usada para
determinar a concentragdo de TBARS, os resultados foram expressos em nmol por mg de
proteina.

4.6.3.8. Quantificacao de Metalotioneina (MT)

A concentracdo de MT foi determinada de acordo com o método descrito por Viarengo
(1997). A glutationa reduzida (GSH) foi utilizada como padrdo de conteddo de grupamentos
sulfidrilas (-SH) de acordo com a equacdo obtida pela curva determinada a 412 nm. Aliquotas
de 200 puL do homogeneizado foram transferidos para os tubos eppendorf e adicionados a elas
228 pL da solugdo 1, a qual continha 18,6 mL de etanol absoluto e 1,4 mL de cloroférmio e
centrifugadas por 10 minutos a 6000g. Para o branco foi utilizado 200 pL de PBS e 228 uL da
solucdo 1. Apos essa centrifugacdo, foram transferidos 327 uL do sobrenadante para um novo
tubo e adicionado 1002 L da solucéo 2, que continha 78,26 mL de etanol absoluto e 1,74 mL
de HCI concentrado (~37%), sob agitacdo e centrifugados nas mesmas condigcfes descritas
anteriormente. O sobrenadante obtido foi descartado e o precipitado ressuspendido em 667 pL
da solucéo 3 que continha 47,85 mL de etanol absoluto, 0,55 mL de cloroférmio e 6,6 ml de
tampé&o Tris-HCI a 20 mM pH 8,6. O precipitado ressuspendido nesta solucéo foi agitado e
centrifugado (10 minutos a 6000g). Ao fim dessa etapa, 0 sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi ressuspendido em 34 uL de solugdo NaCl 250 mM e 34 pL de solucdo EDTA-
sodico 4 mM, agitado e adicionado 667 L de solucdo de Ellman (contendo tampao Fosfato de
Sédio 0,2 M e acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) 2,5 mM) (ELLMAN, 1961;
ARAUJO et al., 2016) novamente agitado e centrifugado a 3000g por 5 minutos. Em seguida
200 pL desse sobrenadante foram utilizados para determinacdo da MT a um comprimento de
onda 412 nm. Para o branco, foram utilizados 200 puL de solucdo de NaCl 250 mM e de solucéo
EDTA-sddico 4mM (1:1). Para o calculo da concentracdo da MT foram determinadas as médias
das absorbéncias, excluido o branco. A curva padrdo da GSH foi usada para determinar o
contetdo de —SH. A partir do conteido de —SH foi estimado o contetido de MT, com o resultado
expresso por g de SH por mg de proteina.

4.6.3.9. Atividade da Oxido Nitrico Sintase (NOS)

A atividade da enzima oxido nitrico sintase total (tNOS) foi determinada de acordo com
0 kit E-ELHO753 (Elabscience®, Calbiochem-Novabiochem Corporation, EUA), seguindo a
metodologia do fabricante. O principio deste ensaio baseia-se na medicdo do dioxido de
nitrogénio (NO) produzido na amostra usando Reagente de Griess a 450 nm. A atividade NOS

foi determinada a partir de uma curva padrdo e expresso como pg/mL.
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4.6.4. Biomarcador de neurotoxicidade

4.6.4.1. Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi determinada seguindo o método descrito por Ellman (1961).
Aliquotas de homogenados de tecidos foram adicionados ao meio de reacdo contendo DTNB
0,75 mM e iodeto de acetilcolina 9 mM. A leitura de absorbancia foi a 405 nm por 8 minutos
em intervalos de 45 segundos. O calculo da concentracéo da atividade de acetilcolina foi feito
a partir da variacdo da absorbancia dividido pelo coeficiente de extingdo (€) do 2-nitrobenzoato-
5-mercaptotiocolina (13,6) e dividido pela concentracdo de proteina. A atividade expressa em
pmol.min*mg ptL,

4.6.5. Biomarcadores metabolicos

4.6.5.1. Atividade da Hexoquinase (HK)

A atividade da HK foi determinada de acordo com o descrito por Ueyda e Racker (1965).
Aliquotas de homogenados de tecidos foram adicionados ao meio de reacéo Tris-HCI 100 mM,
pH 7,4 contendo MgCl2 7,5 mM, 0,3 Ul Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH), glicose
25 mM, NADP* 0,55 mM e ATP 36 mM em volume total de 200 pL. A reacdo foi iniciada com
adicdo do NADP" e a absorbancia foi lida em 340 nm por 10 minutos em intervalos de 20
segundos.

4.6.5.2 Atividade da Fosfofrutoquinase (PFK)

A atividade da PFK foi determinada seguindo o descrito por Layzer et al. (1969).
Aliguotas de homogenados de tecidos foram adicionados ao meio de reagdo Tris-HCI 100 mM,
pH 8,2 contendo MgCl, 5 mM, Frutose 6-fosfato (F6P) 10 mM, (NH4)2SOs 0,15 mM,
NADH+H+ 0,15 mM, 100 Ul de aldolase e 1002 Ul de glicerofosfato desidrogenase e triose
fosfato isomerase (GDH-TPI)) e ATP 1 mM em volume total de 200 pL. A absorbancia foi lida
em 340 nm por 10 minutos em intervalos de 20 segundos.

4.6.5.3 Atividade da Piruvatoquinase (PK)

A concentracdo da PK foi determinada seguindo o descrito por Bucher e Pfleiderer
(1955). Aliquotas de homogenados de tecidos foram adicionados ao meio de reacdo Tris-HCI
40 mM, pH 7,4 contendo Fosfoenolpiruvato (PEP) 1 mM, MgCl, 8 mM, KCI 70 mM,
NADH+H+ 0,1mM, 3 Ul LDH e ADP 1 mM em volume total de 200 pL. A absorbancia foi
lida em 340 nm por 10 minutos em intervalos de 20 segundos.

4.6.5.4 Atividade da Lactato Desidrogenase (LDH)

A atividade da LDH foi determinada como descrito por Bergmeyer (1974). Aliquotas

de homogenados de tecidos foram adicionados ao meio de reacéo, tampdo fosfato de potassio
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100 mM, pH7,4 contendo NADH+H+ 0,14 mM e piruvato 1 mM em volume total de 200 pL.
A absorbancia foi lida em 340 nm por 10 minutos em intervalos de 20 segundos.

4.6.5.5 Atividade da Malato Desidrogenase (MDH)

A atividade da MDH foi determinada como descrito por Childress e Somero (1979).
Aliquotas de homogenados de tecidos foram adicionados ao meio de reacao Tris-HCI 50 mM,
pH 7,4 contendo MgCl, 20 mM e NADH+H+ 0,14 mM e oxalacetato 0,4 mM em volume total
de 200 pL. A absorbancia foi lida em 340 nm por 10 minutos em intervalos de 20 segundos.

O célculo da atividade das enzimas, HK, PFK, PK, LDH e MDH foi feito a partir da
variagdo da absorbancia, dividido pelo coeficiente de extincdo (g) do NADH (6,22 mM*cm™)
e dividido pela concentragéo de proteinas, sendo o resultado expresso por U/mg pt 2.

4.6.5.6 Quantificacao de Glicose

A concentracdo de glicose foi determinada de acordo com o kit da Labtest Ref. 133,
pelo método enzimatico colorimétrico da glicose-oxidase a 505 nm de acordo com a orientacdo
do fabricante com algumas modificagdes. O calculo da concentracdo foi feito a partir de uma
curva padréo e a concentracéo de glicose foi expressa como mg dL™?.

4.6.5.7 Quantificacdo de Triglicérides

A concentracdo de triglicérides foi determinada de acordo com o kit da Labtest Ref. 87,
pelo método enzimatico colorimétrico da glicerol-3-fosfato-oxidase a 505 nm de acordo com a
orientacdo do fabricante com algumas modificacGes. O célculo da concentracao foi feito a partir
de uma curva padrdo e a concentragio de glicose foi expressa como mg dL2.

4.6.5.8 Atividade da Alanina aminotransferase (ALT)

A atividade da ALT foi determinada de acordo com o kit da Labtest Ref. 1008. Para a
determinacdo da ALT o método utilizado se baseia na transferéncia do grupo L-alanina para o
cetoglutarato pela enzima com a formacdo de glutamato e piruvato. O piruvato é reduzido a
lactato (pela acdo da lactato desidrogenase) e da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida (NADH) que é oxidada a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™) sendo
diretamente proporcional a atividade de ALT na amostra. Desta forma, pipetou-se 152 pL da
mistura da solucdo Reagente 1 (Tris/L-alanina/LDH/azida sodica) + Reagente 3 (Tris/piridoxal
fosfato/azida sddica) e 20 pL de amostra, seguida de incubacdo por 5 minutos a 25 °C.
Posteriormente, adicionou-se 38 uL da solug¢do de Reagente 2 (Tris/NADH/a-
cetoglutarato/azida sodica), incubou-se a 25 °C por 1 minuto e efetuou-se a leitura da
absorbancia a 340 nm nos intervalos de 2 minutos.

4.6.5.9 Atividade da Aspartato aminotransferase (AST)
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A atividade da AST foi determinada de acordo com o kit da Labtest Ref. 109. Para a
determinacéo da AST, o método utilizado se baseia na catalise desta enzima pela transferéncia
do grupo amina do &cido aspértico para o cetoglutarato com a formacdo de glutamato
oxalacetato. Este € reduzido a malato (pela acdo da malato desidrogenase) com oxidacao da
coenzima NADH a NAD" sendo diretamente proporcional a atividade de AST na amostra.
Desta forma, pipetou-se 152 pL da mistura da solugdo Reagente 1 (Tris/L-
aspartato/MDH/LDHy/azida sddica) + Reagente 3 (Tris/piridoxal fosfato/azida sédica) e 20 puL
de amostra, seguida de incubacdo por 5 minutos a 25 °C. Posteriormente, adicionou-se 38 pL
da solugdo de Reagente 2 (Tris/NADH/a-cetoglutarato/azida sodica), incubou-se a 25 °C por 1
minuto e efetuou-se a leitura da absorbancia a 340 nm nos intervalos de 2 minutos.

4.6.5.10 Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP)

A atividade da ALT foi determinada de acordo com o kit da Labtest Ref. 79. Para a
determinacdo da ALP o método utilizado se baseia na hidrélise do p-nitrofenilfosfato pela
enzima liberando o p-nitrofenol que é diretamente proporcional a atividade enzimética da ALP
na amostra. Pipetou-se 200 pL da mistura da solucdo Reagente 1 (HEDTA/sulfato de
zinco/acetato de magnésio/azida sodica) e Reagente 2 (p-Nitrofenilfosfato/fenol) e 10 puL de
amostra, seguida de incubacgéo por 1 minuto a 25 °C. Posteriormente, realizou-se a leitura em
405 nm e a absorbancia foi registrada em intervalos de 2 minutos.

4.7 Procedimentos estatisticos

Os resultados sdo apresentados como valores médios £ D.P.M. (Desvio Padrdo da
Média). O método de Kolmogorov e Smirnov foi aplicado para avaliar a normalidade das
amostras e o teste F foi utilizado para verificar a homogeneidade das variancias (GraphPad
Instat version 3.00, GraphPad Software, USA). Para comparagdes entre 0s grupos, testes-t
(paramétrico) ou teste de U de Mann-Whitney (ndo paramétrico) foram utilizados. Valores de

P < 0,05 foram considerados significativos.
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5. Resultados

Os resultados serdo apresentados em capitulos, em forma de artigo cientifico.

O capitulo | - Oxidative stress and neurotoxicity induced by atmospheric settleable particulate
matter exposure on bullfrog tadpoles, Aquarana catesbeiana (Shaw, 1802), trata sobre 0s
efeitos neurotoxicos e de estresse oxidativo nos 6rgaos de girinos de ra-touro sob o efeito do
MPASe. O artigo foi publicado pela revista Chemosphere. Dessa forma, o capitulo esta
apresentado como uma copia ao que foi publicado.

O capitulo Il - Exposicdo ao material particulado atmosférico sedimentavel: efeitos no
metabolismo de girinos de rés-touro, Aquarana catesbeiana (Shaw, 1802). Se refere aos
resultados obtidos em relacdo ao metabolismo dos girinos de ra-touro e os efeitos causados pela

exposicdo do MPA-Se.
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Oxidative stress and neurotoxicity induced by exposure to settleable atmospheric particulate

matter in bullfrog tadpoles, Aquarana catesbeiana, (Shaw, 1802)
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GRAPHICAL ABSTRACT

Oxidative stress LPO, MDA, MT, CP, CAT, 6Px, 6ST and NOS

Bullfrog tadpoles, Aquarana catesbeiana
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Abstract: Bullfrog tadpoles, Aquarana catesbeiana, were exposed to settleable particulate
matter (SePM), (1 g L™ %, 96 h) and their organs were collected for analysis of metal/metalloid,
oxidative stress and neurotoxicity in liver, muscle, kidney and brain. The SePM water of the
exposed groups contained 18 of the 28 metals/metalloids detected in ambient particulate matter
(APM). Fe56 and Al were those that presented the highest concentrations, Cr, Mn, Pb and Cu
increased from 10 to 20 times and Ti, V, Sr, Rb, Cd, Sn and Ni increased from 1 to 3 times
compared to the control. Bioaccumulation of metals/metalloids in the exposure water varied
significantly between organs, with the muscle and liver showing the highest concentrations of
metals, followed by the brain. Lipoperoxidation and malondialdehyde increased only in muscle,
while carbonyl proteins increased only in the liver and brain. Regarding nitric oxide synthase,
there was an increase in the liver and brain in the group exposed to SePM. Catalase activity
decreased in the liver and muscle, while the activity of glutathione peroxidase, increased in the
liver and kidney and decreased in muscle. Glutathione S-transferase, which is mainly
responsible for detoxification, increased in the liver and decreased in muscle and the kidney.
Cholinesterase activity increased only in the muscle. The results indicate oxidative stress, due
to oxidation catalyzed by metals, components of SePM. Thus, the results contribute to the
understanding that SePM has a deleterious effect on the aquatic environment, negatively
affecting bullfrog tadpoles, in different ways and levels in relation to the analyzed organs.

Keywords: bioaccumulation, amphibians, antioxidant responses, metals, enzymes
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1. Introduction

Anthropogenic activities such as industrial processes, biomass burning and the increased
use of motor vehicles are some of the causes of the increase in atmospheric pollution by
atmospheric particulate matter (APM) (Schleicher and Weiss, 2023). APM is responsible for
many types of damage to the soil and water, modifying the ecosystem and affecting the
organisms that inhabit these areas. These pollutants can cause damage at biological different
levels (Bogo et al., 2003; Hartono et al., 2017; Souza et al., 2021a; Guo et al., 2022; Schleicher
and Weiss, 2023) contributing to the development of human diseases which resonate in
economy and public health (Guo et al., 2022; Pryor et al., 2022). APMs are variable in
composition and are less than 100 um in diameter (Hartono et al., 2017). Brazilian studies in
aquatic ecosystem highlight the presence of settleable atmospheric particulate matter (SePM),
such as those conducted by Santos et al. (2017) and Souza et al. (2018, 2019, 2021a,b). We
highlight the study of Souza et al. (2021b) who identified in samples from the aquatic
environment, close to the steel industry, APM with a high concentration of hematite containing
Fe, Al, Mn and Ti, in addition to emerging metallic pollutants such as Y, Zr, Sn, La, Ba and Bi.
The same study shows that APM can dissociate in water and form nanoparticles (NPs) smaller
than 200 nm, which can contribute to increased water contamination leading to bioaccumulation
and biomagnification of these elements in aquatic organisms. Adorno et al. (2023), verified the
presence of metals (Pb, Zn, Cu, V, Cr, Ni, Y, W and Ag) besides the presence of the emerging
contaminants (Ti, Y, La, Ce and W) in the water of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) exposed
for96 hto 1 g L™ ! of SePM. A review study on APMs and metals developed by Popoola et al.
(2018) highlights the need for a comparative analysis of atmospheric metal concentrations in
the environment, as well as assessment, monitoring and control of these substances in the
atmosphere to reduce their inhalable effects on health. Studies have shown the effects of
exposure to APMs on human health, with damage to the respiratory system (Lakey et al., 2016;
Hadei and Naddafi, 2020; Pryor et al., 2022). However, studies that focused on oxidative stress
biomarkers in aquatic organisms in response to particulate material are still scarce (Duan et al.,
2017; Hartono et al., 2017; Soares et al., 2022; Adorno et al., 2023; Monteiro et al., 2023). The
excess in the formation of reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (NOS) leads to an
imbalance between oxidants and antioxidants, causing oxidative stress (Pisoschi and Pop,
2015). The failure of the antioxidant defence system can lead to the oxidation of biological
molecules, increasing oxidative damage to cells and cellular tissues (Van Der Oost et al., 2003;

Veronez et al., 2016; Carvalho et al., 2020). Regarding amphibians, there is little knowledge
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about the biology of tropical or subtropical amphibian species, in addition to restricting the use
of these animals in toxicological studies, as some are at risk of extinction. On the other hand,
Aquarana catesbeiana (syn. Lithobates catesbeianus) is an amphibian species with a well-
known biology, with a high adaptive capacity and it is easy to be obtained for laboratory tests.
The tadpoles of this species present an ideal size; thus, this species represents a good model for
ecotoxicological studies in relation to the group of amphibians that are little studied (Hayes et
al., 2010; Ossana et al., 2013; Paetow et al., 2013; Veronez et al., 2016; Fernandes et al., 2021;
Utsunomiya et al., 2022). Given the lack of research on the effects of SePM on amphibian’s
health, the aim of this study was to assess how acute exposure to 1 g L~ ! SePM affects bullfrog
tadpole’s A. catesbeiana, at 21-25 Gosner stage, through biochemical biomarkers and to
determine the presence and bioaccumulation of metals in different organs. Therefore, this study
is relevant because, although the effects of metals of this class have already been demonstrated
(Veronez et al., 2016, Prokic et al., 2016a, 2016b; Jayawardena et al., 2017; Fernandes et al.,
2021; Krohn et al., 2021), a study with environmental SePM formed by a mixture of metals
with different compositions and properties has not yet been performed in this species and at this

stage of development, when these animals spend more time in contact with water.
2. Materials and Methods
2.1. Study area and Settleable atmospheric particulate matter (SePM) collection

The SePM was collected in the Ilha do Boi, city of Vitoria, state of Espirito Santo (ES),
Brazil Southeast (20°18'32"S, 40°16'33"0) as described by Souza et al. (2021a). This region
has a metallurgy complex with iron ore pelletizing, iron exportation, steel industry and
exporting; In Brazil being recognized as the second iron exportation pole in the world. Studies
report that this region has a great influence (approx. 70%) on the SePM emitted by the Tubarao
Complex (Santos et al., 2017; Machado et al., 2020; Galvéo et al., 2022), with a major influence
of the steel industry. In March 2018, the non-governmental organization JUNTOS SOS
Ambiental collected aerial samples of SePM every day for 30 days (~5-8 g m~ 2 month). The
SePM samples were collected at a height of 20 m above ground level on Ilha do Boi (Vitoria,
Brazil) in an area of 5000 m? . After collection, samples were sieved and stored in closed
containers at room temperature (Souza et al., 2021a). The 30 SePM samples were sieved to
remove inert material and other aggregates, fractionated into different sizes and chemically
characterised (Souza et al., 2019, 2021b). As the differences between the samples were less

than 20%, one sample was selected from the 30 initially obtained and used for the study.
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2.2. Experimental setup
2.2.1. Test organism

Bullfrog tadpoles, A. catesbeiana, at 21-25 Gosner stage (Gosner, 1960) were obtained
from RANAMAT ranch, located in Matao-SP ~(21239'03.18 "'S, 48°23'12.61 "W). The animals
were packed in plastic bags with 80 L capacity and immediately transported to the Laboratory
of Zoophysiology and Comparative Biochemistry (DCF) of the Federal University of Sao ~
Carlos (UFSCar).

The animals (N = 120) were acclimatized for 10 days in 500 L tanks containing tap water
dechlorinated with controlled temperature and feeding, until the beginning of the exposure.
Acclimated tadpoles were fed daily ad libitum with commercial meal containing 40% crude
protein (Alcon ®). In order to avoid the sorption of metals in food and organic matter, the

feeding was interrupted for 48 h prior to the exposure to metals.
2.2.2. Experimental protocol

The tests comprised a control group, free of SePM and a group exposed to 1 g L™, of
SePM. This concentration is based on the deposition rates (~10-20 g m~2 30 day™ ! ) of APM
in the Metropolitan Region of Vitoria “~ during the rainy season (Santos et al., 2017; Adorno et
al., 2023), and represents a deposition rate of ~18 g m~ 2 30 day ! . It is considered
environmentally relevant. The experiments were conducted in 200 L aquaria containing 20
animals per aquarium, in a static system for 96 h and performed in triplicate. These animals

were used for analysis of metals in tissues (n = 3) and the rest for biochemical determinations.

The tanks were kept at 25 + 1 <C, pH (7.0-7.4), constant aeration (>6.0 mg O>/L), hardness
(50-59 mg/L, such as CaCOg), conductivity (55-99 + 0.02 mS/cm), natural photoperiod (12 h
light; 12 h dark) and ammonia (<1mg/L) were monitored daily and kept constant and protected
from external disturbances. The physical and chemical parameters of the test solution, measured
at the beginning and at the end (96 h) of the assay were similar at the beginning and at the end
of the assay and the tank temperature, was regularly observed throughout the exposure period.
After the exposure period was completed, the animals were euthanized with 0.01% benzocaine,
then decerebrated to collect organs for SePM and biochemical analysis, in this case, the organs

were frozen in liquid nitrogen and kept at — 80 <C. (

2.2.3. Water and tissue samples collected for SePM determination
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Water samples were collected from the control and SePM-exposed groups after exposure
of the animals. Samples were acidified with 2% nitric acid (sub-boiling grade). Soft tissues were
used (n = 3 animals per control and SePM exposure) to determine metal/metalloid
concentrations in tadpole organs after acid digestion (Berghof speedwave XPERT, Germany).
Measurements were performed in triplicate. Sub-boiling, hydrochloric acid (37%) and nitric
acid (69%) were added to dried and individually ground samples with 30% hydrogen peroxide
and heated in Teflon digestion units at 100 °C for 24 h. The digested solution was filtered with
0.45 um nitrocellulose filters according to Agilent ICPMS guidelines for determination of

dissolved elements. These digested samples were stored at 4 °C until they were analyzed.

2.2.4. Metal analyses using Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-
MS)

The acidified and digested samples (water and tissues) were used to determine the
concentrations of 28 metals/metalloids (Ag, Al, As, Au, Ba, Bi, Cd, Ce, Cr, Cu, Fess, Hg202, La,
Mn, Mo, Nb, Ni, Pb, Rb, Se, Sn, Sr, Ti, V, W, Y, Zn and Zr) in triplicate (Brockhoff et al.,
1994). Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS, Agilent 7500cx, USA) was
used to assess the presence of metals and metalloids in the sample individually (previously
digested) according to Souza et al. (2019).Certified material (MR-Agro E3002A, July 2020)
was used for quality control and metal values and measurement accuracy were around >97%.

The tables and figures show the detection and quantification limits of the reference materials.

The bioconcentration factor (BCF) for metals in tissues was calculated using the formula:
BCF = mean concentration of metal in tissue, ug g~ /mean concentration of metal in water, pg

L1 . The sample N was 3 for both organs and water. 2.2.5. Biochemical analysis

Homogenization of the liver, kidney, muscle and brain was performed individually using
a PBS buffer (phosphate buffered saline, containing 1.365 M NaCl, 0.027 M KCI, 0.054 M
Na2HPO4 (7H20) and 0.018 M KH2P0O4), pH 7.2, using an IKA 10® ultraturrax homogenizer.
The samples were homogenized in 1 mL of homogenization buffer with approximately 0.30—
0.60 mg of tissue sample. Subsequently, the homogenate was centrifuged (HERMLE Z 323 K)
at 12.000 g for 20 min at 4 -C (Wilson and Walker, 2018), and afterward, the supernatant was
separated in aliquots (in tubes or plates) for the different biochemical analyses. The samples

were stored at — 80 <C.



52

During the biochemical determinations, the samples were kept in ice and/or prepared on
an iced surface to minimize the degradation of the analyzed material. All analyses were
performed in triplicate. Biochemical assays were carried out in triplicate on a Synergy HTX
microplate reader, except for the CAT that was performed on the Biochrom spectrophotometer
at 25 °C.

The protein concentration (pt, mg mL™ ! ) was determined according to the method
described by Bradford (1976) using bovine serum albumin as the protein standard at 595 nm.
The LPO concentration (nmol of Cumenehydroperoxide — CHP mg~ ! pt) was determined
according to the iron oxidation by xylenol orange (FOX) method described by Jiang et al. (1991)
at 570 nm using CHP as a standard. Malondialdehyde (MDA, nmol mg~ ! pt) equivalents were
determined by a Thiobarbituric acid-reactive substance (TBARS) according to the method
described by Federici et al. (2007) at 532 nm using MDA as a standard.Carbonyl proteins (CP,
nmol mg~ ! pt) were evaluated by the method described by Levine et al. (1994), based on the
reaction of carbonylated proteins with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) and the molar
extinction coefficient, 22 mM~1 cm~! at 370 nm.

The content of metallothionein (MT, nmol SH mg™ ! pt) was calculated according to the
concentration of sulfhydryl groups (SH), using reduced glutathione (GSH) as a standard and
Ellman’s reagent (DTNBS5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid) at 412 nm by Viarengo et al. (1997).

SOD activity (U mg~ ! pt) was determined by 50% inhibition of the rate of reduction of
cytochrome c as described by McCord and Fridovich (1969). CAT activity (nmol min— 1 mg~
! pt) was calculated from the decomposition of H.02 per minute according to Aebi (1974). GPx
activity (nmol min~ * mg~ ! pt) was determined using nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) and its molar extinction coefficient of 6.22 mM cm™ ! according to Flohe
and Gunzler (1984). GST activity (nmol min~! mg ~? pt) was calculated with GSH as substrate
and 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) and the molar extinction coefficient of 9.6 mM~1cm™
! at 340 nm according to Keen et al. (1976).

Cholinesterase (ChE) activity (pmol mg~?! pt) was determined by the method described
by Ellman et al. (1961) by extinction of 2-nitrobenzoate-5-mercaptothiocholine (13.6 x 103
nM~1cm™1) and formation of acetylthiocholine. Total nitric oxide synthase (tNOS) activity (pg
mL~1) was determined in the liver and the brain according to kit E-ELH0753 (Elabscience®,
Calbiochem-Novabiochem Corporation, USA), following the manufacturer’s methodology at

450 nm from a standard curve.
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2.3. Statistical analysis

The data are presented as mean + standard deviation (S.D.). Normality of samples and
homogeneity of variances were assessed using the Kolmogorov-Smirnov and F tests,
respectively. Groups were compared using t-tests (parametric) or Mann-Whitney U-tests
(nonparametric) (one-way analysis of variance, ANOVA). Statistical differences were
confirmed with P values < 0.05. SigmasStat 3.5 software for Windows (Copyright © 2006, Systat
Software, Inc.) was used for analyses. The correlation tables were created in the Rstudio
programme using the {sJPlot} package, and using the Pearson method, the correlation analyzes
were carried out. The method was chosen after assessing the normality of the samples, using
the Shapiro-Wilk test for the variables. The final tables were constructed on the basis of the

correlations between the biomarkers and the metals present in each organ.
2.4. Ethical statement

The Animal Ethics Committee at the Federal University of Sao ~ Carlos (CEUA-UFSCar)
approved all the procedures carried out in this study (Protocol#4046210222/2022). All
procedures were performed according to the standards established by the American Society for
Testing and Materials - ASTM (2000).

3. Results and discussion

Water from the SePM contained 18 of the 28 metals/metalloids detected in the APM
(Figure 1A, Supplementary material 1). The chemical composition detected in the water of
exposure to SePM revealed elevated concentrations (128.84 at 10.12 ug L) of the following
metals: Fe > Al > Sr > Pb > Cu > Mn; concentrations of 6.92 to 2.03 ug L™* of the Rb > Cr > Ni
> Sn and of 1.61 to 0.06 ug L of the V > Ti > Cd> Ce > La > Y. The highest differences were
observed to Fe®® (about 128.84 + 0.14 pg L), which was not detected in the control water and
Al in which levels were 18 times higher than control. The concentrations of Pb, Cu, Mn and Cr
measured in the water from the SePM were 14.64, 13.14, 10.12 and 3.81 ug L respectively.
They were significantly different and about 10 to 20 times higher than in the control water
samples. The other metals such as Ni, Sn, V, Sr, Rb, Ti and Cd were detected in SePM water in
concentrations of about 2.15 to 1.13 pg L™ (in descending order) but increased about 3.2 times
compared to the control. The concentrations of Cd, Cu and Pb were above the limit (1, 9 and 10
ug L2, respectively) allowed by the Brazilian guidelines (CONAMA resolution 357/2005) and
As, Se, Zr, Nb, Mo, Ag, W, Hg?*? and Bi were not detected in the water from the SePM and the
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control. They were lower than the detection limit (<LOD) in relation to the references used in
the ICP-MS. Similar to the studies by Souza et al. (2021b), emerging metallic contaminants
such as Y, La, Ce and Ba were detected in SePM samples (Figure 1B, Supplementary material
1). An interesting study was carried out by Santos et al. (2023), who exposed Pelophylax perezi
tadpoles to eucalyptus and pine ash for 14 days, and the chemical characterization of these ashes
showed higher concentrations of As, Cd, Co, Cr, Pb and V for eucalyptus, while pine showed
higher concentrations of Cu, Mn, Ni and Zn. These studies are important because they show

diffuse sources of contamination in aquatic ecosystems.

Aquatic organisms can absorb chemical contaminants from their diet or from surface
water and this can lead to biomagnification along the food chain (Prokic, et al., 2016a; Singh et
al., 2016; Souza et al., 2021a; Noman et al., 2022). This can affect their survival and pose a
threat to secondary consumers (Krohn et al., 2021). The muscle and liver were the organs that
accumulated more metals followed by the brain. Chemical analysis confirmed the increase
(about 1-10 times) of Y, Ba, La, Zr, Ni, V, Pb, Sr, Se, Ti, Cu and Al (in ascending order) in the
liver and indicated the absorption of metals by these organisms, while Fe®®, Zn and Rb decreased
about 1 to 2 times after 96h exposure to SePM (Table 1). The liver plays an essential role in
metabolism (Carvalho et al., 2017; Romanova et al., 2021), in addition to being able to
accumulate metals, distribute them and also promote the detoxification of these elements
(Dobrovoljc et al., 2012; Ullah et al., 2021); these functions may explain the greater
accumulation of metals in this organ. Similar results in the liver were recorded by other
researchers with amphibians (Mouchet et al., 2015; Proki¢ et al., 2016b; Singh et al., 2016;
Borkovi¢-Miti¢ et al., 2016). While the study by Provik et al. (2016a) showed that skin had
higher concentrations of metals (Zn > Fe > Cu > Cr > Pb > Cd) compared to muscle (As > Cu
> Cr > Hg) in frogs of the Pelophylax esculentus complex inhabiting the Obedska Bara wetland
in Serbia, demonstrating that the route of exposure to the pollutant and the functions of the

organs affect the uptake of metals.
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Figure 1. Concentration of metals in atmospheric particulate matter (APM, ng g) (A), in the water of the
control groups (ug L) and in the group exposed to settleable atmospheric particulate matter (SePM, pg
L) (B). Values are expressed as mean + SE. N = 3. Limit of detection (LOD): Al: 0.10; Ti: 0.02; V: 0.05;
Cr: 0.05; Mn: 0.38; Fe®: 3.89; Ni: 0.06; Cu: 0.45; Zn: 0.17; As: 0.03; Se: 0.06; Nb: 0.237; Rb: 0.06; Sr:
0.09; Y: 0.003; Zr: 0.03; Nb: 0.15; Mo: 0.15; Ag: 0.02; Cd: 0.04; Sn: 0.07; Ba: 0.15; La: 0.0002; Ce:
0.002; W: 0.007; Hg?*?: 0.07; Pb: 0.19; Bi: 0.12. Limit of quantification (LOQ): Al: 0.28; Ti: 0.05; V:
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0.07; Cr: 0.09; Mn: 0.83; Fe®®: 4.59; Ni: 0.10; Cu: 1.09; Zn: 0.48; As: 0.09; Se: 0.15; Rb: 0.08; Sr: 0.22;
Y: 0.004; Zr: 0.08; Nb: 0.37; Mo: 0.06; Ag: 0.05; Cd: 0.05; Sn: 0.2; Ba: 0.31; La: 0.0008; Ce: 0.002; W:
0.02; Hg?%?: 0.07; Pb: 0.45; Bi: 0.28.

Muscle of tadpoles exposed to SePM had an increase (up to 30 times) of Fe®®, Ce, Sr, La,
Mn, Al, Se, Ti, Cr, Ba, Rb, Ni, V, Cu, Sn, Zr and Y when compared to the control. This may be
due to the intense process of metamorphosis, which involves part of the musculature and favors
the uptake of metals from the environment. These effects can lead to increased energy
requirements and difficulties in swimming, catching food and escaping from predators (Girotto
et al., 2020; Krohn et al., 2021).

Contrary to what was observed in the liver and muscle of bullfrog tadpoles, the kidney of
the exposed tadpoles showed an increase (about 2-16 times) in Ba, Hg?%, Mn and Cu and a
decrease (about 1-70 times) in Rb, Sr, V, Cd, Fe*®, Mo, Al, Ni, Y, Zn, La, Ti and Ce compared
to control reinforcing the role of this organ in excretion processes. However, this difference
compared with the control group may also be indicative of metal-induced renal dysfunction
(Monteiro et al, 2023). Finally, the brain of exposed animals showed an increase (1-40 times)
in Ba, Sr, Mo, Fe>®, Cu, Cr, Mn, W, La, Ce and Y and decrease (2 to 20 times) in Sn, Zn, Ag,
Al, Ni, and Ti when compared to control. These results may be related to excessive metal uptake
causing a redistribution of metal transport proteins such as ATP7A (ATPase, Cu?* transporting,
alpha polypeptide), which promotes enhanced metal efflux and prevents accumulation and toxic
effects in the brain (Hung et al., 2010; Dales and Desplat-Jego, 2020). It is therefore reasonable
to assume that the metals were taken up by the tadpoles by molecular mimicry and removed
from the brain in this way, which could explain the reduction of some metals in the brain

compared to the controls.
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Table 1. Metal concentration in the organs of bullfrog tadpoles, liver, kidney, muscle and brain in the control and exposed groups to settleable particulate

matter (SePM) (ug g 1). 1| Increased or decreased compared to control. Values are expressed as mean + S.D.; N = 3. Limit of detection (LOD): Al: 0.10;
Ti: 0.02; V: 0.05; Cr: 0.08; Mn: 0.38; Fe®®: 3.89; Ni: 0.06; Cu: 0.45; Zn: 0.17; As: 0.03; Se: 0.06; Rb: 0.06; Sr: 0.09; Y: 0.003; Zr: 0.03; Nb: 0.15; Mo:
0.02; Ag: 0.02; Cd: 0.04; Sn: 0.07; Ba: 0.15; La: 0.0002; Ce: 0.0007; W: 0.007; Hg?%?: 0.07; Pb: 0.19; Bi: 0.12. Limit of quantification (LOQ): Al: 0.28;
Ti: 0.05; V: 0.07; Cr: 0.09; Mn: 0.83; Fe®®: 4.59; Ni: 0.10; Cu: 1.09; Zn: 0.48; As: 0.09; Se: 0.15; Rb: 0.08; Sr: 0.22; Y: 0.004; Zr: 0.08; Nb: 0.37; Mo:
0.06; Ag: 0.05; Cd: 0.05; Sn: 0.02; Ba: 0.31; La: 0.0008; Ce: 0.002; W: 0.02; Hg?°%: 0.07; Ph: 0.45; Bi: 0.28.

Element ] . )
Liver Kidney Muscle Brain
S
Control SePM Control SePM Control SePM Control SePM
1154.73+12.69 149.07£3.36
Al 89.13+0.42 318.64+5.72  |103.81+£16.10 (3.06X) 6.88+0.63 60.24+11.63  |5.64%1.33 (10X)
(1.73X) (7.13X)
Ti 0.55+0.08 15.54+0.61 (10X) 11.31+1.02 11.45+0.65 (7.8X)  0.49+0.08 11.85+0.40 (3.77X) 24.58+3.16  |1.19+0.24 (21X)
V 0.78+0.07 11.09+0.18 (1.39X) 10.96+0.91 15.62+0.84 (1.95X) 0.21+0.04 10.36+0.08 (1.71X) 5.18+1.13 4.92+0.52
110.78+2.33
Cr 4.35+1.29 4.25+0.28 3.79+0.34 3.90+1.91 1.24+0.57 13.52+0.99 (2.8X) 8.09+0.26 (1.99%)
Mn 1.65+0.12 1.39+0.11 3.54+0.08 111.29+1.67 (4.68X)  <LOQ  14.48+0.27 (7.59X) 1.37+0.44  12.88+0.28 (2X)
1699.37+26.6 11320.01£25.60 6820.19+237.3 12745.80+170.79 1996.38+60.35 1482.42+18.58
Fed6 31.67+1.99 108.15+3.68
2 (1.28X) 1 (2.48X) (31X) (4.4X)

Ni 0.32+0.11 10.67+0.03 (2.09X) 2.88+0.24 10.88+0.40 (3.84X) <LOQ 10.17+0.01 (1X) 1.17+0.16 10.15+0.03 (10X)
Cu 29.43+0.19 154.07+3.35 (1.9X) <LOQ 116.46+0.01 (15.67X) <LOQ 11.45+0.36 (1.47X)  3.65+0.03  19.09+0.26 (2.49X)



Zn

As
Se

Rb

Sr

Zr
Nb
Mo
Ag
Cd

Sn

Ba

La
Ce

57.04+6.32

0.16+0.02
1.95+0.32

10.49+1.69

0.38+0.02

0.04+0.01
<LOQ
<LOQ

0.61+0.08

0.09+0.01
<LOQ

54.97+1.44

1.17+0.43

0.09+0.04
0.47+0.28
<LOQ

142.37+2.15 (1.34X)

0.13+0.02
12.58+0.31 (1.3X)

18.89£0.81 (1.17X)

11.7920.02 (4.79X)

10.1+0.003 (2.5X)
10.38+0.07
<LOQ
0.65+0.12
0.09+0.02
<LOQ

49.55+11.08

110.1120.42 (8.64X)

10.20+0.01 (2.22X)
0.48+0.003
<LOQ

791.20+63.95

0.49+0.09
1.02+0.45

11.66+1.02

6.44+0.23

0.29+0.05
2.40+0.07
0.51+0.12
0.56+0.03
0.68+0.06
0.56+0.06

664.20+184.54

99.16+27.43

0.93+0.02
4.99+0.06
0.03+0.00

1175.30+9.26 (4.51X)

10.40£0.06
<LOQ

17.8420.76 (1.48X)

13.27+1.29 (2X)

10.07+0.05 (4.14X)
<LOQ
<LOQ
10.19£0.01 (2.94X)
0.81+0.17
10.23£0.02 (2.43X)

508.66+101.95

1199.93+1.31 (2X)

10.140.00 (6.64X)

10.070.01 (71.28X)

0.03+0.00

66+12.8
65.97+14.56 (1.2X) 251.46+35.08
<LOQ <LOQ 0.32+0.08
0.78+0.08 13.01+0.30 (3.85X) <LOQ
129.69+0.88
16.95+0.93 17.12+1.19
(1.75X)
132.91+1.38
1.62+0.47 15.57+2.83
(20.3X)
<LOQ 10.03+0.01 <LOQ
<LOQ 10.09:0.03 <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ 1.14+0.19
<LOQ <LOQ <LOQ
145.53+1.10 804.92+167.1
35.36+4.78
(1.28X) 4
141.81x0.21
18.31+0.53 <LOQ
(2.28X)
0.01+0.00  10.13+0.00 (13X) <LOQ
<LOQ  10.25+0.00 (25X) <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ
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195.00:£0.083
(2.64X)
0.36+0.08
<LOQ

15.12+3.85

1200.23£41.45
(13X)
10.080.02
<LOQ
<LOQ
19.020.29

10.29+0.04 (3.93X)

<LOQ
1375.22+38.82
(2X)

141.29+0.17(41X)

10.97+0.05
11.06+0.01
12.13+0.16
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Hg22 <LOQ <LOQ 0.17+0.06 10.35£0.07 (2X) <LOQ <LOQ 0.35:0.09 <LOQ
Pb <LOQ 11.27£0.02 (3.34X)  4.20+0.07 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Bi <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
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Due to the intense rebuilding of organs during metamorphosis, accumulated
chemical compounds may be remobilized in the animals, causing damage during this
period. Differences in the accumulation of metals in the liver, muscle, kidney and brain
may be due to differences in their physiological roles. Studies on the mechanisms of
absorption in tadpoles are still scarce. In tadpoles, metals can be absorbed through the
gills and skin (Simoncelli et al., 2015; WEei et al., 2015; Prokic et al., 2016a; Dubaissi et
al., 2018), as these are structures in direct contact with the aquatic environment and are
then transported to the liver, kidney, muscle and brain. In the organism, metals can reach
the target cell in association with transport proteins (Bridges and Zalups, 2005) and/or
using ion channels and membrane transporters (Farina et al., 2011) as described in

mammals, so we can assume that the same happened in tadpoles.

Studies by Girotto et al. (2020), in which they exposed tadpoles of A. catesbeiana
to different concentrations of mining tailings from the Funddo dam (Mariana, Brazil),
demonstrated the presence of Cd, Pb, Fe, Mn, Zn and Al in the waste, as well as the
presence of these metals in the mouth and intestine of exposed animals. In addition to
behavioral changes, morphological and physiological damage, tadpoles showed a
decrease in swimming speed (acute exposure, 96 h and chronic exposure, 16 days) and a
decrease in oxygen consumption (chronic exposure, 20 days). For example, Veronez et
al. (2016) reported systemic bioaccumulation of Fe and Mn after exposure to isolated
metals or their mixture as iron ore in A. catesbeiana tadpoles. Krohn et al. (2021) detected
Pb, Ni, Mn and Fe at levels 35, 26, 23 and 14 times higher in the pre-metamorphic (G25)
than in the post-metamorphic (G42) in wild frog tadpoles (Lithobates sylvaticus) reared
in an environment contaminated with diluted bitumen. High levels of V, Mo and Cd were
observed without negative effects on tadpole development, and Zn was the only metal
with the highest concentration in post-metamorphic tadpoles. In Pelophylax perezi
tadpoles exposed to dilute eucalyptus and pine ash containing metals (such as As, Cd, Co,
Cr, Cu, Pb, V, Mn, Ni and Zn) for 14 days, Santos et al. (2023) observed mortality at the
highest ash concentrations and reductions in body length and weight. These studies

showed that metal accumulation depends on the developmental stage of these animals.

However, in the present study, the highest BCF values of the metals were found for

Sn (in kidney and brain, 250.57 and 184.83, respectively and in liver and muscle about
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24), Fe>® (in the kidney, liver, muscle and brain, 21, 10, 7 and 4, respectively), Zn (in the
kidney, 13.94, brain, 7.55 and muscle, 5.24), La, Sr and Ce (in the brain, 13.85, 9.42 and
5.05, respectively). Ti, Cu, Zn, Ce, La and Al had factors in the range of 4.19 to 2.40 in
the liver; Ba, V and La in the kidney ranged from 3.66 to 1.93; Rb and Ti ranged from
4.29 t0 1.4 in muscle and V, Cr, Rb and Y had factors in the range of 3.05 to 1.33 in the
brain in tadpoles exposed to SePM (Table 2). Similar factors ranging from 0.01 to 1.6
were calculated for Cd, Al, Ti, V, Cr, Mn, Ni, Cu, Rb, Sr, Y, Ba, Ce, Pb, and La in tissues
of tadpoles exposed to SePM. Metals in water can be absorbed by aquatic biota. These
contaminants can bioaccumulate, even at very low concentrations, more specifically in
the liver (Agah et al. 2009; Prokic et. al., 2016b; Carvalho et al., 2017; Santos et al. 2023).
Higher BCFs may be a consequence of the greater bioavailability of these metals in water,
and therefore their concentrations in organisms may be higher than in the environment,

leading to changes in the function of these organs.

The increased concentrations of Sn, Fe and Zn may be due to the specific kinetic
properties and physiological mechanisms of these metals involving absorption,
distribution, accumulation and excretion (Kelepertzis et al., 2012). The presence of V has
been observed in metal-exposed tadpoles (Rowe et al., 2011, Krohn et al., 2021). Non-
essential metals in the environment, such as V and Pb, can be derived from the mining
and refining of crude oil (Krohn et al., 2021) and ash from wildfires (Wu et al., 2017;
Jesus et al., 2023; Santos et al., 2023).
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Table 2. Bioconcentration Factor (BCF) in tissues of the bullfrog tadpoles,
Aguarana catesbeiana exposed to 1 g Lt of SePM for 96 h. The BCF was calculated as
the metal concentration in organs (ug g*) divided by the metal concentration in water (pg

L1). (N = 3, both for tissues and water).

Bioconcentration Factor (BCF)

Elements Liver Kidney Muscle Brain

Al 2.40 1.61 0.76 0.14
Ti 4.19 1.10 1.40 0.90
\Y 0.67 3.49 0.22 3.05
Cr 1.11 1.02 0.86 2.82
Mn 0.13 1.11 0.44 0.24
Fed® 10.24 2131 7.73 3.74
Ni 0.31 0.34 0.05 0.05
Cu 4.11 1.25 0.11 0.69
Zn 3.37 1394 5.24 7.55
Rb 1.28 1.13 4.29 2.07
Sr 0.08 0.12 1.61 9.42
Y 1.66 1.15 0.49 1.33
Cd 0.01 0.20 0.00 0.00
Ba 0.18 3.66 0.76 0.75
Ce 2.30 0.32 0.72 5.05
Pb 0.08 0.02 0.02 0.01
La 2.86 1.93 1.00 13.85

Sn 2440 250.57 2242 184.83

Regarding biochemical biomarkers there was no variation in LPO, MDA (by
TBARS) and MT in the tadpole’s kidney exposed to SePM. However, LPO and MDA
increased in muscle by 89% (P = <0.001) and 35% (P = 0.017) respectively, and MT
decreased (P = <0.001) in this organ by about 21% after exposure to SePM (Table 3). The
accumulation of metals in muscle can lead to impaired function and free radical imbalance
(characterized by increased LPO and MDA), resulting in oxidative damage in the tissues
of bullfrog tadpoles. MT can act as an antioxidant, in addition to binding to metals to

maintain homeostasis (Carvalho et al., 2017; Zhu et al., 2018; Huang et al., 2020), and is
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a sensitive biomarker of aquatic metal pollution. A metal-induced increase in MT content
was also recorded in the fish, Cathorops spixii (Gusso-Choueri et al., 2015) and bullfrog
tadpoles exposed to river water containing As, Zn, Cu, Cr, Cd and Pb (Ossana et al., 2013;
Carvalho et al., 2017), but combined metals also inhibited MT in carp, Carassius auratus,
exposed to Cu, fluorene and fluoranthene (Lu et al., 2018). This inhibition may be due to
competition for cysteine residues for GSH synthesis, as well as to a suppression of metal
ion elimination and the consequent metal accumulation (Van Den Hurk et al., 2000; Lu
etal., 2018).

CP increased (P = <0.001) in the liver (68%) and brain (85%) (P = 0.002) without
effects in muscle and kidney (Figure 2). Increased CP in these organs is an indication of
cellular damage due to oxidative stress caused by exposure to SePM. It is known that
reactive oxygen species (ROS) can convert amino groups of proteins to carbonyl groups
(=CO) and alter the structure and function of proteins, leading to loss of function.
Oxidation by metals can introduce carbonyl groups into proteins (Fedorova et al., 2014).
Thus, protein carbonylation leading to protein oxidation and increased ROS formation,
may be associated with the action of SePM which is supported by the decrease in CAT

and increase in GPx and NOS enzymes in the liver described below.

SOD showed no significant change in its activity (Figure 3A). CAT enzymes
decreased (45-50%) in the liver (P = 0.002) and muscle (P = <0.001) and increased in
kidney (P = 0.049) (Figure 3B), while GPx increased (P = <0.001) in the liver
(approximately 59%) and in the kidney (about 172%) and decreased (P = <0.001) in the
muscle (50%) (Figure 3C). Our results suggest that levels of metals (Al, Ti, V, Ni, Cu,
Se, Sr, Y, Zr, Ba, La and Pb) in the liver and muscle of tadpoles suppressed CAT activity
(45-50%) (Figure 3). The inhibition may be due to metals binding to the active sites of
this enzyme or the ROS generated by metals, which may suppress the activity of this
enzyme, leading to cytotoxicity, as observed by Cui et al. (2020) in the larvae of the fish,
Paralichthys olivaceus exposed to Cd and in acidified seawater. On the other hand, Fe
and Mn combined with iron ore increased CAT activity in the liver of A. catesbeiana
tadpoles (Veronez et al., 2016) and Pelophylax Kl. esculentus frog populations from two
rivers in Serbia containing Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb and Zn (Prokic et al., 2016b).
Indeed, Peluso et al. (2020) found higher CAT activity in embryos than in larvae of
Rhinella arenarum exposed to river water samples containing As, Cu, Cr, Ni, Pb and Zn
in addition to pesticides.
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Table 3. Lipid peroxidation (LPO, nmol mg* pt), Malondialdehyde (MDA, nmol mg pt)
and metallothioneins (MT, nmol SH mg™ pt) levels in liver, kidney and muscle of
Aquarana catesbeiana from control (CTR) and exposed to SePM (SePM). Values are
expressed as mean + SE (n = 6-8). Values that are in bold show significant difference (p

< 0.05) compared to the control.

Biomarkers CTR SePM
Liver

LPO 0.03 £ 0.002 0.03 £ 0.003

MDA 69.36 + 6.20 70.21 +£5.35

MT 18.09 + 0.63 16.80 + 0.47
Kidney

LPO 2.80+0.28 2.61+0.45

MDA 352.64 + 44.36 417.70 +40.74

MT 60.22 £ 4.15 56.31+4.74
Muscle

LPO 0.09 £+ 0.005 0.17 £ 0.011 (89%)

MDA 192.83+2157  260.81 + 13.911 (35%

MT 30.51 + 1.44 24.26 £ 0.56] (21%)
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Figure 2. Carbonyl proteins (CP, nmol™ mg pt) levels in liver, muscle, kidney and brain of Aquarana
catesbeiana from control (CTR) and exposed to settleable atmospheric particulate matter (SePM).

Values are expressed as mean = SE (n = 6-8). * P < 0.05; ** P < 0.01.
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The increase in GPx activity in the liver and kidney suggests oxidative stress, which
can be verified by the increase in CP in the liver, both induced by the presence of metals
in this organ, and the kidney is an excretory organ, although it had the lowest
concentration of metals (Figure 3C). Even the increase in GPx may not be sufficient to
effectively eliminate H>O>, predisposing the animal to impaired antioxidant protection
leading to oxidative damage to lipids and functional proteins. It may also mean that GPx
is involved in active detoxification of metals by various mechanisms, such as the
breakdown of H>O> to O2 and H20 or the conversion of lipid hydroperoxides to less toxic
hydroxyl products (Borkovi¢-Miti¢ et al., 2016). However, the decrease in GPx activity,
accompanied by a significant increase in LPO and MDA levels in the muscle, can lead to
cell damage, energy expenditure and impaired development in this animal. Consistent
with this, Zheng et al. (2021) demonstrated that a decrease in SOD and GPx expression
in the digestive tract of Bufo gargarizans exposed to Cd and Pb, isolated or combined,
characterizing oxidative and tissue damage. In addition, the authors observed that the
mixture of metals may cause greater energy expenditure and resistance to detoxification

of metals than exposure to isolated metals.

The biotransformation enzyme, GST, increased (P = <0.001) 119% its activity in
the liver and decreased (P = 0.004) in the kidney and muscle (52% and 74%, respectively)
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(Figure 3D). GST can also be used as a biomarker of metal exposure in tadpoles and this
enzyme is involved in the conjugation of electrophilic metabolites (phase I1) with reduced
glutathione (GSH) to form the water-soluble metabolite (Samanta et al., 2020; Fernandes
et al., 2021). The increase in GST activity in the liver after exposure to SePM indicates
that this enzyme is involved in the mechanism of protection against oxidative stress
caused by metals. A. catesbeiana tadpoles exposed to iron ore, Fe and Mn showed higher
hepatic GST activities and accumulation of Fe and Mn, which induced oxidative stress

with genotoxic and developmental effects (Veronez et al., 2016).

Decreases in GST activity were also observed in Euphlyctis cyanophlyctis tadpoles
exposed to As by Samanta et al. (2020) and in P. perezi tadpoles exposed to As, Cd, Co,
Cr, Cu, Pb, V, Mn, Ni and Zn from eucalyptus and pine ash by Santos et al. (2023),
indicating the potential to induce oxidative stress, either directly by inhibiting enzyme
activity or indirectly by decreasing the concentration of the reduced glutathione
(Dobrovoljc et al., 2012; Proki¢ et al., 2016b; Dobritzsch et al., 2020).

The activity of enzymes can be altered in the presence of metals by binding them to
their functional groups, such as the sulfhydryl group, and also by displacing the metal
bound to the enzyme (Viarengo et al., 1997; Vieira et al., 2009; Gusso-Choueri et al.,
2015; Prokié et al., 2016b). For example, Hg (3.12 to 50 ug L) inhibited Pomatoschistus
microps AChE more efficiently than Cu (25 to 400 ug™?) (Vieira et al., 2009) and the
inhibition was concentration dependent. These results suggest neurotoxic effects with
impairment of neuromuscular functions in these fish. On the other hand, we found a higher
(P =<0.001) ChE activity (92%) in A. catesbeiana muscle exposed to SePM (Figure 3E),
which may be related to an increase in metals detected in this tissue with increase in
muscle contraction. This enzyme overproduction may lead to tissue dysfunction and

impaired neuromuscular transmission in these animals.

Several isoforms of NOS are involved in the synthesis of nitric oxide (NO), an
endogenously synthesized signaling molecule that has several physiological effects in
vertebrates. However, high iNOS activity can produce large amounts of NO over long
periods of time (hours/days) and can have toxic effects (Peter et al., 2022). In the present
study, increased NOS activity (75%) in the brain (P = 0.042) and liver (P = 0.004) of
tadpoles indicates a mobilization of NO, which is a strong antioxidant molecule, in

response to the stress caused by the metals (Figure 3F). However, studies on this enzyme
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in tadpoles are still scarce. A similar result was observed in bullfrog tadpoles, with an
increase in NOS activity in the liver after exposure of these animals to river water

containing metals (Utsunomiya et al., 2022).

To examine the relationships between biomarkers and metal concentrations in
tadpole organs (Supplementary material 2), and also the relationships between biomarkers
and interactions in each organ (Supplementary material 3), we performed Pearson
correlations. Statistically significant correlations are highlighted in the tables. Al, Ti, V,
Ni, Cu, Se, Sr, Y, Zr, Ba and La, present in the liver (L), showed a positive correlation
with the biomarkers CP, GPx, GST and NOS while Mn, Fe®, Zn and As for the
biomarkers LPO, CAT, SOD and MT; the concentration of MDA, correlated positively
with Cr, Mo and Ag (Supplementary material 2A). When compared with each other, there
is a positive correlation between CP, GPx, GST and NOS (Supplementary material 3A),
showing the possibility that the responses of these biomarkers directly interfere with each
other, only MDA does not correlate with the other biomarkers. In the Kkidney
(Supplementary material 2B), antagonistic responses were observed between the
biomarkers GST and GPx for metals bioaccumulating in the organ, except for Rb and W,
where the effect of a metal, such as the bioaccumulation of Al in the organ, is positively
related to GST activity and negatively related to GPx. The same behaviour was observed
between the CAT and the biomarkers MDA and GPx for many of the metals present.
These inversely proportional interactions can also be observed between these biomarkers
(Supplementary material 3B), where a negative correlation is shown. Provik et al. (2016b)
also found a positive correlation with Fe and SH groups in skin and liver of Pelophylax
kl. sculentus and Carvalho et al. (2017) with Zn, Cu and Cd and MT in liver of A.
castesbeiana. In muscle, metals showed positive correlation with biomarkers LPO, ChE,
CAT and CP, and negative correlation with GPx, GST and MT (Supplementary material
2C). A positive correlation was also described by Proki¢ et al. (2016b) in the muscle of
the frog Pelophylax kl. esculentus between Ni and ChE, and in the case of negative
correlations, metals promote oxidative stress and deplete antioxidants, making it the most
susceptible animal to ROS (Proki¢ et al., 2016; Veronez et al., 2016). The relationships
between biomarkers are confirmed for LPO, CP, CAT and ChE, and also for the
biomarkers GPx, GST and MT (Supplementary material 3C), with LPO and ChE
exhibiting a negative correlation to the three previously mentioned biomarkers. For the

brain, Cr, Mn, Fe, Cu, Sr, Y, Mo, Ba, La, Ce and W showed a positive correlation for CP,
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ChE and NOS while Al, Ti, Ni, Zn, Ag and Hg showed a positive correlation negative for
CP (Supplementary material 2D). Correlations confirm the interaction between

biomarkers (Supplementary material 3D).

Figure 3. Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), and
glutathione S-transferase (GST) activities in liver, kidney and muscle; Cholinesterase activity
(ChE) of the brain and muscle; Nitric oxide synthase (NOS) activity of the brain and liver; of
Agquarana catesbeiana from control (CTR) and exposed to settleable atmospheric particulate
matter (SePM). Values are expressed as mean + SD. * P < 0.05; ** P < 0.01. (N = 6-8).
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Correlation analyses show that the same variable may behave differently from
others, and may have a strong correlation with a particular metal but a negative correlation
with a biomarker. This complexity of responses may be related to specific factors in each
biochemical pathway, between reaction stages, and even in the imbalance of gene
expression (Woo et al.,, 2009; Kaczor-Kaminska et al., 2020). Beyond that, the
combination of metals and the organ in which these elements are found can cause different
effects for the same biomarker (Proki¢ et al., 2016; Carvalho et al., 2017), as well as the
different exposure times between the organism and the environment (Carvalho et al.,
2020).

Conclusion

The exposure to SePM resulted in metal accumulation in the liver, muscle and brain
and oxidative stress in the organs of A. catesbeiana tadpoles, negatively affecting this
species. Positive or negative correlations between metals and biomarkers may contribute
to such effects, highlighting the complexity of the effects of metals in the aquatic
environment. This study confirms the need for research to understand the effects of short
and long-term exposure of amphibians to SePM, such as biochemical, physiological,
morphological, embryological, and molecular changes, and histopathological effects. In
addition, we highlight the importance of studying tadpoles and analyzing biomarkers and
metal accumulation in different tissues, as each one may respond according to its function.
We also highlight the importance of developing studies that could help guide
ecotoxicological research to demonstrate the risks posed by exposure and/or contact with
APMs.
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Capitulo 11
Exposicdo ao material particulado atmosférico sedimentavel: efeitos no metabolismo de

girinos de ra-touro, Aquarana catesbeiana (Shaw, 1802).
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Resumo: O material particulado atmosférico (MPA) faz parte da composicao liberada por
indUstrias siderurgicas, esse material tem uma composi¢do complexa contendo metais,
essenciais e 0s descritos como emergentes. O objetivo deste trabalho foi determinar os
efeitos metabolicos nos girinos de ra-touro, Aquarana catesbeiana, nos orgaos: figado,
masculo, rim e cérebro quando expostos ao Material Particulado Atmosférico
Sedimentavel (MPA-Se). Os girinos foram expostos ao MPA-Se (1 g L™, 96h) e seus
orgdos foram coletados para analises bioquimicas. Os resultados mostraram um aumento
(508-1076%) na atividade das enzimas fosfofrutoquinase (PFK) e piruvato quinase (PK)
no figado, aumento (61%) da hexoquinase (HK) no musculo e diminuicdo (70%) da PK.
A atividade da malato desidrogenase (MDH) diminuiu (43%) no musculo em relagdo ao
grupo controle, enquanto no cérebro houve aumento (245%), na atividade da lactato
desidrogenase (LDH) foi observado uma diminuicdo (55%) em relacéo ao grupo controle.
Em relacdo aos metabolitos, a proteina ndo se obteve alteragbes, mas os triglicerideos
diminuiram (53% e 64,57%) no figado e cérebro, em contra partida apresentou um
aumento (40%) no musculo, onde a glicose apresentou um aumento (1215%) no cérebro.
As atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) apresentaram aumento de 100% e 20%, respectivamente no musculo em relagéo
ao controle. A atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) se mostrou alterada apenas
no cerebro, com diminuicdo de 34%. Os metais como: ferro (Fe), aluminio (Al), niquel
(Ni), cobre (Cu), manganés (Mn), vanadio (V), bario (Ba), estroncio (Sr), presentes no
MPA-Se, foram absorvidos pelos girinos e induziram estresse oxidativo prejudicando a
homeostase fisioldgica dos animais devido ao aumento da producdo de radicais, como
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Sendo assim, os resultados obtidos contribuem
para a conhecimento dos efeitos negativos do MPA-Se e seus componentes no
metabolismo dos girinos, podendo acarretar um prejuizo no seu desenvolvimento, devido
a demanda de energia e estresse oxidativo pela presenca de metais comprometendo o
processo de metamorfose.

Palavras chaves: anfibios, metais, biomarcadores, energia, estresse oxidativo
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1. Introducgéo

A qualidade dos recursos hidricos e dos solos € influenciada pelas propriedades
do ar, uma vez que poluentes presentes no ar podem ser transportados mediante as
precipitacbes das chuvas (Guo et al., 2003, Schleicher e Weiss, 2023). Estudos sobre a
distribuicdo do material particulado em suspenséo na atmosfera relatam sua associacao a
problemas de salide com riscos para a popula¢do humana, a fauna e também a flora (Chan
etal, 2001; Who, 2003; Fajersztajn et al., 2017; Guimardes, 2017; Rajak; Chattopadhyay,
2020). Pesquisadores relatam efeitos da exposicdo continua ao material particulado
atmosférico (MPA) com diversos danos a salde, principalmente na via respiratoria (Lakei
et al., 2016, Pryor et al., 2022). Por outro lado, estudos que demonstrem a toxicidade do
material particulado atmosférico sedimentavel (MPA-Se) nos animais aquaticos sao
escassos (Duan et al., 2017, Hartono et al., 2017, Yang et al., 2020; Soares et al., 2022),
e ainda mais aqueles avaliando os efeitos do MPA-Se e seus danos metabdlicos na biota
aquatica.

A composicdo do MPA depende da sua localizacdo e origem dos poluentes, mas
os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) e metais em transicdo sdo 0s maiores
componentes (Mendonga, 2013; Silva, 2020; Yang et al., 2020). Os metais presentes no
MPA podem induzir estresse oxidativo e, em altas concentragcdes podem prejudicar a
homeostase fisioldgica dos animais devido a producdo excessiva de radicais (Machado et
al., 2009; Tariang et al., 2019; Moniruzzaman et al., 2020). Por exemplo, as enzimas
glicoliticas como as hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase (PFK), piruvatoquinase (PK) e
lactato desidrogenase (LDH), que atuam no metabolismo da glicose, foram afetadas em
girinos de ra-touro expostos a uma parcela de agua coletada do Rio Sorocaba contendo
aluminio, cobre, manganés e zinco (Al, Cu, Mn e Zn) (Utsunomiya et al., 2022). O
excesso de metal no organismo pode gerar radicais como hidroxil e anion superéxido e
levar a ruptura nos tecidos e prejudicar a atividade destas enzimas (Moniruzzaman et al.,
2020). O estudo de Harun et al. (2022), utilizando a modelagem de proteinas com ligagéo
de sitios ativos por metais, demonstrou que o cadmio (Cd) e o mércurio (Hg) ligam-se
covalentemente nos grupamentos sulfidrilas dos residuos de aminoacidos da cisteina,
localizados no sitio alostérico das HK e da PK e, 0 Hg interage mais com a PK do que o
Cd. Os metais essenciais, como Zn, Cu, Mn e ferro (Fe) atuam em varias vias metabolicas

modulando etapas regulatorias e, em particular no metabolismo da glicose, influenciando
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na sua regulacdo fisiologica (Sun et al., 2023). Portanto, alteracGes na atividade de
enzimas do metabolismo e nos niveis de metabdlitos podem refletir o estado fisiologico
do organismo na presenca de metais (Carvalho et al., 2008; Abdel-Tawwab; Wafeek,
2017; Moniruzzaman et al., 2020; Utsunomiya et al., 2022).

Da mesma forma que o metais presentes no MPA podem induzir ao estresse
oxidativo e na funcionalidade das enzimas da via glicolitica, alguns estudos demonstram
que os metais Cd, cromo (Cr), Cu, chumbo (Pb), Zn, Mn, Hg, podem afetar a atividade
das aminotransferases (ALT, AST e ALP), gerando um impacto tecidual e perdendo a
integridade funcional do 6rgédo analisado. Estudos realizados com peixes e anfibios, com
esses elementos metalicos de forma solo ou combinados entre si, bem como outros tipos
xenobidticos (Jayawardena et al., 2017; EI-Bouhy et al., 2021; Banaee et al., 2023;
Kumar et al., 2023).

Os girinos de ra-touro sdo exemplos de bioindicadores pela sua capacidade
adaptativa, sendo sensiveis a mudangas ambientais e assim sendo usados para avaliar a
qualidade do meio ambiente, e facil manutencdo em laboratério, além do tamanho
adequado para andlises ecotoxicoldgicas (Hayes et al., 2010, Ossana et al., 2013, Paetow
etal., 2013, Veronez et al., 2016, Fernandes et al., 2021, Utsunomiya et al., 2022). O uso
destes animais evita a utilizacdo de organismos nativos, que muitas vezes estdo em risco

de extincdo, mas que merecem protecdo assim como outras espécies de animais.

Dessa forma, devido as caracteristicas desta espécie e, aliado a escassez de estudos
sobre os efeitos do MPA em anfibios, pode-se levantar as hipdteses de que os metais
presentes no MPA-Se vao se acumular de forma diferenciada nos 6rgaos (figado,
musculo, rim e cérebro) e alterar a atividade das enzimas e metabolitos envolvidas no
metabolismo de girinos de rés-touro, A. catesbeiana. Visto que MPA-Se é um
contaminante com metais emergentes e ha poucos estudos que relacionam ele com os
biomarcadores de metabolismo. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar como a
exposicdo aguda de MPA-Se (96h, 1 g L) e a absorcio dos metais afetam as enzimas
relacionadas a producgdo de energia, estresse oxidativo e 0s niveis dos metabolitos em

girinos de ra-touro, A. catesbeiana.
2. Materiais e Métodos

2.1. Obtencéo do Material particulado atmosférico (MPA)
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O MPA foi coletado na Ilha do Boi, municipio de Vitdria, estado do Espirito Santo
(ES), Brasil (20°18'32"S, 40°16'33"0). Essa regido possui um complexo metaltrgico com
pelotizacdo de minério de ferro, exportacdo de ferro, siderurgia e exportacdo de aco,
sendo o Brasil o segundo polo exportador de ferro do mundo (Andrade et al., 1995).
Estudos relatam que essa regido tem grande impacto (aproximadamente 70%) na emissao
de material particulado atmosférico sedimentavel (MPA-Se), por meio do Complexo de
Tubar&o devido a inddstria siderdrgica (Santos et al., 2017; Machado et al., 2020; Galvéo
et al., 2022).

Este capitulo d& sequéncia ao estudo de Fernandes et al. (2024) sobre os efeitos
do MPA-Se em girinos de rés-touro, complementando a proposta inicial da tese.

2.2. Animal

Girinos de ra-touro, A. catesbeiana, (N=120) foram obtidos da Fazenda
RANAMAT, localizada em Matdo-SP (21°39'03,18" S e 48°23'12,61" W). Os animais
foram transportados em sacos plasticos de 80 L para o Laboratdrio de Zoofisiologia e
Bioquimica Comparativa (DCF) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

No laborato6rio os animais foram mantidos em tanques de 500 L (N = 120) durante
7 dias para aclimatacdo e para atingir o estagio 25 de Gosner. Os testes foram realizados
em triplicata e compreenderam um grupo controle, livre de MPA-Se, e um grupo exposto
alg.Lt de MPA-Se. Os experimentos foram conduzidos em aquarios de 200 L, contendo
40 animais por aquario, em sistema estatico durante 96 h e protegidos de perturbactes
externas. A temperatura da dgua dos tanques (25 + 1 °C), a aeracédo constante (> 6,0 mg
0O27!L) e o fotoperiodo natural (aproximadamente 12h claro;12h escuro) foram
controlados. Os parametros fisicos e quimicos da solucdo-teste, foram monitorados
diariamente e medidos no inicio e no final do ensaio (ap6s 96 h) e, ndo apresentaram
variacdo significativa do inicio ao final do ensaio. Concluido o periodo de exposicéo, 0s
animais foram eutanasiados com benzocaina 0,01%. Em seguida, foram descerebrados
para coleta dos 6rgdos para analise do MPA-Se e analises bioquimicas, neste caso 0s
orgdos foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C. Todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pela American
Society for Testing and Materials (ASTM, 2000) e aprovada pela CEUA n° 4046210222
em 07/03/2022.
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2.3. Determinacéo do metal na dgua e no tecido

Para analise de metais na agua foram coletados 5 ml de 4gua do grupo controle e
5 ml de &gua do grupo exposto (n=3 por grupo) passando pela acidificacdo em acido
nitrico (razdo 2%) e posterior filtragem em filtro de nitrocelulose. As amostras foram
acondicionadas ao final dessas etapas em criotubos e mantidas a 4 °C, até a analise em
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Agilent 7500cx,
EUA).

Amostras individuais de tecidos moles foram utilizadas (n=3 animais por grupo)
para determinacdo de concentracdo de metais/metaloides nos 6rgdos de girinos de ra-
touro, figado, rim, musculo e cérebro, apés a realizacdo da digestdo acida (Berghof
speedwave XPERT, Alemanha) como foi descrito por Fernandes et al., 2024.

O fator de bioconcentracdo (FBC) dos metais em cada 6rgdo analisado, foi
calculado com os resultados obtidos nas analises, com base na férmula: FBC =
concentragdo média do metal no tecido (ug g)/concentragio média do metal na agua de

exposicdo (ug L1).
2.4. Preparacdo de amostra para analise bioquimica

A homogeneizacdo do figado, rim, muasculo e cérebro foi realizada
individualmente com tampédo PBS (solucdo salina tamponada com fosfato, contendo
1,365 M NaCl, 0,027 M KCI, 0,054 M Na:HPO; (7H20) e 0,018 M KH2PO4), pH 7,2,
usando um homogeneizador ultra turrax IKA 10®. Posteriormente, o homogenado foi
centrifugado (HERMLE Z 323 K) a 12.000g por 20 min a 4 °C, e o sobrenadante foi
separado em aliquotas (em tubos ou placas), que foram congeladas a -80 °C para as

analises bioquimicas. Todas as anélises foram realizadas em triplicata.

A concentracdo de proteina (pt, mg mL™) foi realizada conforme descrito por
Bradford (1976) utilizando a albumina de soro bovino como padrdo em 595 nm. A
atividade da hexoquinase (HK) foi determinada de acordo com o descrito por Uyeda e
Racker (1965) tendo a reacdo iniciada com a adi¢do de NADP* (Nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato); aatividade da fosfofrutoquinase (PFK) foi determinada seguindo
o0 descrito por Layzer et al. (1969) com inicio da reacao por adi¢do de adenosina trifosfato
(ATP); a atividade da piruvatoquinase (PK) foi determinada seguindo o descrito por

Bucher e Pfleiderer (1955) com inicio da reagdo por adi¢do do adenosina difosfato (ADP);
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atividade da lactato desidrogenase (LDH) foi determinada como descrito por Bergmeyer
(1974) com inicio da reacdo por adi¢do NADH+H" (Nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida); a atividade da malato desidrogenase (MDH) foi determinada como descrito
por Childress e Somero (1979) com inicio da reacdo por adicdo de NADH+H*

(Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida).

O célculo da atividade das enzimas, HK, PFK, PK, LDH e MDH foi feito a partir

da variacao da absorbancia a 340 nm, dividido pelo coeficiente de extingao (¢) do NADH

(6,22 mMtcm™) e pela concentragéo de proteinas, sendo o resultado expresso por U/mg

pt L.

A quantificagdo de glicose e triglicérides foi realizada pelo método colorimétrico
da Labtest, referéncias 133 e 87, respectivamente. As aminotransferases, alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), foram determinadas
seguindo o método da Labtest, referéncias 1008 e 109, respectivamente e a fosfatase
alcalina (ALP) por meio do kit da Labtest referéncia 79. As metodologias seguiram a
orientacdo do fabricante com algumas modificacbes para adaptacdo em leitora de

microplaca.
2.5. Andlise estatistica

Os dados sédo apresentados como média + desvio padrdo. Os testes Kolmogorov-
Smirnov e F foram utilizados para avaliar a normalidade das amostras e a homogeneidade
das variancias, respectivamente. Para comparagdes entre 0S grupos, testes t
(paramétricos) ou testes U de Mann-Whitney (ndo paramétricos) e analise de variancia
(ANOVA) de uma via foram usados com valores de P < 0,05. Todos os testes foram
realizados usando SigmaStat 3.5 para Windows (Copyright © 2006, Systat Software,

Inc.).
3. Resultados e discussao

Nos girinos expostos ao MPA-Se o0s seguintes metais/metaldides foram
detectados: itrio (), bario (Ba), lantanio (La), zirconio (Zr), niquel (Ni), vanadio (V),
Pb, estréncio (Sr), selénio (Se), titanio (Ti), Cu, Al, Fe®, cério (Ce), Mn, rubidio (Rb),

estanho (Sn), tungsténio (W), molibdénio (Mo), Hg?®

, nos diferentes 6rgdos e em
diferentes proporgdes, com destaque aos elementos: Y, La, Ce e Ba, considerados

contaminantes metalicos emergentes (Tabela 1- Material Suplementar). O figado e o
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musculo foram os érgdos que mais acumularam metais (Y, Ba, La, Zr, Ni, V, Pb, Sr, Se,
Ti, Cu, Al), o figado, por ser um 6rgéo de desintoxicagdo e o musculo pode ser explicado
pela intensa atividade metabdlica devido ao processo de metamorfose em que se encontra
o animal. Além da deteccao dos metais no material particulado, esses elementos metalicos
também foram encontrados na agua de exposi¢do, mostrando uma grande gama de metais
detectados, como exemplo, Cd, Cu e Pb que tém suas concentragdes acima do permitido
em legislacdes brasileiras, para aguas de classe Il. Enquanto nos érgéos dos girinos foram
identificados metais como: Cu, Mn, Ba, La, Sr, mostrando um aumento de suas

concentragdes quando comparados com o grupo controle.

O fator de bioconcentracdo demonstrou que o estanho foi o metal que mais
bioacumulou em todos os 6rgéos, seguindo a ordem: Rim (250,57) > Cérebro (184,83) >
Figado (24,40) > Musculo (22,42). Alem disso, o Fe (F=10,24; M=7,73; R=21,31 e
C=3,74) e 0 Zn (F=3,37; M=5,24; R=13,94; C=7,55) também apresentaram um alto valor
de bioconcentragcdo, embora em menores propor¢des quando comparados ao Sn, sendo o

rim o 6rgdo que mais bioacumulou (Figura 1).

Figura 1. Fator de Bioconcentracao (FBC) - nos 6rgdos de A. catesbeiana expostas por 96h a 1 g/L de MPA
Se. A. Fator de bioconcetracdo dos metais encontrados nos 6rgdos e na agua e B. Fator de bioconcentragdo

do estanho (Sn). Os valores encontrados foram obtidos através da taxa da concentragdo de metais nos

6rgéos (Mg/g) e da concentragdo de metais na agua (Mg/L).
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O Fe, um dos elementos detectados, € utilizado na producéo, armazenamento e

estocagem do minério de ferro na regido onde foi coletado o MPA (Souza et al., 20213;

A exposicao dos girinos ao MPA-Se provocou aumento da atividade da PK (12
vezes) no figado e aumento da atividade enzimatica da HK (61%) e da PFK (6 vezes) e
diminuicdo (70%) da PK no musculo, além de alteracGes nas atividades de LDH e MDH
no cérebro. O aumento destas enzimas sugere uma demanda de energia pela via aerobia
devido ao estresse oxidativo e processos de desintoxicagdo pela presenca dos metais, que
se apresentaram concentracdes altas para cada 6rgdo. De fato, Fernandes et al. (2024)
(Artigo 1) descreveram estresse oxidativo no figado, mdsculo, rim e cérebro, devido a

presenca de diversos metais detectados no MPA-Se e nos tecidos analisados.

Mesmo que os metais ndo apresentem efeito letal imediato, ao longo do tempo
eles bioacumulam nos individuos, assim como na cadeia tréfica, e podem interferir em
processos bioquimicos e fisiologicos (Peltzer et al.,, 2013; Noman et al., 2022).
Utsunomiya et al. (2022) estudando os efeitos da exposi¢do de girinos de ra-touro a agua
do Rio Sorocaba (SP), verificaram aumento da atividade da PFK hepética no verao,
corroborando com os resultados aqui obtidos, visto que havia concentracdo de metais na
agua analisada. Essa atividade aumentada indica uma demanda maior de ATP devido a
exposicdo a0 MPA-Se (Nelson; Cox, 2011; Chagas et al., 2020), mostrando o efeito

deletério dos metais nesses animais.

Guo et al., (2016) demonstraram em ratos expostos a monocrotalina, alcaloide
pirrolizidinico encontrado em plantas do género Crotalaria, inducdo de espécies reativas
ao oxigénio (EROs) e inibicdo da atividade da PK no soro, resultando em diminuigdo na
producdo de energia apesar do aumento da fosforilacdo. A analise de PK foi realizada
juntamente com a analise da LDH no extrato celular e soro do animal. A PK, enzima
regulatoria da via glicolitica, esta ligada a producdo de energia (ATP) com formagéo de
piruvato e uma mudanca na sua funcionalidade, sendo ela uma diminuicéo, pode acarretar
em dificuldade no processo de metamorfose, pois ha uma demanda de energia nesse
processo. Ou entdo, um aumento dessa atividade pode indicar uma producdo de energia

em excesso, a fim de equilibrar ou mobilizar energia para outras atividades. Importante



92

ressaltar que o figado € o o6rgdo principal da regulacdo do metabolismo de varios
nutrientes, como proteina, carboidrato e lipidios, pois contém as enzimas de diferentes
vias metabdlicas que sdo ativadas ou desativadas de acordo com a disponibilidade de
nutrientes (Romanova et al., 2021). Sendo assim, correlacionando com o0s resultados
apresentados no artigo 1, onde o figado apresentou concentraces de metais como Y, Ba,
La, Zr, Ni, V, Pb, Sr, Se, Ti, Cue Al (Fernandes et al., 2024), é possivel indicar um dano
metabolico no figado devido a alta concentracdo de metais neste 6rgdo, seguido pelo
musculo, onde identificou-se o aumento das concentracfes de Fe, Ce, Sr, La, Mn, Al, Se,
Ti, Cr, Ba, Rb, Ni, V, Cu, Sn, Zr e Y ocasionando o estresse metabolico. Enquanto o rim,
com a sua funcdo de excrecdo, indicou um aumento de Ba, Hg, Mn e Cu, j& o cérebro
apresentou um aumento nas concentragdes de Ba, Sr, Mo, Fe, Cu, Cr, Mn, W, La, Ce e
Y, é possivel notar que o Ba é um dos elementos comuns entre todos 0s 6rgaos, enquanto
elementos como, La e Y foram encontrados no figado, musculo e cérebro, jA Mn e Cu

foram identificados no musculo, rim e cérebro.

A LDH apresentou diferenca no cérebro, tendo uma diminuigdo de sua atividade
(55%), enquanto nos demais 6rgdos ndo houve alteracdo na sua atividade, Santos et al.
(2013) obtiveram resultados semelhantes, com uma diminuicdo na atividade da LDH em
girinos de Pelophylax perezi expostos a concentracdes de Cu, NaCl ou combinados entre
si, corroborando com as respostas obtidas aqui. Ademais estudos como de Glavas et al.
(2022) que expuseram embrides de Rana dalmatina & nanocobre e cobre a granel,
demosntraram um efeito negativo na atividade da LDH e no conteudo de carboidratos, ja
Salvaterra et al. (2013), expuseram girinos de Pelophylax perezi a diferentes tamanhos
de nanoparticulas de silicato de titanio e indicaram uma diminuicao na atividade da LDH,
destacando que a alteracéo na atividade da LDH interfere na producéo de energia. Dai et
al. (2009) utilizou a tilapia, Oreochromis niloticus para a exposi¢cdo a variadas
concentracdes de chumbo, demonstrando diminuicdo enzimatica da LDH, ja o estudo de
Pinto-Vidal et al., (2021) exp0s girinos de ra-touro ao selénio e litio. Os autores
verificaram uma diminuicdo na atividade da LDH e mobilizagdo de glicose e
triglicerideos no masculo, a fim de manter a demanda de energia na propulsdo para a

natacdo destes individuos.

Ja a MDH diminuiu (43%) no musculo e aumentou (245%) no cérebro de girinos
(Figura 1), demonstrando um efeito maior dos metais sobre 0 metabolismo do masculo e

do cérebro. Estes resultados podem ser correlacionados a diminuigdo da PK e sugerindo


https://link.springer.com/article/10.1007/s10646-021-02506-2#auth-Olga-Jovanovi__Glava_-Aff1
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uma reducdo, ou até mesmo uma inibicdo da via aerébia comprometendo o metabolismo
com efeitos no desenvolvimento destes animais, em relacdo ao tamanho e a metamorfose.
Contrariamente, Chagas et al. (2020), verificaram aumento na atividade da MDH no
figado de girinos de ra-touro expostos aos Zn, Zn+Cu e Cu+Cd, em 2 e 16 dias de
exposicdo. A MDH catalisa a interconversdo de malato e oxaloacetato com redugéo
concomitante de NAD"* ou oxidacdo de NADH, esta enzima pode atuar tanto em
condicdes aerobias (malato-oxalacetato) como anaerdbias (oxalacetato-malato) (Ribeiro
etal., 2015), bem como na lipogénese e na gliconeogénese (Almeida et al., 2016; Chagas
et al., 2020).

O estudo de Don Xavier et al. (2018), com peixes Etroplus suratensis expostos ao
zinco e cobre corroboram com a diminuicdo da atividade da MDH apresentada no
musculo exposto pelo MPA-Se, demonstrando um comprometimento do metabolismo,
visto que a MDH é um indicador da respiracao aerdbia, pondendo indicar uma situacédo

de hipoxia, causada pela exposicado a metais.
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Figura 2. Atividade enzimatica da hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase (PFK), piruvatoquinase
(PK), lactato desidrogenase (LDH) e malato desidrogenase (MDH) em figado, masculo, rim e cérebro de

girinos de Aquarana catesbeiana, do controle e expostos ao material particulado atmosférico sedimentavel

(MPA-Se). Os valores sdo expressos como média D.P.M. (Desvio Padrao da Média). (n = 6-8). * P< 0,05.
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Tabela 1 — Concentragio de metabolitos: Glicose e Triglicerideos (mg dL); Proteinas (mg pt L™2)
em figado, musculo, rim e cérebro de girinos de Aquarana catesbeiana, do controle e expostos ao material
particulado atmosférico sedimentavel (MPA-Se). Os valores sdo expressos como média D.P.M. (Desvio
Padrdo da Média). (n = 6-8). * P< 0,05.

Orgaos Biomarcadores
Proteina Glicose Triglicerideos

Figado Controle 16,12 + 1,67 2,28 £ 0,44 1,97 +0,43
g MPA-Se 17,38 + 1,36 2,28 + 0,45 0,92 + 0,17 (153,3%)

Musculo Controle 13,33+ 1,87 0,69 + 0,09 0,29 + 0,06
MPA-Se 14,49 £ 2,27 0,77 £0,05 0,41 £ 0,09 (139,59%)

RiIM Controle 6,84 £ 2,01 0,05+ 0,02 0,04 £ 0,01

MPA-Se 7,29+ 2,10 0,03 + 0,005 0,07 £ 0,01

Cérebro Controle 9,42 + 1,54 0,12 + 0,03 0,72+ 0,22
MPA-Se 9,37+ 1,29 1,62 £0,06 (11215%) 0,25+ 0,11 (| 64,57%)

Com relacdo aos metabolitos (Tabela 1), estes ndo apresentaram diferencas em
relacdo ao controle, exceto para a glicose no cérebro, que mostrou um aumento de 1215%
e os triglicerideos do musculo, que tiveram um aumento de 39,59%. Este aumento pode
estar relacionado a capacidade dos metais em causar mudan¢as no metabolismo com
consequéncias nos lipideos da membrana celular (Oner et al., 2008; Lucia et al., 2010;
De Moura et al.,, 2017). Barton (2002) descreve que peixes expostos a metais
apresentaram aumento da glicose voltando aos niveis basais apds a cessacdo do estresse
metabdlico. No figado e no cérebro dos girinos, a reducdo de 53,3% e 64,57%,
respectivamente, nos niveis dos triglicerideos nos animais expostos, pode indicar
utilizacdo de glicerol e acidos graxos para manter o nivel de glicemia devido a demanda
energética na presenca de metais/metaldides do MPA-Se (Gondim et al., 2018; Noronha
etal., 2022; Caiado, 2024). Esses resultados demonstram também processos bioquimicos
e fisioldgicos de ajuste, tolerancia e enfrentamento ao estresse metabdlico em girinos de
rd-touro, onde a energia se faz necessaria. A manutencédo da glicemia é fundamental para
0 organismo e um dos fatores mais utilizados de respostas fisioldgicas em estudos de

estresse (Crespi; Denver, 2005).

Estas variacOes também indicam alta demanda metabolica no figado pela presenca

dos metais encontrados no MPA-Se, com utilizagdo das reservas de lipideos associadas
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as atividades da PFK e PK. Enquanto no musculo, provavelmente, o aumento deste
metabdlito indica estoque de energia para suprir as necessidades metabolicas em situagdo
de exaustdo induzida pelos metais e pelo processo de metamorfose do animal. O que pode
ser corroborado pelo aumento da HK (mobilizacdo de glicose), diminuicdo da PK e da
MDH (diminuicdo da via aerobia). O aumento de triglicerideos indica também
lipogénese e como consequéncia aumento da atividade das enzimas envolvidas nesta via
e aumento do consumo de NADPH, a qual é usada na sintese de lipideos (Shimeno, 1993;
Reddy, Hashimoto, 2001; Favero et al., 2018). Como descrito por Gashkina et al. (2024)
0s mecanismos fisioldgicos, na presenca de metais, levam ao aumento de energia com
preferéncia ao metabolismo anaer6bio em peixes, assim, pode-se supor que 0 mesmo esta

acontecendo nos girinos.
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Figura 3. Atividade enzimatica das aminostransferases: alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP) em figado, musculo, rim e cérebro de girinos de

Aquarana catesbeiana, do controle e expostos ao material particulado atmosférico sedimentavel (MPA Se).

Os valores sdo expressos como média = D.P.M. (Desvio Padrdo da Média). (n = 6-8). * P< 0,05.
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No figado e no rim ndo foi observado alteracdo significativa na atividade das
enzimas ALT, AST e ALP. Entretanto, no masculo dos girinos expostos ao MPA-Se as
ALT e AST aumentaram (100% e 20%, respectivamente) e no cérebro a ALP diminuiu
34 % (Figura 2). As enzimas AST e ALT estdo envolvidas no metabolismo dos
aminoacidos e, indiretamente podem ter efeitos também no metabolismo das proteinas e
dos carboidratos. A AST ou transaminase glutdmico-oxalacética (GOT), catalisa a
transaminacdo reversivel de aspartato e 2-cetoglutarato em oxalacetato e glutamato.
Enquanto a ALT, ou glutamato-piruvato transaminase (GPT), catalisa a transferéncia de
grupos amina da alanina para o cetoglutarato, com formacao de glutamato e piruvato.
Estas enzimas estdo principalmente ligadas ao figado e tém um papel fundamental no
metabolismo da glicose e na desintoxicacdo de radicais (Kumar et al., 2018). Nossos
resultados indicam que estas enzimas foram mais susceptiveis tanto no musculo como no
cérebro. O aumento na atividade destas enzimas no masculo pode indicar danos no tecido

devido ao estresse oxidativo provocado pela presenca de contaminantes no ambiente
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(Prashanth; Neelagund, 2008; Loteste et al. 2013; Attademo et al., 2021). A ALP é uma
enzima tida como um importante biomarcador para doencas hepaticas, e a mudanca da
sua atividade esta relacionada com o tipo de patologia relacionada. Ela se origina
principalmente do tecido désseo e do figado, e niveis aumentados desse biomarcador no
plasma sanguineo podem estar relacionados a doencgas hepéticas e/ou 6ssea (Zierk et al.,
2017; Heinrich et al., 2018).

Alguns estudos demonstraram a diminuicdo da atividade da ALP assim como
apresentado nos resultados obtidos, como Singh e Singh (2005) que expuseram peixes,
Channa marulius, a plantas nativas indianas e a atividade dessa enzima se mostrou
diminuida no tecido nervoso, com efeitos na sintese de proteinas e enzimas (Sumner,
1959; Yadaw, 2001). Enquanto Matouke et al. (2021) expuseram Clarias gariepinus ao
cobre e nanoparticulas de dioxido de titanio, de forma isolada e combinada, que
apresentaram diminuigdo na atividade da ALP, quando comparada ao grupo controle,
demonstrando prejuizos no transporte de metabdlitos e na hidrélise de fosfato (Ujjawal et
al., 2014).

Estudos sobre os efeitos de metais sobre a atividade dessas enzimas ainda sdo
poucos tanto em peixes como em girinos. Destacam-se os estudos de Kumar et al. (2018)
sobre efeitos de contaminantes no peixe, Pangasius hypophthalmus expostos a altas
concentracdes de Se (4,5 a 6,0 mg/L) e Se-NPs (2,5 a 4,0 mg/L) mostraram alteracdo na
atividade da ALT e AST além de alteracGes histopatologicas no figado e branquias e de
Peltzer et al. (2024) em girinos de Rhinella arenarum expostos ao Li (2,5a 20 mg/L, 7 a
14 dias) apresentaram aumento da ALT e AST. Utilizando o sapo verde indiano,
Euphlyctis hexadactylus, Jayawardena et al. (2017) verificaram que a exposicdo ao Cd,
Cr, Cu, Pb e Zn alterou de forma elevada as aminotransferases ALT, AST e ALP,
indicando lesdes hepaticas. Enquanto Kumar et al. (2021) demonstraram em peixes,
Pangasianodon hypophthalmus, aumento destas enzimas no figado, masculo e rim, tendo
diferencas apenas quando relacionados aos grupos de exposicao, apds exposi¢cdo ao Mn
e nanoparticulas de manganés.

Ainda se tratando das aminotransferases alguns estudos com medicamentos
apresentam alteraces nos niveis normais de atividades dessas enzimas com aumentos
consideraveis, como no caso de Sheikhlangi et al. (2023) que expuseram carpas (Cyprinus
carpio) a concentrages de meloxicam (0; 0,1; 1 e 2 mg/L), e apenas a concentragdo
subletal apresentou uma diminuicdo da atividade da ALP, Orozco-Hernandez et al.

(2023), em Danio rerio expostos a diferentes concentracdes de fluoxetina (5, 16 e 40
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ng/L) apresentaram atividades alteradas de ALT e ALP sugerindo um desenvolvimento
de doenca hepética no peixe zebra.

Em razdo dos resultados obtidos nesse estudo é possivel confirmar, a partir das
enzimas analisadas, que os girinos estavam sob condi¢cfes de estresse metabolico com
possiveis danos teciduais provocados pela exposi¢do ao MPA-Se, e 0s metais que neles
sdo constituidos.

4. Concluséao

Os girinos de ra-touro expostos aos MPA-Se apresentaram alteracdes
significativas em enzimas da via metabdlica, com efeito na via aerdbia, alterando também
0s niveis de glicose no cérebro e triglicerideos no figado e musculo. As atividades
aumentadas das aminotransferases indicam uma mobilizacdo de energia, para compensar
a demanda devido a processos de desintoxicacdo dos metais que foram absorvidos nos
Orgdos. Esses resultados demonstram que os d6rgdos analisados dos girinos sofreram
impacto pela exposi¢do ao MPA-Se, indicando maior sensibilidade do figado, do mdsculo
e também do cérebro. A acdo deletéria do MPA-Se no metabolismo de anfibios, pode
prejudicar o seu desenvolvimento com efeitos na metamorfose e estudos acerca da
composicdo do MPA-Se e seus impactos ecoldgicos na comunidade aquéatica sao

urgentes.
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5. Material Suplementar

Tabela 2 — Concentracdo de metal nos 6rgéos de girinos de ra-touro, Aquarana catesbeiana, separados em dois grupos (N=3) sendo um controle e
outro exposto a0 MPA Se (1g L™). Adaptado de Fernandes et al., 2024.

Al Ti V Cr Mn Fe s6 Fe 57 Ni Cu Zn

Fioad Controle  89,13+0,42 0,55+0,08 0,78+0,07 4,35+1,29  1,65+0,12 1699,37+26,62 2848,87+137,94 0,32+0,11 29,43+0,19 57,04+6,32
igado
: MPA Se 154,73+12,69 5,54+0,61 1,09+0,18 4,25+0,28 1,39+0,11 1320,01+25,60 1349,17+41,14 0,67+0,03 54,07+3,35 42,37+2,15

Controle  6,88+0,63 0,49+0,08 0,21+0,04  1,24+0,57 <LOQ 31.67+1.99 33,26+3,44 <LOQ <LOQ 79,66+12,84

Meseulo MPA Se  49,07+3,36  1,85+0,40 0,36+0,08 3,52+0,99  4,48+0,27 996,38460,35 1018,03+65,55 0,174+0,01 1,45+0,36 65,97+14,56
Rim Controle 318,6445,72 11,31+1,02 10,96+0,91 3,79+0,34  3,54+0,08 6820,19+237,31 6985,74+179,31 2,88+0,24 <LOQ  791,20+63,95
MPA Se 103,81+16,10 1,45+0,65 5,62+0,84 3,90+1,91 11,29+1,67 2745,80+170,.79 2753,24+196,65 0,88+0,40 16,46+0,01 175,30%9,26
Cérebro Controle 60,24+11,63 24,58+3,16 5,18+1,13 8,09+0,26 1,37+0,44  108,15+3,68 189,85+12,88 1,17+0,16 3,65+0,03 251,46+35,08
MPA Se  5,64+1,33 1,19+0,24 4,92+0,52 10,78+2,33 2,88+0,28 482,42+18,58  516,75+27,19 0,15+0,03 9,09+0,26 95,00+0,083
As Se Rb Sr Y Zr Nb Mo Ag Cd
Figado Controle  0,16%0,02 1,95+0,32 10,49+1,69 0,38+0,02 0,04+0,01 <LOQ <LOQ 0,61+0,08 0,09+0,01 <LOQ
MPA Se  0,13+0,02 2,5840,31 8,89+0,81 1,79+0,02  0,1+0,003 0,38+0,07 <LOQ 0,65+0,12 0,09+0,02 <LOQ
Miisculo Controle <LOQ 0,7840,08 16,95+0,93 1,62+0,47 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

MPA Se <LOQ 3,01+0,30 29,69+0,88 32,91+1,38 0,03+0,01 10,09+0,03 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
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oy Controle 0491000 102045 11,66+102 6441023 029005 240007 0,51+0,12  0,56:0,03 0,68+0,06  0,5620,06
MPA Se  0,40+0,06 <LOQ  7,84+0,76 327+129  0,07+0,05 <LOQ <LOQ 0,19+0,01 0,81+0,17  0,23%0,02
, Controle  0,32+0,08 <LOQ  17,12+#1,19 15574283  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 1,14#0,19  <LOQ
Cerebro MPASe  0,36+0,08 <LOQ  15,12+3,85 200,23+41,45 0,08+0,02 <LOQ <LOQ 9,02£0,29 0,29+0,04  <LOQ
Sn Ba La Ce W Hg 201 Hg 202 Pb Bi
Figado Controle  54,97+144  1,17+0,43 0,09+0,04 047028  <LOQ <LOQ <LOQ <L0OQ  <LOQ
MPASe 4955+11,08 10,11+042 0,20+0,01 0,48+0,003  <LOQ <LOQ <LOQ 12740,02 <LOQ
isalg COTOle 35.36+478 18314053 0012000  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ  <LOQ
MPA Se 4553+1,10 41,81#0,21 0,13+0,00 0,25:0,00  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ  <LOQ
iy Controle 664,20+184,54 991642743 093002 4992006  0030,00  0.20%0,07 0,1740,06  4,20£0,07 <LOQ
MPA Se 508,66+101,95 199,93+1,31 0,14+0,00 0,07+0,01 0,03+0,00  0,38+0,07 0,35+0,07 <LOQ  <LOQ
, Controle 804,92+167,14  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,34+0,08 0,35+0,09 <LOQ  <LOQ
Cerebro MPA Se 37522+38,82 41,29+0,17 0,97+0,05 1,06+0,01 2,13%0,16 <LOQ <LOQ <LOQ  <LOQ
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Tabela 3 — Fator de Bioconcentracao nos 6rgdos (figado, rim, musculo e cérebro) em girinos de ra-touro, Aquarana catesbeiana, expostos ao MPA
Se (1g LY. Adaptado de Fernandes et al., 2024

Elementos
/Orgéo Al Ti V Cr Mn Fess Fess Ni Cu Zn Rb  Sr Y Cd Ba Ce Pb La Sn

Figado 24 419 067 1,11 0,13 10,24 1048 0,31 4,11 337 128 008 166 001 018 23 008 286 244

Musculo 0,76 14 022 086 044 7,73 791 005 011 524 429 161 049 O 0,76 0,72 0,02 1 22,42
Rim 161 11 349 102 111 2131 214 034 125 1394 113 0,12 115 0,2 3,66 032 0,02 193 250,57

Cérebro 0,214 09 305 282 024 374 401 005 069 755 207 942 133 0 0,75 505 0,01 13,85 184,83
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Figura 4. Concentracdo de metais presentes na agua do grupo controle e no grupo exposto
a0 MPA Se (g L™h). Os valores sdo expressos em média+SE, com n=3. Limit of detection
(LOD): Al: 0,10; Ti: 0,02; V: 0,05; Cr: 0,05; Mn: 0,38; Fe %¢57: 3,89: Ni: 0,06; Cu: 0,45;
Zn: 0,17; As: 0,03; Se: 0,06; Nb: 0,237; Rb: 0,06; Sr: 0,09; Y: 0,003; Zr: 0,03; Nb: 0,15;
Mo: 0,15; Ag: 0,02; Cd: 0,04; Sn: 0,07; Ba: 0,15; La: 0,0002; Ce: 0,002; W: 0,007; Hg
201.202: 0,07; Ph: 0,19; Bi: 0,12. Limit of quantification (LOQ): Al: 0,28; Ti: 0,05; V: 0,07;
Cr: 0,09; Mn: 0,83; Fe °0°: 4,59; Ni: 0,10; Cu: 1,09; Zn: 0,48; As: 0,09; Se: 0,15; Rb:
0,08; Sr: 0,22; Y: 0,004; Zr: 0,08; Nb: 0,37; Mo: 0,06; Ag: 0,05; Cd: 0,05; Sn: 0,2; Ba:
0,31; La: 0,0008; Ce: 0,002; W: 0,02; Hg 202%2: 0,07; Pb: 0,45; Bi: 0,28. Adaptado de
Fernandes et al., 2024
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6. Considerac0es Finais

Neste trabalho expusemos girinos de ra-touro, A. catesbeiana, ao MPA-Se (1g L
1y de forma aguda, afim de compreender os efeitos bioquimicos causados. Visto que o
MPA, coletado da Ilha do Boi, bairro da cidade de Vitdria-ES, estd relacionado a

siderurgia do Complexo do Tubardo e afeta o ecossistema ali presente.

Como previsto nas hipoteses iniciais, 0 MPA apresentou altas concentragdes de
metais, como Fe, Ti e Ba. Além de apresentar concentracGes de metais na gua em que
esses animais foram expostos, mostrando diferencas entre o grupo controle e exposto ao
MPA-Se, onde o Fe seguiu apresentando uma maior concentra¢do. Também o Al, Sr, Pb
e Cu mostraram valores com siginificancia em relagdo ao controle, no caso de alguns
metais esses valores se encontraram acima do perimitido pela resolugdo CONAMA
357/2005.

Outra hip6tese confirmada foi em relacdo ao acimulo de metais, presentes no
MPA/MPA-Se, nos 6rgdos analisados, onde o musculo e o figado foram os que mais
apresentaram metais. Os metais, Ce, Sr, Y, Al, Cu, Ti aumentaram quando comparados
com o grupo controle, provavelmente devido as funcionalidades desses 6rgaos, ja que o
musculo estd envolvido no processo de metamorfose, facilitando a captacdo de metais no
ambiente. E o figado que é capaz de viabilizar a desintoxicacdo destes elementos,
explicando a maior quantidade de metais nesses 0rgaos. Enquanto o rim foi o 6rgdo que
mais bioacumulou, seguido do cérebro, mostrando que apesar das concentracdes de
metais nesse 0rgao nao terem sido altas, ainda assim quando analisando com o ambiente

em que estava ele acaba se destacando, quando analisado o fator de biocontracéo.

Em relacdo aos biomarcadores o MPA-Se alterou de forma siginificativa os
associados ao estresse oxidativo e também ao metabolismo. Visto os resultados obtidos
de proteinas carbonilas no figado e cérebro, e as alteracdes nas atividades enzimaticas,
principalmente no figado e musculo, demonstrando efeitos dos metais/metaloides

presentes no MPA/MPA-Se de forma deletéria.

De forma geral este estudo demonstrou os impactos causados pelo MPA-Se em
Orgéos de girinos de ré-touro, onde sua composi¢do metalica afeta a via metabdlica devido

a producdo de radicais ocasionando o estresse oxidativo. Além disso, a contaminagao por
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MPA-Se pode comprometer o desenvolvimento adequado dos girinos, impactando na

transformacdo em adultos e também a longo prazo a comunidade toda.

Portanto, € crucial a adogdo de medidas para monitoramento e controle da emissao
de MPA-Se, afim de proteger o ecossistema. O investimento em tecnologias limpas,
politicas ambientais mais rigorosas e educacdo ambiental sdo essenciais para mitigar 0s
efeitos nocivos e proteger o ecossistema aquatico, de metais potencialmente téxicos
contidos no MPA-Se.
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ANEXO 1

A coleta de MPA foi realizada pela ONG JUNTOS SOS Ambiental, com
contéineres no telhado a cerca de 20 m do solo (Vitdria, Brasil). As coletas foram
realizadas em intervalos de 5 dias em um periodo total de 30 dias corridos (em uma area
de 5000 m?) totalizando seis amostras. Depois da coleta foi realizada a separagio dos
tamanhos dessas particulas, 0s 6 primeiros tamanhos (425-250 um, 250-150 um, 150-75
um, 75-45 pm, 45-32 um e 32-22 um) foram separados utilizando EML DIGITAL PLUS
Test Siever Shaker (Haver & Boecker, Alemanha), enquanto os tamanhos 22-10 um e
<10 um (PM10) foram separados por uma peneira de precisdo Advanced Sonic Sifter
(Advantech Manufacturing, EUA).

Figura 8 — Esquema da captacdo de material particulado atmosférico na regido metropolitana da Grande
Vitéria — ES
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ANEXO 2
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Certificamos que 3 proposta inkitulada "IMPACT DO MATERSAL PARTICULADD ATMOSFERICD SEDIMENTAVEL NA BI0TA AQUATICA:
AVALIACAD DE SIDMARCADORES FISIOLAGIOOS £ BI0QUIMICOS®, protocolada sob o CEUA n¥ 4045210222 yo sevess, sob a
responsabiidade de Diana Amaral Monteino ¢ cquipe; Ciean! dos Santos Carvaio; Aeglane Luiza da Costa | lsabeia Fermeia
Femandes - que envolve a produgle, manutengio eiou utlizagho de animais pertencentes ao filo Chordata, Subfiio Vertebrta
|exceto o homem), para fins de pesquisa clentifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Led 11754 de B de outubro de
2008, com o Decreto 5.899 de 15 de julho de 2005, bem come com as normas editadas pels Conselho Kacional de Controbke da
Experimantache Animal (DONCEA), @ fol aprovada pela ComissSo da Etica no Uss de Animals da Unlversidade Faderal de 582
Carlos (CEUAMIFSCAR) na reuntis de D7A03Z022.

W cortity that the proposal "IMPACT OF SEDIMENTABLE ATHOSPHERIC PASTICULATE MATERIAL DM AQUATIC BSOTA: EVALLATION
OF PHYSIOLOGICAL AKD BIDCHEMICAL BIOMARKERS®, utilzing 60 Amphiblans (maks and females], 63 Fishes (males and femakes],
protocol number CEUA 4046710022 oo cesk, under the resporsibility of Diama Amaral Montedr and feam; Cleoni dos Santos
Carsalhe; Rsglang Lulza da Costa ; issbela Feralra Famandes - which Invalves the production, maintenance andjer use of animals
beionging to the phylam Chordata, subphylum Vertebrata (sxcept buman beings], for sclentific research purposes or teaching -
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree GBS of July 15, 2009, as well as wkh the rukes isued by the National
Council for Control of Animal Experimentation [COMCEA], and was approwed by the Ethic Committes on Animal Use of the Federal
University of =30 Carios (CEUAALFSCAR) in the moeting of 03/07/20E2.

Analldade da Proposta: Pesguisa

Viginola da Propeceta: e 032022 3 032026 Aroa Chnoas Fisolbgicas

‘Drigen: Animais prowenientes de estabelecimentos comerclais

Espiicie: Anfiblos sent:  Machos & Rlmaeas ldsge: 10a 16 das N:  EO
Linhagem: Lithobates cabestelanus Feso: 2abig

Origem:  Animaks provenhentes o estatelecimentos comestiaks

Espibche:  Pelaes sows  Machos ¢ Fdmeas  dade: 3 a6 meses N:  EO
Linhagem: Astyarax sp Foso:  15a30g

Lecal do axperiment: 1] Laborabéno de Foofisiologla & Bioquimica Comparativa [L730) Departamentn de CMncias Filoidgicas
|DCFY UPSCar, Sio Carlos Responsdvel: Profa. Dra. Dlara Amaral Monteiro 2] Lakboratdo de Blnqu'rrlﬂ & Microbdologia (LaBloM)
Departamenin ce Blokogla | DFke) UFSCar, SEDGMRBPGE‘W.H'DI‘I. Dira. el does Santos Carvalho

Sd0 Carios, 11 de mange de 20232

Profa. Dra. Luclara Thie Seld Dlas Profa. Ora. Cleond dos Santees Carvalho
Presidente da Coenissdo de Stica o Uso de Animais Wice-presidents da Comissho de EHea no Uso de Animals
Universidade Federal de 5k Carkes Urisersidace Federal de S50 Caros

odaet AREfEngIIN (UK, KT i monjplinke - CFF LIS 6550 Sl Carlon S - et 55 0 105 180G
Horirko cie mercimenos 1% s 08 clat B A% 13T @ oa 36 b LGE . el csumguitnr br
Rk W LS 12125



